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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les caroténoides représentent une grande famille de pigments naturels ou de synthése
trés répandus. Les végétaux sont leur source classique de production, mais ils sont aussi
présents dans les algues et les microorganismes — bactéries, levures et champignons
filamenteux. Depuis longtemps, ils sont employés en tant qu’additifs aux propriétés
colorantes dans I’industrie alimentaire. A c6té de cela, ils ont suscité un intérét grandissant

grace a leurs propriétés provitaminique (vitamine A), antioxydante et antiradicalaire.

De nombreuses souches sauvages ou génétiquement modifiées, principalement issues
des genres Rhodotorula et Phaffia ont été étudiées pour la production de caroténoides. Les
levures du genre Sporobolomyces font partie de ces microorganismes variés, connus ou non,
qui n’ont pas encore ¢té soumis a toutes sortes d’investigations. Connue depuis 1950, 1’espece
ruberrimus n’a été officiellement répertoriée qu’en 2000, alors que les premicres véritables

mais encore rares études la concernant sont apparues depuis 1995.

Récemment, une premiere étude d’isolement et de détermination des conditions de
mise en ceuvre en bioréacteur d’une nouvelle souche de Sporobolomyces ruberrimus a été
réalisée par Razavi (2004) au Laboratoire des Sciences du Génie Chimique, en raison de
I’intérét que présentait sa couleur rouge vif. Ce travail a permis de mettre en évidence
I’aptitude de cette souche a croitre a partir de glycérol technique, issu de la filiere de
production de biocarburants de type Gazole, et ses capacités €levées pour la production de

torularhodine.

Concernant ce pigment, si une multitude de travaux ont traité du B-caroténe, de la
canthaxantine ou encore de I’astaxanthine, qui sont les principaux caroténoides actuellement
recherchés pour des applications a gros volume, rares sont les informations rapportées sur la
torularhodine. Pour I’essentiel, les quelques données disponibles sont apparues depuis 1’année
2000, provenant presque exclusivement d’équipes japonaises. La torularhodine, qui n'est pas
disponible commercialement, est présentée comme possédant une activité antioxydante trés
¢levée (Sakaki et al., 2002) et servant de précurseur a la vitamine A (Myers, 1996) ; elle est
I'un des deux seuls caroténoides naturels possédant une fonction acide carboxylique, avec la

bixine/norbixine qui est, par contre, tres utilisée en Amérique du Sud.

L’existence d’une fonction carboxylique terminale sur la chaine poly-isoprénique de la

torularhodine ouvre, a priori, de nombreuses possibilités réactionnelles afin de modifier cette
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molécule ; les caroténoides étant connus pour leur instabilité/réactivité, la fonctionnalisation
de la torularhodine pourrait, peut-étre, accroitre sa « stabilité¢ » (augmentation de sa stabilité
thermique, diminution de sa sensibilité a la lumiére ou modification de sa solubilité, par
exemple), ou lui conférer des propriétés/activités nouvelles. Ceci peut étre réalisé¢ de manicre
spécifique par I’utilisation d’enzymes, de type lipase notamment, en milieu organique.
Toutefois, les lipases sont capables de catalyser des réactions inverses de I’hydrolyse,
permettant ainsi de réaliser des réactions d’estérification, de transestérification et d’aminolyse
en milieu non conventionnel. L’équilibre entre la réaction d’hydrolyse et la réaction réverse
de synthése est controlé par 1’activité de I’eau dans le milieu réactionnel. Ce type de réaction
entre, par exemple, un caroténoide a fonction carboxylique insoluble en milieu aqueux, et un
acide aminé/peptide, reste un défi puisqu’aucune réaction de ce type n’a été tentée ou, plus

exactement, proposée dans la littérature.

La possibilit¢ de poursuivre 1’étude de la mise en ceuvre de Sporobolomyces
ruberrimus, synthétisant la torularhodine, en vue d’optimiser, au sens multicritére, des
facteurs opératoires du procédé discontinu pour une production satisfaisante de ce

caroténoide, a représenté une opportunité pour :

e développer une méthodologie de planification expérimentale multicritére basée sur

I’utilisation de plans optimaux,
e envisager une réaction d’acylation d’un acide aminé, la lysine.

Ceci a permis de définir, dans les grandes lignes, les objectifs de cette thése en
considérant, par ailleurs, que le substrat utilisé sera du glycérol technique dont la composition
en constituants annexes (acides gras) est susceptible de varier. Ainsi, ce travail pourra
également étre considéré comme une contribution a une valorisation potentielle de ce co-

produit de 1’agro-industrie.

L’objectif premier est donc d’optimiser les conditions de mise en ceuvre de la levure

en bioréacteur régulé. Pour cela, deux étapes seront nécessaires.

Le substrat carboné, de type glycérol technique, pouvant provenir de diverses origines
et aboutir a des performances de culture, supérieures a celles obtenues avec du glycérol pur

(Razavi, 2004), il sera nécessaire, dans une premicre étape :
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e d’identifier le contenu de ce substrat et, dans une approche globale et qualitative,
d’évaluer comparativement le potentiel de deux de ces substrats et celui du glycérol pur, au

regard de la croissance et de la production des caroténoides,

e de réaliser une premicre ¢tude comparée du comportement de Sp. ruberrimus en
bioréacteur sous conditions de température, pH et aération contrdlées afin de choisir un seul

des deux glycérol technique pour la suite du travail.

La deuxieme étape sera, d’abord, une étape expérimentale consacrée a 1’identification
de facteurs influants sur la cinétique de croissance et de production de torularhodine en
bioréacteur régulé. Il s’agira d’étudier la supplémentation du milieu de culture par quatre
acides gras, choisis essentiellement parmi ceux présents dans le glycérol technique, puis de
choisir celui paraissant le plus performant par rapport aux résultats attendus, pour valider,
ensuite, un potentiel effet concentration de cet acide gras. Enfin, ’influence du taux
d’oxygénation sera observée et quantifiée sur les parameétres cinétiques. Cette partie conduira
a proposer trois variables supposées avoir une action sur le comportement de la levure, soit

sur la croissance, soit sur la production de torularhodine, ou sur les deux objectifs.

La deuxiéme partie de cette deuxieme étape, consistera, alors, a proposer une
démarche de planification expérimentale multicritere répondant a deux types de plans
optimaux, et intégrant les résultats quantitatifs obtenus en bioréacteur dans la premicre partie
de cette étape. Dés lors, des expériences nouvelles devront étre réalisées pour pouvoir
modéliser les effets des facteurs opératoires sur des variables quantitatives discriminantes ;

leur optimisation sera proposée par deux approches, I’une monocritére et 1’autre multicritere.

L’objectif second est d’aborder la réaction d’acylation enzymatique d’un acide aminé,
la lysine, en utilisant les potentialités de donneur de groupe acyle que sont potentiellement les
caroténoides carbonylés. Avant de tenter la réaction d’amidation souhaitée, a I’aide de la
lipase B de Candida antarctica en milieu organique, il sera nécessaire de mettre au point les
conditions réactionnelles ainsi que les techniques analytiques adéquates. Une réaction modele
sera, dans un premier temps, réalisée en utilisant la bixine/norbixine. Les résultats de cette

réaction serviront a formuler une analyse critique sur les conditions réactionnelles.
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CHAPITRE I - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Caroténoides

I.1.1. Introduction générale

Les caroténoides représentent une grande famille de pigments naturels trés répandus
dans la nature, plus de 700 ont été isolés et caractérisés, on peut les trouver en multiples
nuances de jaune, d’orange ou rouge (Oliver et Palou, 2000). Présents dans les végétaux, les
algues, les microorganismes — bactéries, levures et champignons filamenteux, ils sont
employés en tant qu’additifs dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique (Sandmann et al.,
1999). Ils suscitent un intérét grandissant grace a leurs propriétés provitaminique (vitamine

A), antioxydante et antiradicalaire (Gu et al., 2007).

Les caroténoides ont généralement une structure chimique de quarante carbones
composés de huit unités isopréniques (a 5 C) organisées en un hydrocarbure acyclique (fig.
I.1). La structure de base des caroténoides est linéaire et symétrique, mais une cyclisation
d’une des extrémités ou des deux est possible. D’autres transformations de la structure comme
I’hydrogénation, la déshydrogénation ou I’oxydation sont responsables pour la grande variété
des caroténoides connues. Les doubles liaisons conférent a la molécule un caractere

chromophore et sont responsables de la coloration des caroténoides (Nicol et Maudet, 2000).
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Figure I.1. Structure chimique des principaux caroténoides.
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I.1.2. Les pigments naturels

Les pigments naturels sont utilisés par I’homme pour améliorer I’aspect des aliments
produits artisanalement et pour colorer le corps. Le safran, un pigment naturel de couleur

jaune orangé, a longtemps été utilisé pour conférer la couleur jaune au beure.

L’utilisation des pigments artificiels date du XIX®™ siécle, depuis ces pigments sont
trés utilisés dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique. En 1938, I'utilisation de 200
pigments artificiels différents ont été répertoriés, mais de nos jours, I’utilisation de seulement
sept de ces pigments est autorisée pour la coloration des aliments. Ces colorants artificiels ont
causé de sérieux problemes de santé (Downham et Collins, 2000). Pour cela, la demande des
consommateurs et de I’industrie alimentaire pour I’utilisation de pigments naturels est en
grande expansion au cours ces 30 derniéres années. Les pigments naturels ne sont pas nocifs
pour la santé et, de plus, ils peuvent posséder des propriétés biologiques représentant ainsi des

avantages certains par rapport a I’utilisation de colorants artificiels.

D’apres une étude réalisée par BCC (Business Communications Company Inc.), le
marché mondial des caroténoides a ét¢ de 887 millions de dollars en 2004 et est estimée a
plus de 1 milliard de dollars en 2009, avec une croissance moyenne annuelle de 2,9 %.
L’alimentation est le plus important secteur d’utilisation des caroténoides ou le B-caroténe est

le caroténoide les plus utilisé (fig. 1.2), représentant 242 millions de dollars en 2004.

00

2504

2004

1604

10014

Millions de dollars

50

2004 2009

@ Astaxanthine W PB-caroténe [0 Lutéine [ Canthaxanthine W Autres

Figure 1.2. Représentation des ventes des caroténoides (Mérz, 2005).

La production des caroténoides est dominée par la synthése chimique et I’extraction a

partir des plantes. La production a partir de la biosynthése microbienne n’est pas tres



Chapitre I — Etude bibliographique

importante par rapport aux autres types d’obtention. Cependant, la recherche pour la réduction
des cotits de production des colorants naturels issus de microorganisme est en expansion. Ces
recherches visent a découvrir des souches microbiennes sauvages nouvelles qui favoriseraient
le développement de procédés d’obtention des colorants au label « naturel » par rapport a
ceux obtenus par synthése chimique ou méme par extraction a partir des plantes (Dufossé,

2006).

I.1.3. Structure chimique

Les caroténoides constituent une classe de composés chimiques comprenant les
carotenes et les xanthophylles. Ils font partie d’une grande classe de composées caractérisées
par la présence d’un enchainement de 8 unités isopréniques (CsHg) qui forment ainsi la
structure de base CyoHsg, représentée dans la figure 1.3. Les différents caroténoides dérivent
de cette structure acyclique par hydrogénation, déshydrogénation, cyclisation, oxydation ou

tout autre combinaison des ces réactions (Morais et al., 2002).
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Figure 1.3. Structure chimique générale des caroténoides.

I.1.4. Propriétés physiques et chimiques

Les caroténoides sont insolubles dans I’eau et solubles dans les solvants apolaires et
également dans les graisses alimentaires. Le spectre d’un caroténoide posséde trois maxima,
dont les longueurs d’onde dépendent du nombre de liaisons doubles conjuguées. Les
longueurs d’onde d’absorption des caroténoides colorés sont comprises entre 400-700 nm,

dans le spectre de lumicre visible (Frigaard, 2008).

A Topposé¢ des colorants artificiels, les colorants naturels sont trés sensibles a
I’oxygene, la lumiére et la chaleur ; cette instabilité est liée a la longue chaine carbonée
insaturée. Les caroténoides sont aussi sensibles au pH et aux ions métalliques, qui augmentent

la dégradation des pigments conduisant a la perte de la couleur.
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I.1.5. Propriétés biologiques

Les caroténoides sont employés dans les industries alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique en tant qu’additifs, pour leurs caractéristiques biologiques et colorantes
(Sandmann et al., 1999). Les caroténoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes
(Palozza et al., 1996), activité anti-radicalaire (Faure et al., 1999) et activité pro-vitaminique
A (Fontana et al., 1997). Les avantages des caroténoides en tant que colorants sont leur
stabilité¢ aux différents pH (4,0-7,0) des nombreux aliments (Kusdiyantini, 1998) et le fait que

I’addition des différents additifs, comme ’acide ascorbique, n’affecte pas leur structure.

1.1.6. La torularhodine

La torularhodine (acide 3’, 4’-Didéhydro-f3,y-catotene-16’-oique) (Pfander et Verlag,
1987) est un pigment trouvé uniquement chez quelques levures rouges. Elle posséde un
groupe carboxylique terminal sur le C (1) de la chaine acyclique et un cycle B-ionone. Sa

formule brute est C49Hs,0O, et sa masse molaire vaut 564,6 g/mol (fig. 1.4).

La torularhodine posséde une activité pro-vitaminique A et une forte activité
antioxydante (Sakaki et al., 2002 ; Eugeina et al., 1997). Elle est sensible notamment a la
lumiére ainsi qu’a 1’oxygeéne.

La poudre de torularhodine est fine et de couleur rouge intense. Ce caroténoide est

soluble dans I’éthanol, le méthanol, ’hexane et d’autres solvants non polaires.

Torularhodine

Figure 1.4. Structure chimique de la torularhodine.

1.1.7. La bixine et la norbixine

La cis-bixine se trouve dans I’enveloppe externe des graines de rocou (Bixa orellana),
qui représente 80 % de la bixine trouvée dans la graine. Ce colorant naturel est tres utilisé par
I’industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique, grace a sa coloration jaune vif et son
activité antioxydante. Elle représente 90 % des colorants utilisés au Brésil et 70 % des

colorants employés dans ’industrie alimentaire mondiale (Cardarelli ef al., 2008). Elle est
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liposoluble et existe sous les formes cis et trans. La forme cis est moins stable et hydrosoluble

que la forme trans (Scotter et al., 2001 ; Alves et al., 2006).

La norbixine est le produit de saponification de la bixine. Elle est le caroténoide
principalement présent dans les solutions aqueuses, et est présente en faibles quantités dans

les gaines de rocou (Tocchini et Mercadante, 2001).

La formule brute de la bixine est C,sH30O4 et sa masse molaire vaut 394 g/mol (fig.
I.5), la norbixine, de formule C,4H,304, a sa masse molaire de 380 g/mol (fig. 1.5). Les

poudres de bixine et de norbixine sont colorées dans les tons orangés.

La bixine et la norbixine sont instables a la lumiére, la bixine ne supporte pas des
températures supérieures a 100 °C (Shuhama et al., 2003) et la norbixine est instable a des
changements de pH (Faria et Rocha, 2000). Selon Lyng et al. (2005), la dégradation (pres de

50 %) de la bixine est déja trés intense dés qu’elle est placée a 70 °C.
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Figure 1.5. Structure chimique de la bixine et de la norbixine.

Scotter et al., (2001), ont étudié la formation des composés de dégradation thermique
de la bixine et de la norbixine. La dégradation de la bixine ou de la norbixine, conduit a la
formation du m-xyléne et du toluéne, résultant de la formation d’une molécule C7. Le taux de
dégradation des caroténoides est directement li¢ a 1’augmentation de la température ; la
dégradation de la norbixine est plus lente par rapport a la dégradation de la bixine, néanmoins
les produits résultant de la dégradation sont identiques dans les deux cas. Ces auteurs ont
aussi observé, que la formation du m-toluéne est supérieure a la production du toluéne. Le
schéma des molécules formées apres la dégradation des caroténoides, est montré dans la

figure 1.6 (a) pour la formation du m-xyléne et en (b) pour la formation du toluéne.

10
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Figure 1.6. Mécanisme de I’élimination du m-xyléne (a) et du toluéne (b). En I, la 9°-cis-bixine, -1I, le
m-xyléne, - I11, la molécule C17 formée par la dégradation, - IV, le toluéne et en V, la molécule C18

formée par la dégradation (Scotter ef al., 1994).

1.1.8. Biosynthése des caroténoides

Le schéma de biosynthése des caroténoides proposé par (Britton, 1989) est divisé en
cinq étapes, constituées en une premiere phase, la formation du phytoéne, la dénaturation, la

cyclisation et la formation des xanthophylles (fig. 1.7).

Acide mévalonigue

Fremigres etap es l

GGDP

Formation de p hytoene

Phytoéne

Dénaturailon

Lycopéne

Cyclization

B-carolens
Hyd rexylation, cic. l

Hanthophylles

Figure 1.7. Schéma des principales étapes de la biosynthése des caroténoides.
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Les premicéres étapes (Davies et Taylor, 1976 ; Calo et al., 1995) sont communes a
toutes les réactions de biosynthése des terpénoides et résultent de la formation d’un composé

a vingt carbones, le géranyl géranyl diphosphate (GGDP) (fig. 1.8).
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Figure 1.8. Premiéres étapes de la biosynthése des caroténoides (Goldstein et Brown, 1990).

Les caroténoides sont issus de la voie des mévalonates. La formation des caroténoides
par la voie du mévalonate est initiée par la fomation de I’acide mévalonique, intermédiaire clé
de la biosynthése, a partir de I’Acétyl-CoA. A partir de 1’acide mévalonique, il y a la
formation du pyrophosphate d’isopentényle (IPP) qui, par une isomérisation, est transformeé
en pyrophosphate de diméthyl-allyle qui est la molécule de base pour I’allongement de la
chaine. Par additions successives de molécules de pyrophosphate d’isopentényle, il y a
formation du pyrophosphate de géranyle (10 carbone), pyrophosphate de farnésyle (15
carbone) et du géranyl-géranyl diphosphate (20 carbone).

La réaction clé pour la formation du squelette des caroténoides est la condensation de

deux molécules de géranyl géranyl diphosphate (20 carbone) qui conduit a la formation du

12
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phytoéne (incolore) qui est le premier caroténoide a 40 carbone. La formation de caroténoides
colorés nécessite un systeme d’extension de doubles liaisons par une série de réactions de
déshydrogénation. La désaturation du phytoéne donne successivement du phytofluéne, du (-
caroténe, du neurosporeéne et du lycopene (fig. 1.9). Ce sont tous des précurseurs de

caroténoides cyclisés comme par exemple : le B-caroténe.

Phytoéne

l

= = ~ X
Phytofluéne
X = ~ S
C- Caroténe
= = ~ NN =

Neutrosporéne

l

= RTINS ~= =

Lycopeéne

Figure 1.9. Schéma de conversion du phytoéne en lycopéne (Porter et Lincoln, 1950).

La cyclisation peut étre considérée simplement comme une isomérisation ou un
réarrangement d’un groupe acyclique d’extrémité. Elle peut étre formée a partir du
neutrosporéne ou du lycopéne (fig. 1.9). La cyclisation du neutrosporéne survient dans un
groupe d’extrémité, impliquant la formation du cycle  du B-zeacaroténe ou le cycle € du a-
zeacaroténe (fig. 1.10). Ces caroténoides seront transformés en y-caroténe et o-caroténe,
respectivement, par 1’introduction d’une double liaison sur la chaine carbonée. La cyclisation

d’un groupe d’extrémité du lycopéne donne le y-caroténe ou le d-caroténe, respectivement

(fig. 1.10).
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Figure 1.10. Formation des caroténoides cycliques.

La formation des xanthophylles par I’hydroxylation de I’a-caroténe et du B-caroténe

fait partie des dernicres étapes de la biosynthese des caroténoides colorés (fig. I.11).

Féaxanthine

Tantéine
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Figure I.11. Formation des xanthophylles a partir du a-caroténe (a) et B-caroténe (b).

Les caroténoides dont I’un des substituants méthyliques est modifi¢ par oxydation ne
sont pas fréquents, mais il y a des exemples bien connus chez les plantes, les algues, les

champignons et les bactéries.

La torularhodine qui est un caroténoide important des levures rouges, est présente en
concentrations variables et contient un groupement méthylique terminal, en C (1) du groupe
acyclique d’extrémité, substitu¢ par un groupe carboxylique (fig. 1.12). Des études réalisées
par Kenneth et al. (1964) sur I’accumulation de colorants chez Rhodotorula glutinis ont
montré que la torularhodine est synthétisée a partir d’hydrocarbures, comme le B,y-caroténe
(y-caroténe) et le toruléne, par I'intermédiaire des aldéhydes correspondants qui en sont issus

(fig. 1.12).
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Figure 1.12. Voie proposée pour la biosynthése des caroténoides par Rhodotorula glutinis (Simpson et

al., 1964).

La voie de biosyntheése de la bixine n’est pas encore bien connue, mais il est probable
que le caroténoide Cj, précurseur de la bixine, soit a priori le lycopéne (Bouvier et al.,
2003). Deux hypothéses sur la voie de synthése de la bixine sont rencontrées dans la
littérature. Jako et al. (2002), ont proposé une voie de syntheése de la bixine. D apres cette
¢tude, la norbixine et la bixine sont formées a partir du licopéne (fig. 1.13). Tocchini et
Meracadante (2001), ont proposé une autre voie de biosynthése. D’apres 1’étude, la bixine

serait d’abord formée et la norbixine obtenue par saponification.
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Figure 1.13. Voie de synthése de la bixine et norbixine proposé par Jako et al. (2002).

I.2. Levures a pigment rouges

Les caroténoides sont présents dans les végétaux, les algues (Phadwal et Singh, 2003),
les microorganismes - bactéries (Sandmann et al., 1999), levures (Kvasnikov et al., 1978) et
champignons filamenteux (Herz et al., in press). De nombreuses souches sauvages ou
génétiquement modifiées, principalement issues des genres Rhodoturola (Aksu et Eren,
2005 ; Park et al., 2007), Phaffia (Vazquez et al., 1997 ; Yamane et al., 1997) et
Sporobolomyces (Razavi et al., 2006) sont connues pour produire des caroténoides. La nature
et la concentration des caroténoides produits sont dépendantes de 1’espéce du microorganisme
et des conditions de culture. Le genre Rhodotorula produit principalement le B-caroténe et le
toruléne (Bhosale et Gadre, 2001) et I’espece P. thodozyma, 1’astaxanthine (Vazquez et al.,

1997).
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Les caroténoides sont également produits par des bactéries et levures naturellement
non productrices de caroténoides, en utilisant des techniques de recombinaison de I’ADN,
pour l’intégration de geénes pour la production de caroténoides comme le lycopéne, le B-

carotene et la zéaxanthine par Escherichia coli (Sandmann et al., 1999).

1.2.1. Sporobolomyces ruberrimus

La nature est trés riche en microorganismes, connus ou non, qui n’ont pas encore ¢été
trés étudiés. Les levures de 1’espeéce Sporobolomyces ruberrimus font partie de ces
microorganismes. Connues depuis 1950 (Yamasaki et Fuii, 1950), elles n’ont été
officiellement répertoriées qu’en 2000 (Fell ef al., 2000), alors que les premicres études les

concernant sont apparues depuis 1986 (Shiraishi et Fujii, 1986).

La levure a une forme de reproduction asexuée, par bourgeonnement. Lorsqu’une
cellule a atteint sa taille maximale, elle forme des bourgeons qui grandissent a leur tour avant
de se détacher de la cellule mere. Ainsi, le noyau de la cellule mére se divise pour donner un

noyau fils qui migre dans le bourgeon.

Biswas et al. (2001) ont montré que, parmi les basidiomycétes, la paroi du genre
Sporobolomyces, ne comporte pas de xylose. Lopandic et al. (1995) ont fait une étude
comparative de la paroi des basisiomycétes, qui montre que la paroi cellulaire des levures du

genre Sporobolomyces contient 22 % de glucose, 77 % de mannose et 1 % de galactose.

La levure Sporobolomyces ruberrimus a été utilisée pour cette étude et a été isolée au
sein du LSGC (laboratoire des sciences du génie chimique). Cette levure est capable d’utiliser
le glycérol technique (glycérol issu de la production de biocarburant) comme source de

carbone pour la production des caroténoides (Razavi et Marc, 2006).

1.2.2. Facteurs influencant la production des caroténoides par voie

microbienne

La production des caroténoides par voie biotechnologique suscite un grand intérét ; de
nombreuses études sont réalisées avec 1’objectif d’optimiser le procédé¢ d’obtention des
produits d’origine naturelle a 1’échelle industrielle (Dufossé, 2006). De nos jours, la
production industrielle des caroténoides microbiens est limitée par la faible production des
caroténoides par les souches sauvages connues et par le manque d’informations du

mécanisme pigmentaire des microorganismes (Buzzini, 2000).
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Ces difficultés ont conduit a la recherche de nouvelles sources ou 1’amélioration
génétique des especes déja connues. L’utilisation d’un milieu de culture moins colteux, est
aussi essentielle pour I’optimisation du procédé biotechnologique. De nouvelles sources
carbonées et azotées, obtenues notamment a partir de co-produits agricoles ou industriels, sont
indispensables pour la réduction de ces colts de production (Aksu et Eren, 2005 ; Buzzini,

2001).

L’optimisation des procédés de production est basée sur trois parametres

majeurs (Gong et Chen, 1998 ; Fontana et al., 1996) :

1) les paramétres physico-chimiques comme la température, 1’aération, le pH, la

lumicre et I’agitation,
2) les sources carbonées et azotées,

3) I'utilisation de microorganismes a haut rendement en caroténoides.

1.2.2.1. Influence des paramétres physico-chimiques

Les parametres comme le pH, la température et 1’aération jouent un role primordial sur

la croissance et la production de métabolites chez les microorganismes.

La température a une influence directe sur la croissance et le métabolisme des
microorganismes. Ainsi, la production de caroténoides par les levures est fortement
influencée par la température. Simpson et al. (1964) ont observé que la quantité de
caroténoides totaux et la nature des caroténoides produits peuvent subir une forte variation,
dépendant du microorganisme utilisée. Plusieurs études ont été effectuées avec 1’espéce
Rhodotorula a différentes températures 4 °C a 35°C, et la température de culture
recommandée est 30 °C (Bhosale et Gadre, 2002 ; Hayman et al., 1974). Fregova et al. (1994)
ont étudi¢ I’effet de la température sur la nature des caroténoides produits chez R. glutinis et
ont montré qu’une température entre 20 °C et 25 °C a une influence favorable pour la
synthése du B-carotéene. A 35 °C, la production de la torularhodine correspond a 78 % de
caroténoides synthétisés avec la diminution du toruléne et du B-caroténe. A 5°C, la

concentration du B-carotene est égale a 64 % des caroténoides totaux.

L’effet de Ioxygeéne sur la productivité de la torularhodine a été examiné chez
Rhodotorula glutinis par Sakaki et al. (2002). Ils ont montré que, chez R. glutinis, la
torularhodine est un caroténoide important avec un réle protecteur de la cellule contre le

« stress » oxydative. Aussi, ’apport d’oxygeéne au milieu de culture n’a presque aucune
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influence sur la biosynthése du B-caroténe ; en contrepartie, il améliore la synthése de la

torularhodine et du toruléne.

L’influence du pH sur la croissance cellulaire et la production des caroténoides chez P.
rhodozyma a été étudiée par Meyer et Du Preez (1994). Ils ont rapporté que la gamme de pH
3,8 - 7,5 du milieu n’affectait que légérement la croissance. A pH 5,8, la vitesse de croissance
la plus rapide a été atteinte alors que I’accumulation maximale d’astaxanthine est atteinte a

pH 5,0.

1.2.2.2. Composition du milieu de culture

La disponibilité¢ de carbone et d’azote dans le milieu de culture est importante pour la
cinétique de croissance et la caroténogéneése des microorganismes. Les études des dix
derniéres années ont été focalisées sur la production des caroténoides par voie
biotechnologique en utilisant des sources carbonées issues de co-produits agricoles ou

industriels (Buzzini, 2000 ; Fontana et al., 1996).

Les modifications de la biosynthése des caroténoides provoquées par un changement
des conditions de culture chez le R. glutinis ont été étudiées par Sakaki et al., (2000). Ils ont
observé une amélioration de la production de torularhodine chez les cellules utilisant le
lactate, comme source carbonée, en comparaison de celles cultivées avec du glucose. Le
changement de source de carbone entraine un changement de la biosyntheése des caroténoides

chez R. glutinis.

L’influence de la source azotée a été également étudi¢e. Une grande variété de sources
d’azote a été testée pour I’optimisation de la production de caroténoides avec diverses espeéces
de microorganismes. Les sources les plus utilisées sont I’ammonium, la glutamine et
I’asparagine. L’azote joue un rdle fondamental en microbiologie industrielle, car il est
directement li¢ a la synthése des enzymes qui sont responsables du métabolisme primaire et
secondaire des microorganismes. Ainsi, la production des caroténoides peut étre affectée par

la source azotée utilisée (Garbayo et al., 2003 ; Sanchez et Demain, 2002).

Borowitzka et Borowitzka (1988), ont observé que la limitation d’azote chez
Dunaliella, augmente 1’accumulation du B-caroténe. Leur étude a montré que la limitation en
nutriments fait augmenter la biosynthése des caroténoides et change le métabolisme

protéique.
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1.2.2.3. Role des acides gras dans le comportement des levures

L’acide oléique peut étre utilis€ comme seule source carbonée disponible dans le
milieu de culture, les levures telles que Saccharomyces cerevisiae et Yarrowia lipolytica étant
capables de croitre dans ce type de milieu (Trotter, 2001). L’acide oléique est entiérement
dégradé dans les peroxysomes, comme tous les autres acides gras (Trotter, 2001). Le produit

final de la B-oxydation des acides gras chez la levure est 1’acétyl-CoA (figure 1.14).
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Figure I.14. Schéma de dégradation des acides gras par B-oxydation (Gilber, 2008).

Le role exact de I’acide oléique n’a pas encore été précisément établi. Il peut avoir

deux effets sur le métabolisme de la levure (Mouret, 2006) :
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1) effet « substrat » qui correspond a la dégradation de 1’acide oléique en acétyl-CoA

= effet d’un flux supplémentaire de carbone au sein du métabolisme,

2) effet « génétique » qui correspond a la stimulation de la transcription de certains

genes par 1’oléate.

La disponibilité des acides gras en faveur de la synthése de caroténoides n’a pas été
¢tudiée de maniére approfondie. Dans la littérature, peu de travaux concernent l'influence
d'acides gras sur la production de caroténoides. Dans le schéma de la voie de biosynthese des
caroténoides, montrée dans la figure I.15 et rapportée par Moraes et al. (2002), on observe

que I’acétyl-CoA est la molécule précurseur de la réaction.
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Figure 1.15. Voie de biosynthése des caroténoides (Moraes et al., 2002).
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Hajjaj et al. (1999) ont mis en évidence que I’ajout d’acides gras a courte chaine (Csg)
dans le milieu de fermentation améliore la croissance cellulaire et la production de pigments
chez Monascus ruber. Cette étude a aussi montré que les conditions optimales de croissance
et de production des pigments sont comprises entre 0 et 1 mM et que des concentrations
supérieures a 2 mM semblent étre inhibitrices de la croissance cellulaire et de la production de

pigment.

D’autres études dans la littérature concernent la production d'anticorps par des cellules
animales. D’aprés Butler et Huzel (1995), I’ajout des acides olé¢ique et linoléique, a une
concentration de 25 uM dans le milieu de culture, ont augmenté de maniere significative la
croissance cellulaire et la production d’anticorps chez des cellules d’hybridomes murins
(CC9C10). Ils ont observé que 1’ajout optimal d’acide oléique est de 25 uM et d’acide
linoléique est de 50 uM, alors qu’un ajout supérieur a 75 uM devient inhibiteur pour la

croissance.
1.3. Extraction, analyse et purification des caroténoides

1.3.1. Extraction et stabilité des caroténoides

1.3.1.1. Extraction

Les pigments microbiens sont retrouvés a I’intérieur de la cellule, au niveau de la
paroi. Ainsi, pour la récupération des colorants, il est nécessaire de faire une extraction en
cassant la paroi de la cellule. Plusieurs techniques, de type chimique, mécanique ou physique,
sont proposées dans la littérature (Middelberg, 1995). La plupart des caroténoides peuvent
étre extraits par 1’utilisation de solvants, en particulier chez les bactéries. Cependant ce type
d’extraction est difficile quand le microorganisme est une levure, car elle possede une paroi
trés résistante a 1’action des solvants. La figure 1.16, montre différents types de techniques

existant pour la désintégration de la paroi des microorganismes.
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Méthodes d’extraction

Physique Chimique Mécanique
Sonication Solvants Agitation avec particules abrasives
Décompression Détergents Broyage
Choc osmotique Lyse alcaline
Traitement thermique Lyse Enzymatique

Transformation cristal-liquide

Pression

Figure 1.16. Techniques de désintégration de la paroi des microorganismes, d’aprés la proposition

modifiée de Edebo et Magnusson (2008).

Le choix de la méthode d’extraction est trés important, parce que 1’intégrité du produit

d’intérét en dépend.

Johnson et al. (1978) ont mis en évidence une méthode pour I’extraction de
I’astaxanthine en utilisant 1’enzyme extracellulaire de Bacillus circulans WL-12, qui peut
digérer la paroi cellulaire. Néanmoins, deux étapes sont nécessaires : 1’ajout du Bacillus dans
le milieu de fermentation, suivi d’un traitement thermique pour I’inactivation de la cellule
ainsi que le réajustement du pH. Cette méthode est intéressante cependant elle posséde un
désavantage important: le colt de I’enzyme et la difficulté du procédé d’extraction

(Middelberg, 1995).

L’utilisation du diméthyl-sulfoxyde (DMSO), est la méthode chimique la plus utilisée
dans la littérature (Sdmak et al., 1990 ; Vazques et al., 1997 ; Park et al., 2007) pour la
désintégration des cellules. Cette méthode est efficace, toutefois elle présente des
inconvénients comme le coit et la nocivité du solvant. En plus, pour augmenter ’efficacité de
la désintégration des cellules, le DMSO doit étre préchauffé¢ (> 55 °C) ; cependant, la
combinaison d’un solvant organique fort a la chaleur peut induire la dégradation des

caroténoides (Razavi, 2004).

La presse de French est une méthode physique trés efficace pour 1’extraction des
caroténoides. Le systéme de désintégration consiste en un passage des cellules a I’aide d’un
piston par une valve étroite par haute pression ; aprés ce passage la solution revient a la

pression atmosphérique qui induit la désintégration des cellules (Vanderheiden et al., 1970).
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Deux passages a 2. 10° Pa suffisent pour la désintégration de plus de 95 % des cellules. Ce
systéme posséde de nombreux avantages, en opérant a basse température et peut étre utilisé
pour tout type de cellules. Néanmoins, son cofit d’utilisation est assez onéreux et le volume de

traitement est limité.

1.3.1.2. Stabilité

Les caroténoides sont des molécules trés réactives, dues a leur structure composée par
plusieurs doubles liaisons. L’instabilité qui en découle est préjudiciable a leur tenue dans le
temps notamment au niveau de 1’évolution de leur caractére antioxydant mais aussi de leur
couleur. Par ailleurs, une dégradation trop rapide de ces molécules induira une erreur non
négligeable sur une quantification analytique ; c’est pourquoi il est essentiel de bien connaitre
I’effet de la dénaturation sur Dintégrité et, par conséquent, sur les performances des
caroténoides. Il peut donc étre nécessaire de protéger ces caroténoides par la présence de

molécules agréées d’un point de vue alimentaire.

C’est ainsi que des antioxydants de qualité¢ alimentaire, tels le butylhydroxytoluéne
(BHT) et le tert-butylhydroquinone (TBHQ), peuvent remplir ce role de protection des
caroténoides, parce que chimiquement trés stables, de faible colit et treés disponibles (Yang et
al.,2002). Ce sont des composés phénoliques de synthese et capables d’éviter ou de piéger les
radicaux libres (Marc et al., 2004). Leurs structures sont présentées dans la figure 1.17. Par
exemple, pour la protection des caroténoides au cours des analyses en CLHP, I’ajout du BHT
dans la phase mobile, est souvent préconisé (Olivier et Palou, 2000 ; Nonier et al., 2004). Des
concentrations comprises entre 0,04 % et 0,1 % massique, sont les plus souvent rapportées
dans la littérature (Kaiser et al., 2007). Concernant le lycopéne, Hart et Scott (1995) ont
démontré que la dégradation de ce caroténoide est presque imperceptible, quand 0,1 % de
BHT est ajouté dans la solution lycopene + solvant, pendant 20 jours a -18 °C. Cependant,
sans ajout d’antioxydant la concentration de lycopéne est divisée par deux apres un stockage

de 45 jours a -18 °C.

0H OH
OH
BHT TEHQ

Figure 1.17. Structure de deux des principaux antioxydants de synthése, BHT et TBHQ, de qualité

alimentaire utilisés dans diverses applications.
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1.3.2. Techniques d’analyse et de purification des caroténoides

La chromatographie est la technique plus couramment utilisée pour la séparation et la
purification de molécules présentes dans un mélange complexe. La sélectivité, le rendement,
la composition de la phase stationnaire, la phase mobile et le temps d’analyse sont des
parameétres chromatographiques trés importants. Ces parameétres sont directement liés au coft

de I’analyse et a la productivité du procédé de séparation (Snyder ef al., 1993).

Les méthodes les plus utilisées pour la séparation et ’analyse des caroténoides sont la
chromatographie sur couche mince (CCM) et la chromatographie liquide haute performance
(CLHP). La barrette de diodes est le détecteur couramment utilis€ pour la détection des
caroténoides, par CLHP. Ce détecteur posséde des hautes sensibilité et précision ; de plus,
leur gamme de détection est comprise entre 190 & 800 nm (Oliver et Palou, 2000).
L’identification et la purification des caroténoides par CLHP est une méthode tres favorable
parce qu’elle protege le pigment de possibles dégradations. La possibilité de faire les analyses
a température ambiante évite la dégradation thermique, la dégazéification de la phase mobile
protége le caroténoide de ’oxydation et le systeme confiné protége les caroténoides de la

lumiére directe (Rouseff, 1988 ; Van Breemen, 1997).

Pour [D’identification et 1’¢lucidation de la structure, les techniques de
spectrophotométrie visible, résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de
masse (SM), sont les plus utilisées (Hodisan et al., 1997). Les deux détecteurs les plus utilisés
pour I’analyse des caroténoides en SM sont 1’ionisateur par électro-spray (ESI) et I’ionisateur
chimique a pression atmosphérique (APCI). Van Breemen (1997) a montré que le couplage
CL-SM, avec une source APCI, est la technique la plus appropriée pour 1’analyse des

caroténoides, a cause de leur faible aptitude a I’ionisation.

Plusieurs types de solvants et de colonnes sont décrits dans la littérature, pour la
séparation des mélanges des caroténoides par CLHP. Les colonnes de type C18 sont
généralement utilisées. Weber et al. (2007) ont mis au point une méthode d’analyse et de
séparation des caroténoides treés efficace. Pour 1’analyse, ils ont utilis¢ une colonne
Lichrospher C18 et un gradient compris entre 70 — 100 % d’acétone/d’eau. Les résultats
obtenus ont montré que cette technique analytique est tres efficace pour la séparation et

I’identification d’un mélange des caroténoides.
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I.4. Optimisation et modélisation
1.4.1. Modélisation

1.4.1.1. Introduction

Un mode¢le représente une relation mathématique qui permet de lier des phénomenes
réels a leurs estimations théoriques. Alors, un modéle est construit a partir d’un objectif
précis, pour la description mathématique d’un processus réel (Walter et Pronzato, 1994).
Cette expression mathématique est congue pour la détermination de grandeurs non mesurées,
pour I’explication des phénoménes complexes, pour la conduite et I’optimisation d’un
procédé afin d’améliorer ses performances. Quelle que soit la finalit¢ du mode¢le, il est
impératif que le role qu’on attend du modele soit parfaitement défini au début de 1’étude, vu

qu’il influencera la démarche de modélisation.
1.4.2. Généralités

1.4.2.1. Notion du systeme

Le systeéme représente un ensemble d’¢léments qui composent 1’é¢tude a développer. Sa
dimension dépendra des objectifs et des besoins de I’expérimentateur ; le systéme pourra étre
une cellule microbienne, un fermenteur complet ou 1’ensemble d’un procédé (Muniglia,
2001). Dans tous les cas, il devra étre bien caractérisé et pourra toujours étre représenté par le

schéma de la figure 1.18.

Entrées u Sorties y

Facteurs maitrisables Réponses mesurables

ou ou

Facteurs non maitrisables Réponses non mesurables

Figure 1.18. Schéma simplifi¢ d’un systéme (Muniglia, 2001), avec u : vecteur des variables d’entrées,

y : vecteur des sorties mesurées, X : vecteur des variables d’état.

Le systéme est analysé par I’ensemble des réponses (y), qui permettent I’analyse de
I’effet des entrées (u), qui lui sont appliquées. Comme observé dans la figure 1.18, les entrées
comme les sorties, peuvent €tre trés bien maitrisées, mais aussi peuvent étre indépendantes de

la volonté de I’expérimentateur.

27



Chapitre I — Etude bibliographique

1.4.2.2. Notion du modéle

Le modéle représente une relation mathématique qui permet de lier des phénomenes
réels a leurs estimations théoriques. Dans la démarche d’optimisation, les objectifs attendus
doivent étre parfaitement définis au début de 1’étude, car de la structure du modele dépendront

ses propriétés.

Le mode¢le est une reégle qui permet de calculer, a partir de I’entrée u (maitrisable) d’un
systéme, une grandeur § qui ressemble le plus possible a la valeur réelle inconnue y de la

sortie (Walter et Pronzato, 1994).
Les mod¢les sont classés en trois grandes catégories (Viennet, 1997) :

e les modeles phénoménologiques (boite blanche), connus aussi comme modeles de
connaissance, basés sur des bilans d’énergie et de matiere et sur des relations cinétiques ou

physiques,

e les modéles comportementaux (boite noire), se limitent a reproduire un

comportement sans nécessiter de connaissance a priori,
e les modeles de tendance (boite grise), qui peuvent inclure une connaissance partielle.

Plusieurs types d’approches correspondent a ces trois catégories. Pour la construction

d’un modele, plusieurs étapes sont nécessaires (Walter et Pronzato, 1994) :
e la collecte des données expérimentales,
e le choix d’une structure et d’un critére de qualité pour le modéle,

¢ ’optimisation de ce dernier.

1.4.3. La planification expérimentale

La planification expérimentale est une approche méthodologique qui permet, non
seulement, de réduire le colt de I’expérimentation, mais aussi de sélectionner des conditions
expérimentales, pour 1’obtention maximale d’informations du systéme a étudier (Sergent et

al., 1997).

Pour la réalisation du plan, deux outils complémentaires sont utilisés. Tout d’abord,
I’outil algébrique, qui permet de prendre en compte tous les facteurs et leurs effets en méme
temps. Le deuxiéme outil est la statistique ; il permet de gérer la reproductibilité des résultats

(Schimmerling et al., 1998). Ceci permet d’éviter les « mauvaises » surprises pendant la
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réalisation d’un projet. Ainsi, la planification définit, dés le départ, la durée totale de la

campagne d’essais et ses colts.

La planification d’expériences permet une amélioration du rendement des procédés,
la réduction de la variabilité et une conformité proches des celles envisagées, la réduction du

temps de développement et pour finir, la réduction des cotlits (Montgomery, 1997).

1.4.3.1. La démarche expérimentale

Pour une démarche expérimentale dans des conditions satisfaisantes, plusieurs étapes
doivent étre respectées et sont incontournables. La démarche a suivre a été décrite par
plusieurs auteurs (Montgomery, 1997 ; Lewis et al., 1999), et est composée de plusieurs
¢tapes. La premicere consiste a formuler clairement le probleme. Postérieurement, il est trés
important d’intégrer les informations connues sur le systetme pour déterminer le domaine
d’expérimentation d’intérét ou I’information manquante devra étre recherchée. Dans cette
étape, la connaissance préalable est trés importante, car le succes d’une étude basée seulement
sur des hypothéses est presque nul (Schmuhl et al., 1996). Puis, vient I’étape de définition du
plan d’expériences. Apres avoir défini les essais a réaliser, en prenant en compte la définition
initiale du probléme, 1’étape de réalisation des expériences est alors initialisée (Ferreira,
1995). Enfin, la derniére étape permet 1’étude des réponses, soit directement, soit via un

modé¢le mathématique.

1.4.3.2. Les plans d’expériences optimaux

Les plans sont utilisés efficacement pour la résolution des problémes complexes.
Cependant, les plans classiques ne sont pas adaptés a la résolution de certains problémes (Le

Garrec, 1998), pour les raisons suivantes :
e les points expérimentaux sont fixés a 1’avance (tabulés),
e ils possedent un nombre d’essais important,
e les conditions expérimentales doivent s’adapter a la structure et pas ’inverse, et,
e les contraintes physiques sont difficiles a intégrer.

Ainsi, I’utilisation des plans optimaux constitue généralement une mise en ceuvre
alternative. Les conditions expérimentales seront définies afin de maximiser la précision des
résultats qui seront obtenus (Stanikov et al., 2005). Ils se révelent trés utiles lorsque le nombre

d’essais doit €tre limité et dans le cas de I’adaptation d’un plan d’expériences, quand c’est
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nécessaire (Whitney et Thibault, 2006). Dans ce dernier cas, il s’agit de construire un plan a

partir d’essais déja réalisés, afin de pouvoir exploiter les résultats.

A la différence des plans dits classiques, les plans optimaux ne sont pas tabulés et
doivent €tre établis au cas par cas, limitant ainsi leur utilisation. La construction du plan
nécessite le choix d’un critére pour la définition des conditions expérimentales a mettre en
ceuvre et lutilisation d’un calculateur pour I’optimisation du critére. A ce stade, il est
important de prendre en compte toutes les contraintes qui pourront empécher la réalisation de

certaines expériences sans sens physique (Walter et Pronzato, 1994).

1.4.3.3. Propriétés du modéle

Le choix d’une structure de modéle qui représentera les phénomenes étudiés, est
nécessaire pour la définition d’un plan d’expérience optimal. Généralement, une seule
structure de mod¢le est définie et les expériences ont pour objectif 1’estimation précise des
parameétres (Muniglia, 2001). Si le modéle est considéré comme une structure linéaire, la

réponse peut étre écrite de la fagcon suivante :

yi=F' (x).0 +¢

ou : y; est la réponse mesurée de 1’expérience i ; F est un vecteur de p fonctions qui
modélisent la relation entre la réponse et les x; ; x; est le vecteur des niveaux des facteurs pour
I’expérience i; ® est un vecteur des p paramétres inconnus du modele et g est I’erreur

expérimentale de 1’expérience i.

Le modele permet de construire la matrice d’expériences X. Selon le critére choisi,
différentes propriétés du plan peuvent étre optimisées a partir de la matrice d’expériences. La

minimisation de la variance de prévision, var (¥;), peut étre utilisée. Son expression s’écrit :

Var (i) = o> F" (x)).(X"X)".F(x)

\ N . . , . 2 . y eqe, p
ou : §; est ’estimation de la réponse vraie y; ; ¢~ est la variance de répétabilité ; F est
le vecteur de p fonctions qui modélisent la relation entre la réponse et les x;; x; est le vecteur

ligne de I’expérience i et X est la matrice de I’expériences.
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La minimisation de la variance dépend uniquement du plan d’expériences présenté
dans la matrice (X'X)"' sous la forme de la matrice d’expérience X. Cette matrice X' X, qui
permet ’estimation de la qualité des paramétres du modéle (Bernaerts, 2000), est une matrice
carrée, symétrique définie positive. Alors, un plan d’expériences optimal est un plan qui
minimise cette matrice selon un critére déterminé. Plusieurs critéres, décrits dans la section
suivante, sont couramment utilisés dans ce but. Cette méthode est mathématiquement

commode et constitue une approche efficace (Emery et al., 1998).

1.4.3.4. Les critéres de qualité d’un plan optimal

Il existe plusieurs types de critéres de qualité utilisés pour la construction des plans, et
chaque critére permet d’optimiser une propriété spécifique du plan (Walter et Pronzato,
1994). Les critéres les plus couramment utilisés (tableau I.1) pour la construction de plans,

sont classés en deux groupes distincts :

e ceux qui optimisent la précision sur 1’estimation des parameétres du modele, et,

e ceux qui optimisent la précision sur les prédictions du modele.

Tableau I.1. Principaux critéres de qualité pour la construction de plans optimaux (Muniglia, 2001).

Critére

Représentation mathématique

Signiﬁcation

Précision sur les paramétres

D-Optimalité

Minimisation du déterminant de la matrice
de dispersion (X'X)!

Minimisation de la variance généralisée
sur I’estimation des parametres

A-Optimalité

Minimisation de la trace de la matrice
XX

des
des

Minimisation de la moyenne
variances sur I’estimation
parameétres

E-Optimalité

Minimisation de la plus grande valeur
propre de la matrice (X'X)!

Minimisation de la plus grande variance
d’estimation des paramétres

Conditionnement

Minimisation du rapport de la plus grande
valeur propre de la matrice (X'X)" sur la
plus petite

Minimisation de la corrélation des
paramétres du modéle

Précision sur les paramétres

G-Optimalité

Minimise la plus
prédiction sur 1’ensemble
possibles

grande variance de
des essais

Minimisation de la plus grande variance
d’erreur sur les prédictions dans le
domaine expérimental

I-Optimalité

Minimisation de la somme des variances de
prédiction sur I’ensemble du domaine
d’étude

Minimisation de 1’erreur moyenne sur
les prédictions dans le domaine
expérimental

L-Optimalité

Minimisation de la somme des variances de
prédiction sur un nombre fini d’essai

Minimisation de 1’erreur moyenne sur
les prédictions sur un nombre fini
d’essais sélectionnés

Rotatabilité

Un plan est rotatable si la variance de
prédiction est la méme pour tous points
équidistants du centre du domaine
expérimental

Permet de rendre les courbes
d’isovariance concentriques par rapport
au centre du domaine expérimental
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1.4.4. Optimisation multicritére

1.4.4.1. Introduction

Généralement, les procédés développés a I’échelle industrielle, sont des problémes
d’optimisation multicritere. Quel que soit le champ d’application, I’industrie cherche toujours
au minimum a maximiser sa productivit¢ (quantit¢ de produit/durée de production), a
respecter les normes de qualité et a minimiser le colt de production. Alors, une optimisation
multicritére est implicite dans le probléme, car ce type d’optimisation peut étre utilisé pour
I’optimisation de plusieurs critéres qui sont souvent antagonistes et qui tiennent compte de

plusieurs spécifications du systéme et des contraintes (Tan et al., 2003).

Plusieurs travaux ont été réalisés au cours de ces dix derni¢res années. L’optimisation
multicritére a été utilisée pour diverses applications, dans le cas de procédés mettant en jeu
une réaction chimique de polymérisation (Massebeuf, 2000 ; Silva et Biscaia 2003), dans les
procédés alimentaires pour le séchage (Kiranoudis et Markatos, 2000) ou des procédés
biotechnologiques pour la production d’éthanol (Wang et Sheu, 2000) ou la production
d’acide gluconique (Halsall-Whitney et al., 2003).

1.4.4.2. Définitions

L’optimisation classique monocritére conduit a 1’obtention d’une solution unique,
alors que, I’optimisation multiobjectif des divers critéres conduit généralement a des
optimums respectifs différents (jeux de facteurs différents) (Blasco et al., 2008). Alors, il
n’existe pas une seule solution respectant tous les objectifs. L utilisation de multiples critéres
dans un probléme implique 1’obtention d’un ensemble de solutions, connues comme les
solutions optimales au sens de Pareto (1986). Pour améliorer un élément de solution compris
dans le front de Pareto, il faut impérativement abaisser au moins un ¢lément des autres
objectifs. Pour la formulation correcte d’un probléme d’optimisation, il faut définir le nombre

de variables d’action, le nombre d’objectifs et le nombre de contraintes (Makhlouf, 2006).

1.4.4.3. Algorithmes évolutionnaires

Les algorithmes évolutionnaires sont connus comme de bons outils pour la résolution
des probléemes d’optimisation multicritere (Knowles et Corne, 2000). Les algorithmes
évolutionnaires permettent I’obtention d’un ensemble de solutions optimales (au sens de

Pareto) plus rapidement qu’avec les méthodes classiques (Fonseca et Fleming, 1995). Un
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autre avantage, est qu’ils sont moins sensibles a la forme du front de Pareto. Les algorithmes

évolutionnaires sont divisés en deux groupes, définis dans les deux sous-paragraphes suivants.

1.4.4.3.1. Les approches non basées sur 1I’optimalité de Pareto

Le VEGA (Vector Evaluated Genetic Algorithm) a été le premier algorithme
génétique propos€¢ pour les plans optimaux multicriteres. Dans ce type d’approche,
I’optimalité de Pareto n’est pas incluse. Malgré la simplicité de mise en ceuvre et les bons
résultats fournis par cette méthode, seulement des solutions extrémes sont obtenues au niveau

du domaine de Pareto (Richardson et al., 1989).

1.4.4.3.2. Les approches basées sur I’optimalité de Pareto

Ces méthodes utilisent explicitement le concept d’optimisation de Pareto. A partir des
suggestions de Goldberg (1989) : la dominance de Pareto et le niching, de nombreux types
d’algorithmes évolutionnaires ont ¢ét¢ développés pour leur adaptation aux problémes
d’optimisation multicritére. La dominance au sens de Pareto est utilisée afin d’exploiter
I’espace de recherche en direction du front de Pareto alors que le niching explore 1’espace de

recherche le long du front, pour préserver la diversité.

L.5. La réaction d’acylation

La réaction d’acylation de molécules fonctionnelles telles que les peptides, les
flavonoides et les caroténoides, permet une modification structurale intéressante de ces
molécules qui peut leur apporter une meilleure stabilité, une solubilité améliorée dans des
milieux hydrophobes, voire leur conférer des propriétés nouvelles. Cette réaction consiste a
¢tablir une liaison covalente entre un groupe acyle et une fonction nucléophile telle qu’une
amine ou un alcool. Il existe deux voies d’acylation possibles, soit par catalyse chimique, soit

par catalyse enzymatique.

I.5.1. La catalyse chimique
Dans le cas d’une acylation par voie chimique, des catalyseurs acides ou basiques sont
utilisés et les substrats sont nécessairement activés. La « fabrication » des carburants « verts »

comme le diester” est un exemple de réaction d’estérification a I’échelle industrielle (Ma et

Hanna, 1999).

La synthése chimique d’esters nécessite souvent des conditions réactionnelles

contraignantes (pH, température) conduisant a des dégradations importantes des substrats. De
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plus, des dérivés toxiques et polluants sont souvent produits dans le milieu réactionnel,
impliquant par la suite la nécessité de leur élimination (Enaud, 2004). Par exemple, la
condensation entre un acide gras et une molécule possédant une fonction amine, pour
permettre la synthése d’une liaison amide, est généralement issue de la réaction de Schotten-
Baumann. L’acylation de I’amine, réalisée en présence d’un chlorure d’acide gras ou d’un

anhydride a pH basique (pH 10), se fait suivant la réaction suivante :

H
R.__Cl = N
N+ R—NH, + NaOH —= SR+ NaCl o+ HO
o 0

L’avantage de cette réaction se situe au niveau du rendement de la réaction qui est
proche de 70 a 80 % ; mais la complexit¢ de ces réactions passant par des étapes de
protection / déprotection, souvent nécessaires du fait de la faible spécificité des réactifs,
entraine inévitablement des baisses de rendement. Les autres inconvénients de cette méthode
de synthése sont directement liés a la mise en ceuvre de la réaction : température élevée,
conditions de pH extrémes, utilisation de solvants toxiques (DMF, DMSO, toluéne...),
formation de co-produit (sel). Le manque de sélectivité de ces réactions chimiques a favorisé

le développement de la catalyse enzymatique.

1.5.2. La catalyse enzymatique

Les récentes campagnes en faveur des produits naturels ont favorisé la recherche de
technologies de production plus propres pour I’environnement, et ont diminué 1’attrait pour
certains produits synthétiques (Gotor-Fernadez et Gotor, 2006). Ainsi, parmi les technologies
nouvelles, 1'utilisation d’enzymes en milieu organique s’est particulicrement développée
puisque ces derniéres sont reconnues comme des catalyseurs, non-polluants et biodégradables,

pour la syntheése de composés tres divers (Vic, 1991).

L’utilisation de la biocatalyse est en forte expansion. Elle est trés utilisée par
I’industrie pharmaceutique, de chimie fine et alimentaire pour la production de molécules
complexes (Jorgejan et al., 1995). De plus, ces molécules d’intérét sont peu solubles en phase
aqueuse. Il est généralement accepté qu’une enzyme placée en milieu organique présente de

nouvelles propriétés : augmentation de la thermostabilité, modification de la spécificité, effet
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mémoire de la molécule, et, surtout, capacité a catalyser des réactions qui seraient impossibles

d’un point de vue cinétique et thermodynamique en milieu aqueux (Yang et Russell, 1996).

La synthése enzymatique entre un acide/ester et un groupe nucléophile est la suivante :

Biocatalyseur

O
= o]
R_C\ + R"— ZzH - > R_C/ + R — OH
© R nucléophile z R"
Donneur d’acyle

Liaison synthétisée

Outre les avantages liés a 1’enzyme, la synthése en milieu organique permet
d’améliorer les procédés réactionnels, pour la mise en ceuvre et pour la récupération de
I’enzyme et du produit. Le tableau 1.2 rassemble les nombreux avantages liés a la synthése en

milieu organique.

Tableau 1.2. Avantages a utiliser les enzymes en milieu organique (Sheldon, 1996).

Augmentation de la solubilité des substrats apolaires (exemple : acides gras)
Augmentation de la thermostabilité

Modification de la spécificité pour le(s) substrat(s)

Récupération facilitée du produit par simple évaporation du solvant
Récupération facilitée de I’enzyme par simple filtration ou centrifugation

Suppression des étapes réactionnelles dépendant de 1’eau

A S o A

Déplacement de 1’équilibre thermodynamique en faveur de la synthése - et au dépend de

I’hydrolyse- pour les réactions d’estérification

8. Possibilit¢ de mettre en ceuvre des réactions avec d’autres nucléophiles (réaction de
transestérification), ce qui ne pourrait étre possible en milieu aqueux

9. Intégration aisée d’enzymes dans des étapes de chimie conventionnelles

10. Elimination de la contamination microbienne

1.5.3. Les enzymes

La synthese de liaison ester et amide peut €tre obtenue soit par ’utilisation d’une
lipase, soit par I’utilisation d’une protéase avec une activité estérasique (Jamrozik, 2001).
Classiquement, les lipases sont différenciées des estérases par le phénomene d’activation

interfaciale. Le pouvoir catalytique des lipases est augmenté par leur adsorption a une
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interface huile/eau. Dans un milieu a faible teneur en eau, les estérases et les lipases peuvent
catalyser la synthése d’esters notamment par hydrolyse inverse (Facioli et Barrra-Arellano,
2001). D’autres enzymes telles les acyl-transférases ou les acylases peuvent catalyser des
réactions d’acylation en milieu biphasique aqueux mais les lipases sont les catalyseurs les

plus étudiés pour 1’acylation de molécules.

I.5.4. Les lipases

Les lipases sont des catalyseurs enzymatiques trés utilisés dans 1’industrie
(pharmaceutique, alimentaire, etc...) en raison de leur haute énantiosélectivité, de leur
stabilit¢ et de leur efficacité catalytique. Elles sont largement répandues dans la nature,
présentes dans de nombreux cellules végétales, animales, fongiques et bactériennes (Enaud,
2004). Les lipases d’origine animale (lipase pancréatique de I’homme) ont été les premicres
lipases étudiées. Cependant, au cours de ces 25 derni¢res années, ’intérét des lipases
microbiennes n’a pas cess¢ de croitre (Fickers et al., 2008). Elles présentent, en effet,
plusieurs avantages avec une fabrication relativement simple comparée aux lipases d’origine
animale et démontrent une grande stabilité a I’encontre de 1’action de la température, des
détergents et des enzymes protéolytiques. Ces caractéristiques ont permis le développement

de nombreuses applications industrielles.

1.5.4.1. La structure des lipases

Dans les années 80, les premicres lipases et estérases ont ¢té purifiées et caractérisées
au point de vue biochimique. Les lipases ont une taille moléculaire comprise entre 20-60 kDa.
Les premicres structures cristallographiques étudiées sont celles de la lipase pancréatique
humaine (Winkler et al., 1990) et du champignon Rhizomucor mihei (Derewenda et al.,
1992). Depuis, plus de 60 structures tridimensionnelles ont été étudiées. Les lipases ont, en
général, un pH optimum d’activité qui varie entre 4 et 9 et la température optimale est souvent

comprise entre 30 et 40 °C (Alloue et al., 2008).

Les lipases ont une structure de base commune composée de 8 feuillets 3 hydrophobes
reliés entre eux par 6 hélices o amphiphiles (fig. I.19) formant un repliement dit o/ (Ollis et
al., 1992). Elles possédent un site actif constitu¢ d’une triade d’acides aminés Ser — (Asp ou

Glu) — His, appelé aussi triade catalytique.
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histidine ﬂquOOH
Sérine

Asp ou Glu

==
oo

NH;

Figure 1.19. Schéma du repliement o/3. Les fléches représentent les feuillets 3 et les rectangles les

hélices a (Uppenberg et al., 1994).

D’une maniére générale, les géométries des sites de fixation des groupes acyle
différent entre les lipases et les estérases. Ces sites sont volumineux et de nature hydrophobe
pour les lipases, mais plus petits pour les estérases. Le site actif des lipases n’est généralement
pas accessible au solvant et au substrat. Il est recouvert par un volet amphiphile. On parle de
conformation fermée ou de forme inactive de 1’enzyme (Egloff ef al., 1995). 1l servirait a
réguler ’exposition du site actif aux substrats en inhibant ainsi 1’activité protéolytique de la
triade. Des réarrangements conformationnels majeurs sont nécessaires pour que le substrat

puisse se lier au site actif des lipases (Verger, 1997).

Dans la forme ouverte, les résidus catalytiques deviennent accessibles au solvant et au
substrat. La face hydrophobe de ce volet, orientée vers I’intérieur du site actif, s’expose au
solvant, créant une surface hydrophobe supposée interagir avec I’interface lipide / eau. On
parle de forme active. Le volet varierait selon I’origine de la lipase. Il pourrait étre sélectif,
voire absent (phospholipase A2 pancréatique). Il est présent chez la lipase B de Candida
antarctica (Egloff et al., 1995).

1.5.4.2. Mécanisme d’action de la lipase B de Candida antarctica

Le mécanisme enzymatique a deux substrats, appelé bi ping-pong, est souvent
appliqué pour décrire I’activité catalytique des lipases (Malcata et al., 1992), et, en particulier,
de la lipase B de Candida antarctica (Uppenberg et al., 1995 ; Lopez-Serrano et al., 2001).

Le mécanisme catalytique est présenté dans la figure 1.20.
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Figure 1.20. Mécanisme d’acylation catalysée par la triade catalytique de la lipase B de Candida
antarctica selon le modéle bi-ping-pong d’aprés Malcata et al., 1992 et Lopez-Serrano et al., 2001. A)
Conformation initiale de I’enzyme et approche du substrat. B) Formation et stabilisation du premier
intermédiaire tétraédrique. C) Libération de I’alcool et formation de I’acyl-enzyme. D) Attaque
nucléophile. E) Formation et stabilisation du deuxiéme intermédiaire tétraédrique. F) Libération du

produit acylé et retour a la conformation initiale de I’enzyme.

Dans un premier temps, le groupe hydroxyle de la sérine catalytique attaque le carbone
de la fonction carbonyle du substrat. Se forme ainsi un premier intermédiaire tétraédrique

dont I’oxy-anion est stabilisé par des liaisons hydrogeéne créées avec les groupes amines et
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hydroxyle des résidus Thr 40 et Gln 106. Au cours de cette catalyse, la liaison ester
carboxylique est rompue et le groupe alcool partant (R’-OH) emporte un proton de 1’ion
imidazolium du résidu histidine. La chaine acyle de la liaison ester du substrat reste liée de
manicre covalente a I’enzyme sous forme d’un intermédiaire acyl-enzyme. Cet intermédiaire
acyl-enzyme est attaqué, a son tour, par une molécule nucléophile (eau, alcool, amine, par
exemple) pour donner un deuxiéme intermédiaire tétraédrique. Ce dernier se dissocie en
libérant le groupe acyle partant (R-CO-) désormais li¢ au nucléophile (R-CO-X-R”’),

restituant ainsi la lipase dans son état initial.

1.5.4.3. Applications industrielles

Les lipases microbiennes sont la classe d’enzymes les plus importantes et les plus
intéressantes pour I’utilisation industrielle. Elles sont trés utilisées dans les domaines des
détergents (pour I’amélioration de I’efficacité du détergent), de 1’oléochimie (permet un
meilleur contréle des produits) et de la chimie fine (pour la synthése d’énantiomeéres purs).
Leur utilisation est due a leurs propriétés catalytiques atypiques et au fait qu’elles peuvent étre
facilement obtenues. On peut les utiliser en tant qu’hydrolase ou comme catalyseur en
synthése organique (Fickers et al., 2008). Leurs domaines d’application sont trés variés. Le

tableau I.3, présente quelques applications industrielles des lipases.

Tableau 1.3. Applications industrielles des lipases (Enaud, 2004).

Industries Activités Produits ou applications
produits ménagers hydrolyse des graisses détergents
produits laitiers hydrolyse de la maticre grasse développement des agents de flaveur

(lait, fromage et beurre)

boulangerie amélioration de la flaveur prolongation de la durée de
consommation

huiles et graisses transestérification, hydrolyse beurre de cacao, margarine, glycérol,
savons

pharmaceutique transestérification, hydrolyse synthése de médicaments

cosmétique synthése synthése d’ardmes, émulsifiants

1.5.4.4. Les types de réactions catalysées par les lipases

Les lipases peuvent catalyser différents types de réactions, comme |’hydrolyse,
I’estérification, la transestérification et D’interestérification. Ces types de réaction sont

représentés dans la figure [.21.
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Hydrolyse : R;-COOR, + H,O = R;-COOH + R,-OH
Estérification : R;-OH + R,-COOH - R,-COOR; + H,0O
Transestérification :

- acidolyse R;-COOH + R;-COOR; - R,-COOH + R;-COOR3

- alcoolyse : R;-OH + R,-COOR; = R3-OH + R,-COOR;
Interestérification :  R;-COOR, + R3-COORs - R3-COOR; + R;-COO-R4

Figure 1.21. Ensemble des différentes réactions catalysées par des lipases.

1.5.4.5. Paramétres influencant la réaction de synthése

La réaction de synthése est régie par différents parametres, tels le milieu réactionnel,

la nature de I’enzyme, ’activité de I’eau et les substrats.

1.5.4.5.1. Le milieu réactionnel

Les enzymes sont naturellement présentes dans des systémes biologiques, donc
aqueux. L’utilisation d’enzymes en milieu non aqueux (milieu « non conventionnel »), a été
mise en évidence pendant la mise au point des procédés enzymatiques industriels (Alloue et

al., 2008).

Pour I’utilisation des hydrolases en milieu « non conventionnel », une teneur faible en
eau est trées importante. En effet, en milieu aqueux les hydrolases catalysent
préférentiellement des réactions d’hydrolyse, alors qu’une teneur en eau faible permet
d’orienter 1’équilibre thermodynamique en faveur de la synthése. Cependant, I’eau ne peut pas
étre totalement ¢éliminée du milieu, car pour une bonne activité de la lipase, une faible quantité

d’eau est nécessaire (Yoo et al., 2007).

Le choix du solvant organique est crucial, lors de la mise au point d’un procédé
biocatalytique. Le solvant doit étre non toxique et facilement séparable des autres constituants
du milieu. Il doit surtout étre compatible avec 1’activité enzymatique, le solvant peut affecter
I’activité enzymatique en induisant des changements sur le mouvement dynamique et la
conformation de la protéine (Enaud, 2004). Enfin, le solvant doit étre capable de solubiliser
correctement le substrat ; plus la concentration du substrat est importante plus la réaction sera
rapide (Yoo et al., 2007). Au cours de ces dernieres années, d’autres solvants comme les

liquides ioniques ont émergé dans le domaine de la biocatalyse en tant qu’alternative aux
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solvants organiques. Les liquides ioniques permettent d’augmenter considérablement
I’activité et la stabilité enzymatique, en particulier, dans le cas de I’acylation (Gordon, 2001;
Lozano et al., 2001; Sheldon et al., 2002 ; Kaar ef al., 2003 ; Van Rantwijk et al., 2003; Jain
et al., 2005). De plus, ils induisent le plus souvent une amélioration significative de 1’énantio-
sélectivité et de la régio-sélectivité des biocatalyseurs. Le CO; supercritique est également une
alternative a I’utilisation de solvants organiques et présente différents avantages tels que la
capacité a solubiliser des composés apolaires de faible masses molaires et a maintenir les
enzymes, essentiellement les lipases, sous une conformation structurale leur garantissant une

activité synthétique (Hobbs et al., 2007).

1.5.4.5.2. Enzyme

La forme libre ou immobilisée sous laquelle I’enzyme va étre ajoutée au milieu
réactionnel joue un role trés important sur son activité, sa stabilité et, parfois, sur sa spécificité
(Alloue et al, 2008). Une augmentation de la stabilit¢, des modifications d’activité
enzymatique, de pH optimum et d’affinit¢é pour le substrat, ont été observées pour les
biocatalyseurs immobilisés (Ivanov et Schneider, 1997). Ces changements dépendent de la
source de D’enzyme, du type de support et de la méthode d’immobilisation. Les
immobilisations par inclusion, par adsorption et par liaison covalente, sont les principaux

types d’immobilisation (Alloue et al., 2008).

1.5.4.5.3. La nature des substrats

Une facon d’améliorer le rendement de conversion est d’utiliser des donneurs d’acyles
activés ; leur utilisation rend la réaction irréversible. De plus, ils réagissent plus vite que leurs
homologues éthyles ou méthyles. Cependant, une inhibition enzymatique causée par les
groupes libérés au cours de la réaction a été observée (Wong et Whitesides, 1994).
L’utilisation en exces d’un des substrats ou 1’élimination d’un des produits formés permet le
déplacement de I’équilibre thermodynamique de la réaction, conduisant ainsi a 1’amélioration

du rendement de conversion des substrats (Humeau et al., 1998).

1.5.4.5.4. Effet de ’eau

La quantité d’eau présente dans le milieu peut fortement modifier les performances de
la catalyse. Elle exerce une influence considérable sur les positions d’équilibre des réactions
d’amidification et d’estérification, dans la mesure ou, en tant que produit réactionnel, elle est

thermodynamiquement défavorable (Humeau et al., 1998). Le choix d’un milieu non-aqueux
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pour ce type de transformation est motivé par la possibilité de déplacer la position d’équilibre

des réactions d’hydrolyse, de maniére a exploiter 1’activité synthétique des hydrolases.

Une hydratation convenable doit étre maintenue pour garder 1’enzyme active et stable,
méme quand un solvant organique hydrophobe est utilisé. En effet, 1’eau contribue a la
polarité du site actif ainsi qu’a la flexibilité de la protéine. Les molécules d’eau sont engagées
dans de multiples liaisons hydrogene et apportent la mobilité conformationnelle indispensable
a son activité. De trop faibles quantités d’eau peuvent conduire a une rigidification de la

structure protéinique, entrainant 1’inactivation de I’enzyme (Klibanov, 2001).

Cependant, I’immobilisation permet de fixer I’eau entourant I’enzyme et stabilise les
biocatalyseurs grace aux interactions avec le matériel support, mais aussi en piégeant les

molécules d’eau autour de I’enzyme immobilisée.

D’un autre coté, des quantités excessives d’eau ne sont pas non plus favorables a
I’activité catalytique. Vazquez Lima et al., (1995) ont mis en évidence la formation d’une
couche d’eau autour des particules de Lipozyme®. La premiére conséquence de cette
accumulation d’eau est une limitation diffusionnelle des substrats hydrophobes jusqu’aux
molécules d’enzymes. La seconde est 1’agrégation des particules d’enzymes, provoquant une
diminution de la surface de contact entre le catalyseur et le milieu réactionnel et donc une

limitation des transferts de masse (Valivety et al., 1992 ; Humeau et al., 1998).

I.5.5. Acylation des caroténoides

Les différentes propriétés des caroténoides et principalement leur pouvoir antioxydant
ont suscité I’intérét des industries cosmétique, alimentaire et pharmaceutique pour ces
molécules. Cependant, leur utilisation reste treés limitée, car elles sont trés sensibles au
changement de température, a I’oxygene et au pH. Plusieurs méthodes ont été utilisées pour
¢éviter la dégradation des caroténoides. Comme la stabilisation des caroténoides n’est jamais
compléte, il est nécessaire d’étre vigilent lors de I’emploi de ces molécules pour éviter leur
dégradation et assurer une conservation de leurs caractéristiques. Ainsi, il est trés important

que la conservation des caroténoides se fasse a faible température et a 1’abri de la lumiére.

L’absence d’oxygene pendant la phase de manipulation des caroténoides est fortement
recommandée, pour éviter la dégradation par oxydation de ces molécules. Quand les
caroténoides sont utilisés pour la formulation de produits alimentaires ou pharmaceutiques,
I’ajout d’antioxydants (comme 1’acide ascorbique et le butyl-hydroxytoluene) est souvent

nécessaire (Fontana et al., 1997).
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L’encapsulation, est une autre méthode pour protéger les caroténoides contre la
dégradation (Humeau et al., 2000). La surface externe de la capsule est recouverte par des
groupes hydroxyles, permettant ainsi a celle-ci d’étre soluble dans 1’eau. La partie intérieure
de la capsule, qui contient le caroténoide est apolaire. De ce fait, une fois a 'intérieur, la
molécule reste protégée de la chaleur, de 1’oxygeéne, de la lumicre et, également, de

P’interaction avec d’autres molécules.

Plus récemment, ’acylation de caroténoides a ét¢ mise en évidence par différents
auteurs. Cette modification a montré son intérét notamment pour 1’amélioration de I’effet
antioxydant (Karagiannidou et al., 2003) et pour ’augmentation de leur stabilité¢ face a la

lumiére (Arita et al., 2004).

Dans les plantes riches en acides gras, on retrouve naturellement des esters de
caroténoides de la réaction d’estérification avec des acides gras. Pientea et al. (2005), ont mis
en évidence une méthode d’analyse de ces molécules retrouvées dans ’espece Physalis
alkekengi (amour en cage) et Hippophae rhamnoides (argousier). Il a ét¢ démontré, que les
acides gras saturés sont préférentiellement utilisés pour 1’estérification des caroténoides,

présentes dans ces plantes.

L’étude des esters de lutéine issus des pétales de 1’espéce Tagetes, a été réalisée par
Tyczkowski et Hamilton (1987). Ces esters sont utilisés dans la supplémentation de
I’alimentation des poules, pour augmenter la pigmentation du jaune d’ceuf. Bone et al. (2003),
ont démontré que les esters de la lutéine et de la zéaxanthine ont des effets bénéfiques chez
I’homme, notamment en réduisant le risque de dégénération musculaire liée a 1’age. Cette
é¢tude a montré l'intérét de [’utilisation de ces esters présentant une activité biologique,

comme additifs dans les industries alimentaire et cosmétique.

I.5.5.1. Acylation chimique de caroténoides

L’acylation par voie chimique de caroténoides, est la méthode la plus répandue dans la
littérature. Nadolski et al., 2006 ont utilisé cette technique pour I’estérification de la lutéine
avec le sel de disuccinique (figure 1.22 (a)) et le diméthyl phosphoroiodidate (figure 1.22 (b)),

avec un catalyseur basique, pour I’amélioration de sa solubilité dans les milieux aqueux.
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Figure 1.22. Structure chimique des diesters formés (a) lutéine disodium disiccinique et (b) lutéine

disodium diphosphate (Nadolski ef al., 2006).

Ils ont montré une amélioration de la solubilité¢ et de I’activité antioxydante de la
lutéine disodium diphosphate par rapport a la lutéine disodium disiccinique. Cette
amélioration est probablement due a I’augmentation du potentiel d’ionisation du groupe

phosphate en milieu aqueux.

Karagiannidou et al. (2003), ont étudié¢ 1’acylation du B-Apo-8’-caroténol avec deux
antioxydants, le trolox et le hydroxytoluéne butylé (BHT) en milieu organique avec un
catalyseur basique. Par estérification directe, ils ont obtenu le Caro-Trolox (a) et le Caro-BHT

(b) (figure 1.23).

Figure 1.23. Structure chimique des monoesters formés (a) Caro-Trolox et (b) Caro-BHT
(Karagiannidou et al., 2003).

Ils ont observé, que I’ester formé avec le trolox permet une amélioration du caractere
antioxydant par rapport a la molécule initiale et augmente la stabilit¢ du caroténoide. Le
groupe hydroxyle de I’ester Caro-Trolox, posséde un effet protecteur de la nouvelle molécule.
Un essai a été réalisé pour confirmer cet effet et les résultats ont démontré que la molécule a
conservé sa coloration aprés 16 jours d’exposition a la lumiére. Cependant, les mémes

résultats n’ont pas été observés avec I’ester formé avec le BHT.
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Des observations analogues ont ét¢ démontrées par Arita ef al. (2003). L’ester formé
par estérification de la B-cryptoxanthine avec un acide gras (palmitique) a amélioré la stabilité

du caroténoide a I’exposition a la lumicre.

1.5.5.2. Acylation enzymatique par des caroténoides

Une seule étude, sur une réaction enzymatique mettant en jeu un caroténoide donneur
d’acyle en milieu organique (2-méthyl-2-butanol), a été rapportée par Humeau et al. (2000).
Ces travaux ont mis en évidence 1’obtention d’un ester dérivé de I’acylation de 1’acide

ascorbique par la bixine ou la norbixine.

Ils ont utilisé la lipase B de Candida antarctica, comme catalyseur de cette réaction de
synthése. Le taux de conversion de 1’ester de bixine a basse pression (2.10* Pa) de 50 % a 6té
doublé par rapport a celui obtenu a pression atmosphérique (25 %). Ils ont également observé
qu’avec la norbixine, le taux de conversion est beaucoup plus faible qu’avec la bixine (8 % au
lieu de 50 %). Comme observé, la transestérification de la bixine semble étre préférable par
rapport a I’estérification directe de la norbixine, la raison peut étre liée a la formation d’eau au
cours de I’estérification directe qui est défavorable a la réaction d’estérification. La formation
d’un diester n’a pas ét¢ observée par Humeau et al. (2000). La figure 1.24, montre la structure
chimique de I’ester formée par la transestérification de la bixine ou par ’estérification de la
norbixine. Cependant, aucune étude concernant les activités biologiques des dérivés de la

bixine, ni de la norbixine n’a été réalisée.

HOOG = v " = 7 Ry R R —
0
‘F

Co0

Figure 1.24. Structure chimique des monoesters formés par la transesterification de la bixine ou par

I’estérification de la norbixine (Humeau et al., 2000).

La concentration maximale de norbixine ou de bixine utilisée a été¢ de 2 g/L et de
10 g/L pour ’acide ascorbique mais un rapport molaire de 1/11 (acide ascorbique/norbixine
ou bixine) montrant un net exces d’agent acylant s’est montré optimal. D’autres auteurs ont

¢galement montré la nécessité de travailler en léger exces d’agent acylant dans le cadre d’une
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réaction d’acylation mettant en jeu un acide gras et de la lysine ou un peptide pour la

formation de liaison amide (Maugard et al., 1998 ; Soo et al., 2004 ; Husson et al., 2008).
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CHAPITRE Il - MATERIEL ET METHODES

I1.1. Matériel

II.1.1. Souche de levure

La souche Sporobolomyces ruberrimus utilisée pour cette étude, est une souche

sauvage isolée au L.S.G.C. en 2001 (Razavi et Marc, 2006). Elle est cultivée a 23 °C sur

milieu de conservation « YM » et conservée a -20 °C.

1I.1.2. Réactifs

I1.1.2.1. Réactifs pour milieu de culture et conservation de la souche

Extrait de levure

Peptones

Sulfate d’ammonium

D(+) Glucose monohydraté
Extrait de malt

Glycérol technique
Glycérol pur

Antimousse Biospumex 153
KH,PO,

Na,HPO,

MgS0,.7H,0

Agar

Acide palmitique

Acide oléique

Acide linoléique

Acide stéarique

11.1.2.2.
Méthanol
Acide sulfurique
Hydroxyde de potassium
TFA (CLHP)
Hexane

Chlorure de sodium

Pierre Ponce

Silica gel 60

Silica gel/TLC cards
L-lysine
2-méthylbutan-2-ol (M,B,)
Phénol phtaléine

Acétone

Organotechnie
Difco laboratories
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Organotechnie
Novance

VWR

Biosoph laboratoires
Prolabo

Carlo Erba
Merck

Merck

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma- Aldrich
Fluka

Réactifs pour analyses

Carlo Erba
Fluka
Fluka
Carlo Erba
Carlo Erba
Prolabo
Prolabo
Fluka
Fluka
Sigma-Aldrich
Merck
Prolabo
Carlo Erba
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La Courneuve, France
Paris, France
Milwaukee, E.U.
Milwaukee, E.U.

La Courneuve, France
Compiegne, France
Fontenay sous Bois, France
Nancy, France

Paris, France

Val de Reuil, France
Hohenbrunn, Allemagne
Hohenbrunn, Allemagne
Buchs, Suisse
Milwaukee, E.U.
Milwaukee, E.U.

Buchs, Suisse

Val de Reuil, France
Buchs, Suisse
Buchs, Suisse

Val de Reuil, France
Val de Reuil, France
Paris, France

Paris, France

Buchs, Suisse
Buchs, Suisse
Milwaukee, E.U.
Hohenbrunn, Allemagne
Paris, France

Val de Reuil, France
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Benzeéne Prolabo

Bixine/norbixine Commerce artisanal

[B-caroténe BASF

Canthaxanthine BASF

Chlorure d’acétyle Fluka

Sodium métallique Sigma-Aldrich

Ninhydrin Fluka

Butanol Carlo Erba

Acide Acétique Merck

Tamis moléculaire — 4 A Sigma-Aldrich

Novozyme® 435 Novo industries

Eau miliQ Sartorius — arium 611UV
I1.1.2.3. Effluents gazeux

Azote de qualité U Messer

Hydrogene Messer

Hélium Messer

I1.1.3. Analyseurs

Paris, France

Brésil

Burgbernheim, Allemagne
Burgbernheim, Allemagne
Buchs, Suisse

Milwaukee, E.U.

Buchs, Suisse

Val de Reuil, France
Hohenbrunn, Allemagne
Milwaukee, E.U.
Bagsvaerd, Danemark
Goettingen, Allemagne

Mitry Mory, France
Mitry Mory, France
Mitry Mory, France

I1.1.3.1. Chromatographie liquide haute performance

Chromatographe liquide haute performance M.6000A

- Réfractomeétre différentiel R.41

0

- Spectrophotomeétre Lambda-max 481
- Injecteur automatique Autosampler series 200LC

- Four pour colonne CLHP HTR
- Pompe Spectra Physics P 1000

- Colonne Polypore H (PPH — 257)
- Station d’acquisition et de traitement des donnés

équipée du logiciel Chroma

Chromatographe liquide haute performance

- Barrette de diodes — series 200

- Injecteur automatique Autosampler

series 200LC
- Four pour colonne

- Pompe series 200 LC

- Colonne Lichrospher® 100 — C;5 — (5 pm)

Waters
Waters
Waters
Waters
Waters
TSP

Brownlee Lab
Biosystémes
Perkin Elmer Instruments

Perkin Elmer Instruments
Perkin Elmer Instruments

Igloo-cil

Perkin Elmer Instruments
Merck

- Station d’acquisition et de traitement des

données - logiciel TotalCrom workstation
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Perkin Elmer Instruments

Milford, E.U.
Milford, E.U.
Milford, E.U.
Milford, E.U.
Milford, E.U.
Riviera Beach, E.U.
Foster City, E.U.

Dijon, France

Selton E.U.
Selton E.U.
Selton E.U.

Hattersheim,
Allemagne
Selton E.U.
Darmstadt,
Allemagne

Selton E.U.
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I1.1.3.2. Chromatographie en phase gazeuse

Chromatographie phase gazeuse Perichrom Saulx les chartreux, France
- Vanne d’injection gazeuse automatique Perichrom Saulx les chartreux, France
- Détecteur a ionisation de flamme Perichrom Saulx les chartreux, France

- Colonne capillaire de 30 m en silice fondue,
Phase stationnaire : EC — Wax, épaisseur de

film 0,25 pm, diamétre intérieur 0,32mm Alltech Deerfield, E.U.

- Station d’acquisition et de traitement des

données équipée du logiciel Chroma Biosystémes Dijon, France

I1.1.4. Préparation des cultures et fermenteur

Etuve a matiére séche Kendro

Hotte a flux laminaire vertical Bio48 Faster

Autoclave (100 L) Science Médicine Industrie
Table d’agitation Certomat Descharmes

Fermenteurs de 3 L Applikon

- Boitier de régulation ADI 1030 Applikon

- Systéme d’agitation ADI 1016 Applikon

- Electrodes pH, O, stérilisables Ingold

- Pompes péristaltiques 7521-35 et 7544-20  Masterflex

- Bain thermo-circulateur ADI 1018 Applikon

I1.1.5. Préparation pour les synthéses

Hanau, Allemagne
Ferrara, Italie
Montpellier, France
Heillecourt, France
Schieedam, Pays-Bas
Schieedam, Pays-Bas
Schieedam, Pays-Bas
Zirich, Suisse
Chicago, E.U.
Schieedam, Pays-Bas

- Réacteur a barreau aimanté de 50 mL ~ Wheaton® Millville, E.U.
- Agitateur magnétique chauffant Ika Labortechnik Staufen, Allemagne
- Thermometre Ika Labortechnik Staufen, Allemagne

I1.1.6. Divers

Spectrophotométre visible LKB Novaspec Biochrom
Microscope LABORLUX 12 Leitz

Balance de précision AT 200 Mettler
Balance Precisa 6000D PAG Oerlikon
Pipettes automatiques Proline® Biohit

Membranes filtrantes en acétate de cellulose
(diameétre 25 mm ; seuil de coupure 0,2 pum)

Millex GS Millipore

Vortex hHeidolph Top-mix Bioblock Scientific
Centrifugeuse — sigma 302 K Bioblock Scientific
Rotavapor - R-144 Biichi
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Cambridge, Angleterre
Copenhague, Danemark
Greifensee, Suisse
Zirich, Suisse
Bonnelles, France

Molsheim, France
Strasbourg, France
Strasbourg, France
Flawil, Suisse
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I1.2. Milieux de culture

11.2.1. Milieu de conservation « YM »

Le milieu Yeast Malt, YM, dont la composition est déterminée ci-dessous, est un
milieu riche en sources d’azote et de carbone. Il est utilisé dans cette étude afin de cultiver et
conserver la souche. La souche est conservée a -80°C et -18°C et est repiquée tous les trois

mois pour le maintien du bon état physiologique.

D(+) Glucose monohydaté 10 g/L
Peptones 5¢/lL
Extrait de levure 3¢/l
Extrait de malt 3¢/l
Eau distillée gs.p.1L
pH 6

La forme solide du milieu YM est obtenue en ajoutant 20 g/L. d’agar au milieu YM

liquide.

I1.2.2. Milieu de pré-culture et de culture

Le milieu servant a la pré-culture ou de base pour les cultures est préparé dans une
fiole d’Erlenmeyer de 300 mL remplie avec 150 mL de milieu. Apres la phase de pré-culture,
il est totalement transféré de maniére stérile dans le fermenteur. Le glycérol technique et les

sels sont stérilisés séparément a 121°C pendant 20 minutes.

Glycérol technique et glycérol pur 33,5 g/L
Extrait de levure 1 g/l
Peptones 0,5 g/LL
MgS04.7H,0 1,5 g/L
NazHPO4 2 g/ L
KH,PO4 4 ¢/L
pH 6

Anti-mousse

1 mL
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I1.3. Conduite des cultures

Le schéma ci-dessous représente les différentes étapes de pré-culture avant la

fermentation.

/

Milieu YM en forme solide

E———1 (boite de Pétri)

|

Milieu YM (A) Milieu YM (B)
(72 h, 23 °C) —_— (72 h, 23 °C)
Pré-culture 1
(-20 °C)
Pré-culture 2
(23 °C)

l

b

Culture en fermenteur

Figure I1.1. Schéma global des différentes étapes de pré-culture avant fermentation.

I1.3.1. Milieu de pré-culture 1

Le milieu de pré-culture 1 est utilis€ pour la premiére étape de pré-culture. Apres
I’ensemencement a partir d’une boite de collection, a ’aide d’une anse (fil droit), le milieu
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YM (A), placé dans une fiole d’Erlenmeyer de 500 mL, contenant 100 mL de milieu, est
placé sur une table d’agitation pendant 72 heures a 210 oscillations par minute, a la
température de 23 °C. Ce milieu servira pour 1’ensemencement du milieu d’YM (B), qui sera
utilisé pour la préparation du milieu de culture 1. Les étapes de préparation sont identiques a
celles utilisées pour le milieu YM (A). Ensuite, 8 mL du milieu de pré-culture 1 sont mis dans
des tubes a essais qui seront conservés a -20 °C ; ces tubes seront, par la suite, utilisés pour

I’ensemencement de chacun des milieux de pré-culture 2.

I1.3.2. Milieu de pré-culture 2

Les fioles d’Erlenmeyer de 300 mL sont remplies avec 150 mL de milieu de culture,
les cultures sont préparées en double pour chaque condition de culture. Le milieu est stérilisé
a ’autoclave pendant 20 mn a 120 °C. L’ensemencement est réalis¢ avec le milieu de pré-
culture 1, ~ 5 % (8 mL dans 150 mL). Les cultures sont ensuite placées sur table d’agitation

pendant 72 h a 210 oscillations par mn, a la température de 23 °C.

11.3.3. Conditions de cultures discontinues en fermenteur 3 L

Le volume initial de milieu dans le réacteur est fixé a 1,65 L, aprés inoculation, pour
chacune des fermentations réalisées. Le fermenteur de 3 L est stérilisé a 1’autoclave avec tous
ses accessoires et le milieu de fermentation. La stérilisation est effectué¢e a 121 °C pendant 20

mn. Apres stérilisation, le réacteur est inoculé avec 150 mL de la pré-culture 2.

L’¢talonnage de la sonde de pH a été controlé avant 1’introduction de tout liquide dans
le réacteur a 1’aide d’une solution de KOH (2 N) ou H,SO4 (2 N). La température est régulée
par circulation d’eau thermostatée au sein d’une double enveloppe entourant le réacteur. Ce
systeme de régulation assure une température constante du milieu de fermentation a 0,2 °C

pres.

Le systeme d’agitation comporte trois turbines de type Rushton fixées sur un arbre
entrainé par le haut de la cuve et deux contre-pales fixes. La vitesse de rotation du moteur est
initialement fixée a 300 tr/mn et peut atteindre une valeur fixée a 900 tr/mn afin d’éviter une
production de mousse trop importante. L’aération est régulée en maintenant un taux en
oxygene dissous fixé a 10, 50 ou 80 % de la saturation avec une vitesse d’agitation variable

comprise entre 300 et 900 tr/mn et un débit variable d’aération limité a 1 L/mn.

53



Chapitre Il — Matériel et méthodes

Ce procédé conduisant & une importante formation de mousse, 1 mL d’anti-mousse est
ajouté au milieu de culture, 7 h apres le début de la fermentation pour éviter le dépot et la

perte de cellules sur la paroi du bioréacteur.

Un schéma complet du réacteur et de ses accessoires est présenté dans la figure 11.2.

1 — Fermenteur 7 — Canne d’aération 13 — Agitation mécanique

2 — Sonde température 8 — Piége a condensats 14 — Filtre stérile

3 — Sonde pH 9 —NaOH (2N) 15 — Débimeétre

4 — Sonde pO, 10 — H,SO,4 (2N) 16 — Alimentation air

5 — Alimentation milieu 11 — Pompe volumétrique 17 — Fluide caloporteur (entrée)
6 — Purge cellulaire 12 — Condenseur 18 — Fluide caloporteur (sortie)

Figure I1.2. Schéma général du réacteur 3L utilis¢ et de ses périphériques.

I1.4. Méthodes analytiques

11.4.1. Préléevement des échantillons

Les prélévements de milieu sont réalisés pour les mesures hors-ligne. IIs sont effectués
stérilement a 1’aide d’une seringue a proximité d’une flamme. Le volume prélevé est de
30 mL, 5 mL pour la purge et 25 mL pour la mesure de la biomasse, des substrats et des

métabolites. Les 25 mL d’échantillon sont utilisés de la maniére suivante :
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e dosage du glycérol - 2 mL d’échantillon filtrés a 1’aide d’un filtre Sartorius de

porosité 0,20 pm et conservés a -18 °C,

e détermination de la concentration en cellules - 3 mL d’échantillon utilisés

immédiatement apres le prélévement pour la préparation des dilutions,

e dosage des caroténoides - 20 mL d’échantillon placés dans un tube « Falcon » de

50 mL et conservés pendant un maximum de 7 jours a -18 °C.

I1.4.2. Séparation cellules — milieu

Pour I’analyse du principal substrat carboné (glycérol), une séparation des cellules du
milieu est nécessaire. Pour cela une filtration sur membrane d’acétate de cellulose Millipore
de diametre 25 mm et de seuil de coupure de 0,2 um, est réalisée. Les échantillons sont

stockés a -20 °C et les analyses sont effectuées ultérieurement.

11.4.3. Détermination de la concentration en levure

La concentration en biomasse, de la levure Sp. ruberrimus, est estimée par une
corrélation linéaire entre la concentration cellulaire massique (matiére seéche) et la mesure de
densité optique (DO). La concentration cellulaire massique est mesurée par la méthode
gravimétrique, définie par la masse de cellules seéches issue de solutions de densité optique
connues mesurées a 600 nm. L’objectif est de déterminer la corrélation présentée dans la
figure I1.3. Pour cela, 10 mL de la culture sont filtrés sur une membrane Sartorius en acétate
de cellulose de porosité 0,45 um. La membrane, préalablement tarée, est alors lavée deux
fois avec un méme volume d’eau physiologique et séchée a 105 °C pendant 24 h. Apres
refroidissement au dessiccateur, la membrane est pesée a nouveau afin de connaitre la masse
de cellules séches présentes initialement dans I’échantillon. Le procédé est répété trois fois

pour une meilleure estimation de la matiére seche.

La concentration cellulaire est estimée par la lecture de I’absorbance (D.O.) a 600 nm.
Cette méthode turbidimétrique, rapide et pratique permet de suivre [’évolution de la
concentration cellulaire (biomasse) dans le fermenteur au cours du temps. Une dilution se fait
nécessaire lorsque la densité optique dépasse la valeur de 0,55. Pour les dilutions, I’eau
physiologique (NaCL a 9 %o) est utilisée pour éviter tout phénomene d’éclatement des

cellules par différence de pression osmotique.
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Figure I1.3. Corrélation obtenue entre 1’absorbance a 600 nm et la concentration cellulaire massique de

Sp. ruberrimus.

11.4.4. Dosage du glycérol

Le dosage du glycérol résiduel est réalis¢ par chromatographie liquide a haute
performance (CLHP). Ce dosage est réalis¢ hors ligne avec un passeur automatique
d’échantillons. Les composés sont séparés avec une colonne polypore H par un mécanisme
mixte d’exclusion de taille et d’échange d’ions. En sortie de colonne, les molécules sont
identifiées grace a un détecteur de type réfractométre différentiel. Les signaux issus du
détecteur sont recus par une station d’acquisition et de traitement des données, équipée du

logiciel Chroma (Biosysteémes). Les parametres utilisés sont les suivants :
e ¢talonnage externe avec une solution étalon contenant du glycérol a 40 g/L ;
e température de la colonne 65 °C ;
e volume d’injection : 10 pL ;
e ¢luant : solution d’acide sulfurique a 0,04 N ;
e débit de I’¢luant : 0,9 mL/mn.

L’¢talonnage est réalisé avec une gamme de solutions aqueuses de glycérol pur. La

durée totale de I’analyse est de 15 mn.
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Figure 11.4. Corrélation obtenue entre la concentration de glycérol pur et I’aire de pic.

I1.4.5. Désintégration des cellules, extraction des pigments et

caractérisation protéique des extraits

Les caroténoides synthétisés par Sp. ruberrimus, la torularhodine, le B-caroténe, le
toruléne et le y-caroténe sont des pigments intracellulaires. La paroi de la levure est trés dure
et I'extraction des pigments directe par solvants n’est pas aisée. Pour réussir une extraction
efficace, nous avons adapté et mis au point, au cours de ce travail, une technique utilisant une
presse de French, méthode rapide et trés efficace pour casser les cellules. Le protocole est le
suivant : 20 mL de culture sont centrifugés a 4500 g, a 4 °C pendant 10 mn. Apres €limination
des surnageants, le culot est remis en suspension dans 20 mL d’eau physiologique ; la
suspension est agitée pendant 2 mn avant d’étre a nouveau centrifugée dans les mémes
conditions. Apres avoir lavé deux fois le culot avec I’eau physiologique, 10 mL d’éthanol sont
ajoutés au dernier culot. Le tout est passé deux fois a la presse de French a la pression de
2 10° Pa. Les cellules broyées sont récupérées par centrifugation (4500 tr/mn, 15 mn et 4 °C)
et le surnageant est mis dans un ballon, préalablement pesé, pour subir une évaporation de
I’éthanol dans le rotavapor ; les caroténoides restants sont remis en suspension dans 5 mL
d’acétone. Cette solution est filtrée dans un filtre seringue de 0,22 um, pour enlever
I’ensemble des débris cellulaires que ne sont pas éliminés par la centrifugation. L’acétone de
cette nouvelle solution est a nouveau évaporé au rotavapor et le mélange de caroténoides est
récupéré dans 1 mL d’acétone pour étre analysé par CLHP selon le protocole proposé par

Weber et al. (2007) dans les conditions opératoires suivantes :
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e colonne : Lichrospher C18, 100 A (150 mm * 4,6 mm, 5 pm) ;

e ¢luant : profil d’¢élution (figure I1.5) avec acétone + 0,1 % d’acide trifloroacétique

(TFA) et eau + 0,1 % TFA ;
e volume d’injection : 10 pL ;
e débit global de I’¢luant : 1 mL/mn ;

e détecteur : barrette de diodes.

= Acétone + TFA (0,1 %)
= Eau + TFA (0,1 %)

100 - 100
90 - | L 90
80 ' - 80
70 4 i 70
60 | 1 Le0

2 501 I 150
40 1 I F40

30
20 -
10 -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temps (minutes)

Figure IL.5. Profil d’¢lution utilisé pour la séparation des caroténoides (d’apres Weber et al. (2007).

Un ¢étalonnage externe avec des solutions étalons, correspondant & des concentrations
comprises entre 0,1 g/l et 10 g/LL de PB-caroténe (courbe d’étalonnage en fig. 11.6), a été
utilisé. Seul le B-caroténe a été choisi en tant que standard puisqu’il est I’'unique caroténoide
commercialement disponible parmi ceux produits au cours de ce travail. Ainsi, avant chaque
série d’analyse en CLHP, un échantillon de 2 g/ de [-caroténe est utilis¢ pour la
normalisation de la concentration des autres caroténoides, en supposant une réponse

proportionnelle de tous les caroténoides en UA.
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Figure I1.6. Corrélation obtenue entre la concentration de B-caroténe et I’aire de pic a A = 480 nm.

I1.4.5.1. Identification par spectrométrie de masse

L’identification des caroténoides par spectrométrie de masse, est réalisée avec le
« Thermo Scientific series LTQ XL » équipé d’une source d’ionisation du type APCI
(ionisation chimique a pression atmosphérique) en mode négatif. L analyse avec ce type de
source (APCI), est obligatoirement couplée a la CLHP. Alors les échantillons subissent une
premicre étape de séparation (dans la colonne CLHP), avant I’analyse dans le spectrométre de
masse. Ainsi, il est possible d’avoir un spectre de masse pour chaque pic obtenu en CLHP, le

spectrometre de masse est utilisé pour 1’identification de molécules séparées par la CLHP.

Les conditions opératoires sont trés importantes pour réaliser 1’ionisation des
molécules. Nous avons utilis¢ un mélange méthanol/eau, le TFA (0,1%) a été additionné au
mélange pour rendre I’ionisation des molécules plus aisée. La température de vaporisation du
gaz vecteur, I’azote U, est de 500 °C. Les masses analysées sont comprises entre 50 et 1200

m/z.

Le logiciel Xcalibur v.2.0 a été utilisé pour 1’analyse des résultats obtenus.

11.4.5.2. Dosage des protéines dans les extraits de caroténoides

La méthode d’extraction des caroténoides ne permettant pas de s’assurer d’une
parfaite sélectivité, quant a la seule récupération de ces molécules, il s’est avéré nécessaire de
vérifier si des protéines n’étaient pas également extraites en méme temps. La méthode de
Bradford (1976) a ¢été utilisée pour le dosage des protéines cellulaires éventuellement
présentes dans le mélange de caroténoides, résultat du cassage des cellules par la presse de

French. La détermination de la concentration en protéines en solution dans les échantillons de
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caroténoides, est obtenue a partir d’une courbe d’étalonnage faite a partir d’un standard de
BSA (bovine serum albumin). Cette courbe est réalisée a 1°‘aide de 6 concentrations
comprises entre 0 et 0,9 mg/mL. Une solution mére d’une concentration a 1,35 mg/mL a été
utilisée.

Le marquage des protéines se fait en ajoutant 20 uLL d’échantillon a 980 uL du réactif
de Bradford (tableau II.1), pour un volume final de la solution de 1 mL. La solution est agitée
a I’aide d’un vortex, pendant 2 mn et est laissée au repos pendant 20 mn. L’absorbance est

alors déterminée a 595 nm.

Tableau II.1. Ingrédients pour la préparation du réactif de Bradford.

Coomassie G250 20 mg
Ethanol 10 mL
Acide phosphorique (85 %) 20 mL
Eau milliQ 20 mL

11.4.5.3. Etude de la dégradation des caroténoides

La dégradation des pigments qui composent le mélange de caroténoides apres
I’extraction, a été étudiée, en présence ou non d’un antioxydant de qualité¢ alimentaire : soit le

butylhydroxytoluéne (BHT), soit le tert-butylhydroquinone (TBHQ).

Les caroténoides sont extraits de la méme maniere que pour les échantillons classiques
et une solution mere contenant 1,24 g de caroténoides/L d’acétone, a été divisée en 7 fractions
identiques, de 1 mL chacune, qui ont été placées dans des tubes a essais. Les antioxydants
BHT et TBHQ ont été ajoutés dans des taux volumiques de 0,04 %, 0,1 % et 0,2 % ; un

¢chantillon témoin (sans ajout) a été préservé.

Les tubes a essais ont été couverts avec du papier aluminium pour éviter toute
incidence de la lumicre sur les mélanges et placés a 4 °C pour éviter un effet de la chaleur.
Les échantillons ont été analysés, en plus des temps initiaux, par CLHP aprés des durées de
stockage : 1, 5, 15, 30 et 45 jours et la dégradation des caroténoides au cours du temps a été

déterminée.
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11.4.6. Activité antiradicalaire des caroténoides
Les caroténoides sont connus pour leur pouvoir antioxydant. Alors dans le cadre de
cette étude nous avons déterminé cette activité anti-radicalaire avec le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH). L’activité anti-radicalaire de la canthaxanthine, du -caroténe, de la
bixine et du produit de synthese, ont été¢ analysées, comme décrit par Jiménez-Escrig et al.

(2000).

Une solution de 6,31.10° mol/L de DPPH, est préparée dans une fiole d’Erlenmeyer
enveloppée avec du papier aluminium, pour éviter une dénaturation par la lumiére au cours de
la réaction. Pour I’analyse, différentes concentrations de caroténoides ont été préparées
(2.10%,1,52.10™, 1,07.10™* et 0,76.10* mol/L), et un volume de 0,1 mL a été ajouté & 3,9 mL
de DPPH. La solution finale de 4 mL est maintenue a température ambiante et est ensuite

analysée par spectrophotométrie a 580 nm, apres 30 mn.

Le pourcentage de DPPH restant dans la solution, est calculé par :

[DPPH](t) ~ [DPPHY(0) _
[DPPH](?)

% DPPH = 100

ou,
[DPPH](t) = échantillon témoin sans caroténoide

[DPPH](0) = échantillon avec DDPH + caroténoide i

I1.4.7. Dosage des acides gras dans le glycérol technique

1 mL de glycérol est utilisé pour le dosage des acides gras dans le glycérol technique.
Les acides gras ont été estérifiés par la méme méthode que celle utilisée par Papanikolaou et
al. (2001). Cette méthode comporte deux étapesliées a ['utilisation de deux réactifs

spécifiques :
e une étape basique - sodium méthylique ;
e une ¢tape acide - méthanol chlorydrique.

Les réactifs sont préparés de la maniere suivante :
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Méthylate de sodium :

Pour 100 mL de solvant : 70 mL de méthanol,
30 mL de benzéne,
1 g de sodium métallique.

Les solvants sont ajoutés dans un bécher sous hotte aspirante. Au mélange vivement
agité, le sodium métallique est ajouté. L’agitation est poursuivie jusqu’a dissolution compléte
du sodium. Quelques mg de phénol phtaléine sont ajoutés au mélange, le virage de la couleur
rose a I’incolore indiquera le passage du pH basique au pH acide entre les deux étapes de la

réaction.

Méthanol chlorhydrique :

Pour 135 mL de solvant : 125 mL de méthanol,
10 mL de chlorure d’acétyle.

Le méthanol ajouté dans un bécher sous hotte aspirante et sous agitation. Le chlorure

d’acétyle est ajouté goutte a goutte par I’intermédiaire d’une burette.

11.4.8. Estérification méthylique

Le montage ou s’effectuera la réaction, est placé sous la hotte (figure 11.7). Il est
composé d’un ballon placé dans un chauffe-ballon et surmonté d’une colonne a distiller

refroidie par une circulation d’eau.

,{:\:H— circulation d’eau

— colonne a distiller

MNAAAANANANANNS

ballon

chauffe-ballon

Figure I1.7. Schéma du montage pour I’estérification méthylique.
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L’échantillon de glycérol technique (1 mL) est placé dans le ballon avec le sodium
méthylique et trois pierres ponces. Pour une quantité¢ de matiére grasse inférieure ou égale a
0,1 g, 10 mL du solvant sodium méthylique sont nécessaires. Le tout est porté a ébullition
pendant 15 mn ; alors le deuxiéme solvant est ajouté jusqu’au virage de la phénol-phtaléine ;
en général, 10 mL suffisent. Ce nouveau mélange réactionnel est porté a ébullition pendant 15

mn, a nouveau. A la fin, la réaction est arrétée par 1’ajout de quelques mL d’eau osmosée.

I1.4.9. Analyse des esters méthyliques

Le milieu réactionnel est versé dans une ampoule a décanter avec 5 mL d’hexane.
L’ensemble est agité 5 fois et laissé¢ a décanter pendant une quinzaine de minutes. La phase
organique est récupérée et les esters méthyliques sont analysés par chromatographie en phase
gazeuse (CPG). Cette analyse est réalisée sur une colonne capillaire de 30 m en silice fondue
en phase stationnaire : EC — Wax, épaisseur de film 0,25 um, diamétre intérieur 0,32mm. Un

volume de 0,8 pL est injecté manuellement avec 1’aide d’une micro-seringue.
Les caractéristiques de I’analyse sont les suivantes :
e débit du gaz vecteur : 50 mL/mn,

e température d’injection : 220 °C,

Le profil de température utilis¢ est détaillé dans la figure I1.8.

a

240°CH 10 °C/mn

210°C

O g----------J----

w

15 25
Temps (mn)

Figure I1.8. Profil de température utilisé pour la séparation des acides gras par CPG.
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L’identification des acides gras se fait en utilisant une solution standard de
composition connue, utilisée au début de chaque série d’analyses. Cette solution étalon est
préparée avec les plusieurs standards d’acides gras, dont ceux présents dans le glycérol
technique. Chaque ester est caractérisé par un pic a un temps de rétention précis ; celui-ci

dépend de la longueur de la chalne carbonée (tableau 11.2).

Tableau I1.2. Composition de la solution standard utilisée pour I’identification des esters méthyliques

Composition en acides gras Ester méthylique Temps de rétention
(mn)
C16:0 palmitique 3,12
C18:0 stéarique 4,70
C18:1 oléique 5,01
C18:2 linoléique 5,57
C18:3 linolénique 6,51
C20:0 arachidique 7,60
C20:1 gondoique 8,07
C22:0 béhénique 12,89
C22:1 érucique 13,70
C24:0 lignocérique 18,58

IL.5. Interprétation des résultats
Pour chaque fermentation, les parameétres cinétiques relatifs a [’évolution de la
biomasse, consommation du substrat carbonée et la production des métabolites sont suivis au

cours du temps.

I1.5.1. Calcul des vitesses
Dans une culture en mode discontinu, les vitesses de croissance (rx), de consommation
de substrat (rs) et de production de métabolites (rp) se déterminent par les valeurs des
tangentes respectivement aux courbes de croissance, de consommation des substrats et
production des métabolites (exprimées en g/L.h) a chaque instant t. A cet instant t, les vitesses

spécifiques sont obtenues selon les expressions suivantes :

. ry
taux de croissance : u = 5%
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. L . Fg
vitesse spécifique de consommation du substrat : gg = =

: L . . r
vitesse spécifique de formation du produit : ¢, ==

U, gs, gp, s’expriment en g de biomasse (gX), de substrat (gS) ou de produit (gP) par
gramme de biomasse et par heure (g/g(X)/h). Les vitesses spécifiques maximales sont

déterminées a partir de la courbe des vitesses spécifiques en fonction du temps.

11.5.2. Rendements

Les rendements globaux Y et Y, sont définis comme les rapports de masse de
cellules seéches (X) ou de métabolites formés (P), par la masse de substrat consommés (S)

depuis le début de la fermentation. Ces relations classiques sont :

Y _(X_Xo) Y _(P_Po)

) " 15s)

Xo, So, Po sont les concentrations initiales en biomasse, en substrat et en produit

définies au départ des cultures.

I1.6. Outils de planification expérimentale, de modélisation et
d’optimisation

L'optimisation des performances d'un procédé repose habituellement sur la capacité de

le modéliser, c'est-a-dire de prédire I'effet des variables d'actions sur le ou les indicateurs de

performances du procédé. L’influence parfois, et méme souvent, contradictoire de facteurs

opératoires sur les performances métaboliques conduit a chercher I'optimum de plusieurs

critéres (indicateurs de performance) et requiert la résolution d'un probléme d'optimisation

multicritére.

La premiere étape de la méthodologie consiste a établir un modéle pour chaque
indicateur de performances. La collecte d'informations expérimentales est une phase critique

de la modélisation. Il est souvent pertinent pour les procédés biotechnologiques d'utiliser une
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stratégie de planification expérimentale. Cette derniere permet en effet de maximiser la
quantit¢ d'informations collectées tout en limitant le nombre d'expériences, c'est-a-dire la

durée et le cotit de la phase expérimentale.

Dans cette étude, une approche fondée sur les plans d'expériences optimaux est
développée. Celle-ci consiste a reformuler le probleéme de planification expérimentale dans sa
forme originale : un probléme d'optimisation d'une qualité statistique du plan d'expériences.
Cette approche est en effet adaptée a la réalité du probléme a traiter (prise en compte des
contraintes du procédé et des expériences déja disponibles). Plusieurs critéres de qualité de
plans permettent de définir la qualité statistique d'un plan d'expériences. Dans cette étude, une
approche de planification optimale multicritére est mise en ceuvre. Elle conduit a des plans
d'expériences qui traduisent le meilleur compromis des qualités statistiques des plans

d'expériences optimaux.

I1.6.1. Mise en ceuvre de la stratégie expérimentale multicritéere

La stratégie expérimentale multicritére repose sur plusieurs étapes :
e le choix des modeles mathématiques, a priori
e le choix des critéres de qualité des plans a considérer,

e l'identification des plans d'expériences compromis, c'est-a-dire de la zone de Pareto

des stratégies expérimentales multicritéres,

e la sélection du plan d’expériences a réaliser, parmi les plans de la zone de Pareto.

I1.6.2. Description du systéme

L’objectif étant la détermination des conditions optimales d’un procédé discontinu de
production de la torularhodine afin d’obtenir les meilleurs performances possibles pour la
productivité (biomasse), la production (caroténoides totaux) et la concentration
(torularhodine). Un modéle mathématique doit donc étre attribué a chacun de ces critéres de
performances du procédé. Le choix du type de mod¢le a utiliser dépendra de la quantité de
connaissance disponible. Pour cette ¢tude, le choix s’est porté sur 1’utilisation des mod¢les
polyndmiaux du second degré parce qu’ils permettent généralement une représentation
convenable des phénoménes non linéaires avec un nombre de parametres relativement

modeste.
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11.6.2.1. Facteurs d’action

Les trois facteurs retenus pour I’étude sont :
e la température,
¢ ’oxygene dissous et,

e la concentration de 1’acide oléique ajouté.

11.6.2.2. Réponses a modéliser
Les réponses a modéliser sont directement liées aux objectifs initiaux de I’étude qui
consiste en 1’optimisation de la production de torularhodine, aussi bien d’un point de vue

cinétique que quantitatif. Dans notre cas, les réponses a mod¢liser sont les suivantes :
e la concentration en torularhodine,

e la vitesse spécifique de croissance de la levure.

11.6.2.3. Choix des critéres de construction

Pour la construction du plan d’expériences optimal, la D-optimalité et la rotatabilité

ont été choisies comme criteres de qualité de plan a optimiser.

La D-optimalité est le critére le plus couramment utilisé pour la construction de plans
d’expériences. Il permet la minimisation de la variance généralisée sur 1’estimation des

parametres.

La rotatabilité, permet de rendre les courbes d’isovariance des prédictions par le

modele, concentriques par rapport au centre du domaine expérimental.

L'approche expérimentale multicritére consiste ainsi a déterminer le plan d'expériences

qui représente le meilleur compromis entre ces deux indicateurs de qualité statistique.

11.6.2.4. L’algorithme génético-évolutionnaire

La recherche de solutions repose sur 1’utilisation d’un algorithme dont le principe est
basé sur les lois génétiques et I’évolution générationnelle d’une population. L algorithme gere
une population ou chaque individu correspond a un jeu de parametres (ceux a optimiser). Une
premicre génération est générée de manicre aléatoire dans le domaine de recherche prédéfini.
Ensuite, les performances de chaque individu sont évaluées par I’algorithme. Ils sont alors

classés et les moins performants sont ¢liminés dans une phase de sélection élististe. De
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nouveaux individus sont générés, soit de maniére totalement aléatoire (mutant), soit par
croisement entre deux individus, parent. Les deux parents sont sélectionnés aléatoirement
parmi les individus conservés lors de la phase de sélection élististe. Dans cette phase de
naissance, ne sont conservés que les nouveaux individus dont les performances sont au moins
aussi bonnes que celles du dernier individu conservé dans la phase de sélection élitiste. La
population tend ainsi a s'améliorer au fil des générations. La répétition de ce processus de
s¢lection ¢litiste et de croisement va entrainer une amélioration globale de la population, qui

doit converger vers I’optimum global.

A l'instar des organismes vivants, les individus sont représentés sous une forme
haploide ou diploide. Ces deux représentations n’apportent pas les mémes avantages au
niveau de Defficacité de l'algorithme a trouver la solution globale, ni dans la rapidité de
convergence (Perrin et al., 1997). Dans cette étude, I'utilisation d’individus diploides a été
retenue. La prise en compte dans la phase de naissance d'individus diploides hétérozygotes et
d'individus diploides homozygotes permet d'intégrer simultanément dans I'algorithme
génético-évolutionnaire, des caractéristiques de convergence des algorithmes diploides et des

algorithmes haploides.

11.6.2.5. Adaptation de I’algorithme pour I'optimisation multicritére

En optimisation monocritére, la comparaison des individus est réalisée par
comparaison de leurs performances respectives. En optimisation multicritére, la comparaison
des individus sur la base de plusieurs critéres a optimiser est plus complexe car la relation

d'ordre de comparaison disparait.

Le concept de domination au sens de Pareto (1896) est utilisé pour rétablir une relation
de comparaison. Pour deux individus, A et B, a comparer selon plusieurs criteres, si tous les
critéres de A sont meilleurs (ou équivalents) a ceux de B et si au moins un critére de A est
strictement meilleur que celui de B alors on dit que A domine B. Les individus non dominés

représentent les meilleurs compromis entre les critéres.

L’application du critére de domination de Pareto est généralisée a 1'ensemble de la
population. Dans 1’algorithme génético-évolutionnaire, l'optimisation multicritére est
reformulée en un probléme monocritére : la minimisation du nombre de fois qu'un individu
subit une domination par les autres individus de la population. Apreés convergence,
l'algorithme modifié fournit 1'ensemble des solutions non dominées. Cet ensemble est appelé

Zone de Pareto (espace des variables) Les performances associées a ces solutions forment le
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Front de Pareto (espace des critéres). C'est dans cet ensemble qu'il faut choisir la solution a

mettre en ceuvre.

11.6.2.6. Réglages de I’algorithme et temps de calculs

Les conditions de mise en ceuvre et d’utilisation de 1’algorithme génético-

évolutionnaire sont réunies dans les tableaux suivants.

Tableau I1.3. Réglages de I’algorithme génético-évolutionnaire.

Taille de la population 1000
Taux d'élimination dans la sélection élitiste 1/3
Proportion dhomozygotes dans la population (%) 50
Proportion de mutant (%) 5
Elargissement du domaine des naissances ([1) 0,2

Tableau I1.4. Temps de calculs moyens pour 1’optimisation ; configuration informatique : Matlab,

version 6.5 (R13) ; PC double Xeon bi-cceur, 1,6 GHz, 3 Go de RAM.

par 1'algorithme génético-évolutionnaire

Planification multicritére 25000 s
Optimisation monocritére des performances de la fermentation 5s
Optimisation multicritére des performances de la fermentation 150 s

I1.7. Synthéses enzymatiques

I1.7.1. L’enzyme
Les synthéses sont catalysées par le Novozym® 435 commercialisé par Novo
industries. Il s’agit d’une préparation immobilisée de la lipase B thermostable produite par
Candida antarctica. La lipase est immobilisée apres purification, par I’adsorption sur une
résine acrylique qui se présente sous la forme de granules blancs cassés, démontrant une

distribution normale de taille variant de 0,3 4 0,9 mm de diamétre.

11.7.2. La bixine

La bixine est un caroténoide qui se trouve dans 1’enveloppe externe des graines de

rocou (Bixa orellana) ; elle représente 80 % de la bixine trouvée dans la graine. L’échantillon
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standard utilisé dans cette étude, pour les réactions d’acylation, est une poudre commerciale
achetée au Brésil. La poudre posséde une coloration jaune foncée, est issue de 1’écrasement
des graines de rocou. Une extraction totale des caroténoides a ¢été réalisée pour la
quantification de la bixine/norbixine présentes dans la poudre. Les caroténoides ont été
extraits par lavage de 1 g de poudre avec 60 mL d’éthanol. La solution finale est mise dans un
ballon, préalablement pesé, pour subir une évaporation de 1’éthanol dans un évaporateur
rotatif. Aprés pesée du ballon, il s’est avéré que la poudre contient 9 % de caroténoides. Ce

mélange a été analysé par CLHP-SM.

I1.7.3. Reéacteur
La synthése est effectuée dans un réacteur Wheaton® de 50 mL (figure 11.9 (b)) qui est
placé dans un bain d’huile pour I’obtention d’une meilleure régulation de la température. Le
tout est chauffé a 1’aide d’une plaque chauffante thermostatée (figure 11.9 (a)). Le réacteur est
enveloppé avec du papier aluminium pour I’obtention d’une obscurité totale afin d’éviter les

dégradations potentielles liées a la présence de la lumiere pendant les syntheses.

Les paramétres opératoires comme le volume réactionnel, la température et I’agitation
sont fixés a 10 mL, 50 °C et 700 tr/mn, respectivement. Les rapports molaires ont été

modifiés au cours de I’étude.

Un échantillon de 0,1 mL est prélevé quotidiennement, placé dans un ependorff de
1,5 mL et conservé a 4 °C. L’ensemble des échantillons est alors analysé par chromatographie

sur couche mince (CCM) et/ou par CLHP.
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(b)

1 - Température

2 - Agitation

3 - Réacteur a barreau aimanté

4 - Thermomeétre

5 - Bain d’huile

6 - Agitateur magnétique chauffant

Figure I1.9. Schéma du réacteur wheaton® et de son environnement.

I1.7.4. Techniques analytiques

Dans la littérature, il existe plusieurs techniques analytiques pour la quantification et
I’identification des caroténoides et des peptides. La plupart utilise principalement la CCM et

la CLHP.

I1.7.4.1. Analyse qualitative sur couche mince

Pour I’essentiel, les analyses qualitatives sont réalisées par CCM. Cette méthode s’est
révélée suffisamment efficace, pour une premicre observation du produit résultant de
I’acylation de la L-lysine avec la bixine. La phase mobile utilisée est le mélange butanol/acide
acétique/eau (60/20/20 — v/v/v) et la chromatographie est réalisée sur des plaques
d’aluminium recouvertes d’une phase stationnaire constituée de Silica Gel 60. La durée de
migration est d’environ 1 h (pour une plaque de 10 cm de hauteur). Apreés séchage a
température ambiante (10 mn), la bixine est directement détectée par sa coloration orange et la

lysine et les dérivés de la bixine sont révélés par vaporisation d’une solution de ninhydrine sur
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la plaque. Par cette méthode, les fonctions amines primaires apparaissent sous la forme de

taches roses apres passage a I’étuve (105 °C, pendant 10 mn).

Les échantillons de 5 pl. sont déposés sur la ligne de dépdt, a 1’aide d’une pipette
automatique. Les dépots sont effectués espacés de 12 mm les uns des autres, a 15 mm des
bords et a 20 mm de haut. Aprées évaporation du solvant des échantillons, la plaque est placée

dans la cuve préalablement saturée en solvant d’élution.

Apres migration, les composés apolaires (bixine) se situent au niveau du front du
solvant. La lysine, composé polaire, reste pratiquement sur la ligne de dépot. L’ester
présentera un rapport frontal (Rf) proche de 0,4. Le rapport frontal (Rf) est déterminé par la

relation :

RE = distance parcourue par la molécule

distance parcourue par lesolvant

11.7.4.2. Analyse par chromatographie liquide haute performance

Le dosage de la bixine et du produit résultant de I’acylation de la norbixine est réalisé

par CLHP, en respectant les conditions opératoires suivantes :
e colonne : Symmetry C18, (150 mm * 4,6 mm, 3,5 um) ;

e ¢luant : profil d’¢lution (figure I1.9) utilisant du méthanol + 0,1 % de TFA et de
I’eau + 0,1 % TFA ;

e volume d’injection : 10 pL ;
e débit d’¢élution : 1 mL/mn ;

e détecteur : barrette de diodes.
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— Méthanol + TFA (0,1 %)
— Bau + TFA (0,1 %)
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Figure I1.10. Profil d’¢lution utilisé pour le dosage de la bixine et du produit résultant de I’acylation de

la bixine.

I1.7.4.3. Spectrométrie de masse

Cette méthode a été utilisée pour I’identification du produit résultant de 1’acylation de
la bixine avec la lysine. L’analyse des échantillons a été réalisée en mode couplage CLHP-
SM. Les conditions opératoires de la spectrométrie de masse utilisée pour 1’analyse de la
torularhodine (I1.4.5) ont été utilisées pour I’identification et analyse de la bixine, norbixine et

des produits de synthése.

I1.7.4.4. Séparation des produits réactionnels et de synthése sur

colonne

La séparation du produit de synthése est effectuée a basse pression, sur une colonne
(3x30 cm) de silice (25 cm) en utilisant un €luant constitué¢ par un mélange butanol/acide
acétique/eau (60/20/20 — v/v/v). Aprés la concentration d’un échantillon de fin d’expérience,
1 mL est injecté sur gel de silice et un collecteur de fraction a été utilisé pour la récupération

des fractions de 3 mL. Le schéma complet du systéme utilisé est montré dans la figure I1.11.

73



Chapitre Il — Matériel et méthodes

Figure I1.11. Schéma du systéme utilisé pour la collecte des fractions purifiées.

70 fractions de 3 mL sont récupérées et analysées par CCM. Les fractions contenant le
produit résultant de la synthése sont mélangées pour la récupération quasi totale du produit de

synthese. Puis, le solvant est évaporé et le produit est récupéré avant d’étre stocké.
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CHAPITRE III - RESULTATS ET DISCUSSION

Ce travail, qui a pour objectif principal la détermination des conditions optimales de
mise en culture d’une levure Sporobolomyces ruberrrimus pour la production de
torularhodine par un procédé discontinu, intégre également une partie dédiée a un essai de
fonctionnalisation de ce caroténoide, connu pour ses propriétés trés antioxydantes mais

présentant une stabilité incertaine.

Les résultats seront divisés en trois parties. La premiére présentera quelques essais
préliminaires qui sont effectués en fioles d’Erlenmeyer, boites de Pétri et en bioréacteur de
3 L. Pour ces essais, le glycérol pur et différents acides gras, seront utilisés. Ces premicres
expériences ont pour objectif d’identifier et d’étudier I’influence de différentes conditions
expérimentales pour un bon déroulement des fermentations, tout comme de mettre au point
certaines techniques analytiques pour le dosage des acides gras dans le milieu de culture ainsi

que les techniques pour I’extraction, la séparation et I’identification des caroténoides.

La deuxiéme partie sera consacrée a 1’é¢tude de la culture de la levure en bioréacteur
afin d’en optimiser les conditions de mise en ceuvre. Des séries de cultures en bioréacteur
discontinu seront réalisées dans le but de valider les résultats préliminaires obtenus
précédemment. Dans un premier temps, des acides gras de différentes natures (oléique,
linoléique, palmitique et stéarique) seront utilisés dans le but de connaitre I’influence de la
nature et de la concentration en acides gras, mais aussi du taux d’oxygénation du milieu de
culture, sur la croissance et la production de torularhodine. Dans un deuxiéme temps, une
série d’autres cultures sera effectuée dans des conditions similaires, en utilisant le glycérol
technique comme source de carbone et d’énergie. Cette derni¢re série sera effectuée pour
I’optimisation du procédé d’obtention de la torularhodine. Pour cette étude, un plan

d’expérience multicritere sera développé.

Enfin, la derniére partie de cette étude sera consacrée a la fonctionnalisation de la
torularhodine. Pour cela, un caroténoide mod¢le, la bixine, sera utilisé pour la détermination
des conditions opératoires (température, agitation et concentration des substrats) adéquates
pour acyler la lysine par la bixine et la mise au point des techniques analytiques et de
purification des produits de synthése. Un essai de fonctionnalisation de la torularhodine par
une réaction d’acylation de la lysine catalysée par la lipase B de Candida antarctica

(Novozym® 435) sera alors envisagé.
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La figure III.1, présente un schéma qui résume I’ensemble de la démarche développée

lors de cette étude.

C.P.G.
(Acides gras)
Analyse des substrats carbonés
(Glycérol technique A et B)
CLHP
h Influence des
(Glycérol) p| Mesurede | | o oténoides
la biomasse
sur la mesure
Erlenmeyer | Ajout Coagulation
A 4 > d_es P> apreés
Essais préliminaires Boite de Pétri | a;:,:‘:s stérilisation
Cultures en
bioréacteur g Dosa_gde
o | des acides
I » gras du C.P.G.
milieu
Etude de la cinétique
de croissance et Extracti Extraction
accumulation de aﬁ;ﬁ;:’;’ mécanique,
torularlhodlne P identification — gtﬂgs;
des . e .
v v v v caroténoides 'g: rr:ta'fr'galc;
Influence de la Influence de la Influence de la Influence de
source de carbone nature de concentration de I’oxygéne
et d’énergie I’acide gras I’acide oléique dissous

Optimisation du

fontion-
d’obtention de la Modélisation

torularhodine

\ 4

Obtention de la
torularhodine

Fonctionnalisation
par synthése
enzymatique

\ 4

Figure III.1. Schéma général de I’ensemble de la démarche suive pour cette étude.

III.1. Analyses des acides gras présents dans le glycérol

technique

Cette ¢tude a comme objectif ’utilisation d’un co-produit industriel (glycérol
technique) issu de la production des biocarburants a partir d’huile de colza pour la production

d’un produit de haute valeur (caroténoide).

Si l'utilisation d'un co-produit industriel montre un intérét applicatif, il peut étre a
l'origine, de par sa composition potentiellement inconstante, de variation de comportement
métabolique chez le microorganisme. Ceci contraint & une vigilance et a une analyse répétée

de l'ensemble des composants carbonés du substrat (glycérol mais aussi divers acides gras
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résiduels issus de 1'hydrolyse chimique des tri-acyl-glycérol de I'huile de colza). La
complexit¢ de la composition du glycérol technique peut interférer sur la cinétique de

croissance et la nature des colorants synthétisés.

Dans cette ¢tude, deux lots de glycérol technique différents (nommés lot A et lot B)
seront utilisés. Ainsi, dans un premier temps, 1’analyse de la composition de glycérol et des
acides gras présents dans les deux lots de glycérol technique a été réalisée (fig. I11.2) par

chromatographie en phase gazeuse.

(@) (b)

! {’f

‘- Oléique z ,

. Palmit \l/LinoIéique , | Oléique

almitique iti . .
‘ q . \l/ Linolénique / ‘ Palmitique \l/ Linol¢ique
\1/ h bicy \l/ \l/ -_-::_ \l/

Acides Gras Composition Acides Gras Composition
(glycérol technique A) (mg/L) (glycérol technique B) (mg/L)
Palmitique (C16:0) 46 Palmitique (C16:0) 27
Ol¢ique (C18:1) 551 Ol¢ique (C18:1) 245
Linoléique (C18:2) 255 Linoléique (C18:1) 121
Linolénique (C18:3) 125 Linolénique (C18:3) -

Figure I11.2. Analyse des acides gras présents dans le glycérol technique A (a) et B (b) par
chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Comme observé dans la figure II1.2, la concentration des acides gras dans le glycérol
technique A est deux fois plus ¢élevée par rapport a celle présente dans le glycérol
technique B. Une autre différence mise en évidence concerne la présence de [’acide
linolénique dans le glycérol technique A qui n’a pas été détecté dans le glycérol technique B.
Cette différence entre les deux lots s’explique par ’amélioration des procédés d’obtention des

biocarburants.

La quantification du glycérol présent dans les deux lots de glycérol technique a
¢galement été réalisée. Le taux de glycérol présent dans le glycérol technique A est de 67 g/L

et dans le glycérol technique B de 65 g/L. Cette différence n’est pas considérée comme
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significative, et aucune correction de la concentration initiale du glycérol n’a donc été

effectuée.

Tout d’abord, nous avons réalisé un premier essai pour vérifier I’influence réelle des
différentes concentrations en acide gras sur la croissance et la production de caroténoides.
Pour cela, nous avons préparé des boites de Pétri en utilisant le glycérol pur et les deux lots de
glycérol technique, comme source de carbone. Les résultats qualitatifs sont présentés dans la

figure I11.3.

Figure I11.3. Culture de SP. ruberrimus en boites de Pétri avec un milieu contenant du glycérol pur (a)

glycérol technique A (b) et glycérol technique B (c).

L’appréciation visuelle de la coloration des surfaces des boites de Pétri fait ressortir
que les cultures réalisées sur des milieux pauvres en acides gras (glycérol pur et glycérol
technique B) sont d’un rouge orangé ; par contre, le milieu riche en acides gras (glycérol A)
conduit a une couleur rouge vif. Cette premiére approche qualitative montre que les acides

gras présents dans le glycérol technique ont une influence sur la production de caroténoides.

111.1.1. Conclusion

Ces résultats indiquent qu’il est nécessaire de bien caractériser les co-produits
industriels et qu’une variation de leur composition peut modifier le comportement

métabolique des microorganismes. Dans le cas présent, il apparait que les acides gras,
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présents dans le glycérol technique a une concentration inférieure a 1g/L, jouent un role

important dans la production de caroténoides

Comme le montre la figure I11.3, les différentes concentrations d’acide gras ont changé

la production de caroténoides chez Sporobolomyces ruberrimus.

II1.2. Influence des acides gras sur la croissance de la levure

en conditions non controlées

Des essais préliminaires ont été réalisés en fioles d’Erlenmeyer et en boites de Pétri.
Ces essais ont pour objectif d’étudier ’effet de 1’ajout d’acides gras, présents dans les
glycérol techniques, sur la cinétique de croissance et la production de la torularhodine par

notre souche de Sporobolomyces ruberrimus.

IIL.2.1. Croissance en fioles d’Erlenmeyer

Au cours de cette premicre phase, les souches ont été cultivées en milieu liquide
(YM). Les cultures sont destinées a évaluer I’influence de la nature et de la concentration
d’acides gras dans le milieu de culture sur la cinétique de croissance. Pour cela, nous avons
utilis¢ des fioles d’Erlenmeyer de 500 mL avec 50 mL de milieu de culture contenant du
glycérol pur (99,8 %), comme source de carbone et d’énergie et différents acides gras a
diverses concentrations. Le choix initial de I'utilisation du glycérol pur a été fait a partir des
travaux montrant la capacité de la souche a utiliser cette source de carbone (Razavi et Marc,
2006) et aussi pour éviter les interférences liées a la présence d’acides gras dans le glycérol

technique.

Le choix de la nature des acides gras a été fait a partir des analyses précédentes qui ont
montré la présence de certains d’entre eux dans le glycérol technique. Les acides gras choisis
sont présents sous la forme insaturée (oléique et linoléique) et sous la forme saturée (stéarique
et palmitique). L’acide stéarique n’est pas présent dans la composition des acides gras du
glycérol technique, mais cet acide gras a été utilisé dans I’étude car il est trés abondant dans

les végétaux et la graisse animale.

Deux concentrations (1 g/L et 2 g/L) ont été utilisées pour les ajouts d’acides gras. La
concentration de 1 g/L, correspond a la concentration totale approximative d’acide gras
présents dans le glycérol technique A. Pour étudier I’influence de concentrations plus élevées,
nous avons également choisi de doubler cette concentration. Ainsi, 1’effet de ces deux

concentrations sur la cinétique de croissance et la production de caroténoides est étudié.
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Les ajouts suivants ont été réalisés :
e acide oléique (1 g/L (3,5 mM) et 2 g/L (7,0 mM)),
e acide linoléique (1 g/L (3,6 mM) et 2 g/L (7,2 mM)),

e mé¢lange équipondéral des acides palmitique et stéarique (1 g/L (3,71 mM) et 2 g/LL
(7,42 mM), au total),

e mé¢lange équipondéral des d’acides gras palmitique + stéarique + oléique +

linoléique (1 g/L (3,65 mM) et 2 g/L (7,30 mM), au total).

Les fioles d’Erlenmeyer sont alors placées sur une table d’agitation avec une vitesse
de rotation de 210 rpm/mn, dans une chambre chaude régulée a 24 "C. Le pH est initialement
fixé a 7 et la quantité d’oxygene dissous n’est pas mesurée au cours de 1’étude. Un échantillon
de 1 mL est prélevé stérilement par jour, pendant 5 jours pour la mesure de biomasse et du

pH.

Tableau III.1. Effet de I’ajout de différents acides gras a différentes concentrations, sur la
concentration de Sp. ruberrimus, aprés 144 h de culture en température régulée (24 ‘C) et sous

agitation constante. Oxygéne dissous et pH non régulés.

Acide gras Concentration (mM) X (g/L) oy (B

- - 23,3 0,035

Palmitique + Stéarique 3,71 21,8 0,039

Oléique 3,50 24,1 0,042

Linoléique 3,60 20,3 0,034

Palmitique + Stéarique 7,42 21,1 0,030

Oléique 7,00 23,3 0,030

Linoléique 7,20 30,1 0,032
Palmitique + stéarique +

Oléique + Linoléique 3,65 27,9 0,026
Palmitique + stéarique +

Ol¢éique + Linoléique 7,30 22,6 0,027

Comme observé dans le tableau III.1, 1’ajout des acides gras a une influence sur la
croissance de la levure. L’ajout de 3,5 mM d’acide oléique semble améliorer la croissance des
cellules, cependant, cet effet d’ajouts des acides gras doit étre validé par des cultures dans des
conditions contrdlées. L’évolution du pH et de I’oxygéne dissous au cours du temps doit étre
prise en compte pour conclure sur I’impact des acides gras sur la cinétique de croissance de

Sporobolomyces ruberrimus.
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111.2.2. Production de caroténoides en boites de Pétri

Des boites de Pétri (milieu YM gélosé) ont été ensemencées puis incubées 4 27 'C sur
une durée de 20 jours afin d’évaluer, qualitativement, I’influence des acides gras sur la
production des caroténoides. Cette technique permet de limiter en partie les grandes variations
de pH notamment. La couleur observée lors de la culture de cette levure sur milieu gélosé est

rouge-rose, caractéristique de la présence de pigments caroténoides (fig. II1. 4).

—

Controle

Acide linoléique Acide linoléique
(3,60 mM) (7,20 mM)

Acide palrﬁiti_que  Acide oléique Acide palmitique Acide oléique Acide palmitique Acide palmitique

+ stéarique (3,71 mM) (3,50 mM) + stéarique (7,42 mM) (7,00 mM g/L) * stéarique + stéarique
+ linol¢ique + linoléique

+ oléique (3,65 mM) + oléique (7,30 mM)

Figure I11.4. Culture de SP. ruberrimus en boites de Pétri avec un milieu contenant du glycérol pur

(contrdle) et additionné de différents acides gras a différents concentrations.

Les inoculations dans les boites de Pétri, ont montré que la coloration des cellules en
milieu relativement pauvre en acides gras (par exemple acide oléique a 3,5 mM) est plus
rouge en comparaison de la coloration des cellules dans un milieu riche en acides gras
(oléique 7,0 mM). D’apres ces résultats, il semble que les acides gras en concentration élevée

peuvent étre inhibiteurs de la croissance ou de la production de caroténoides.

Une observation visuelle a été réalisée et a montré la présence d’une coloration plus
intense pour les cellules cultivées avec ’ajout, d’une part, de 3,5 mM d’acide oléique et,
d’autre part, de I’ajout du mélange des acides palmitique + stéarique a 7 mM. Ainsi, les
cultures en fioles d’Erlenmeyer et en boites de Pétri ont montré que 1’ajout des acides gras a
une influence sur la croissance cellulaire et plus srement sur la production de la

torularhodine, a cause de la couleur rouge vif. L’acide oléique semble étre 1’acide gras qui,
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majoritairement, permet d’améliorer la croissance cellulaire et 1’accumulation de la
torularhodine. Pour valider ces résultats, la deuxieme partie de cette étude est consacrée a la

culture en bioréacteur de 3 L.

I11.2.3. Hypothése de I’utilisation des acides gras par la levure

La littérature est assez pauvre en ¢léments explicatifs de I’influence des acides gras
pour la production de pigments et sur la croissance cellulaire des levures. Le role de 1’acide
oléique n’a pas encore été établi. Mouret (2006), a démontré que 1’acide oléique peut avoir
deux effets sur le métabolisme de la levure, un effet en tant que substrat (par la dégradation
des acides gras en acétyl-CoA) et I’effet génétique (stimulation de la transcription de certains

genes).

L’hypothése émise au cours de cette étude serait que 1'effet positif potentiel des acides
gras sur la croissance et la production de pigments pourrait étre induit, pour la souche utilisée,
par la transformation des acides gras (B-oxydation) en acétyl-CoA (fig. 1.12). L’acétyl-CoA

formé serait alors utilisé pour la synthese des caroténoides (fig. 1.13).

I11.2.4. Conclusion

D’apres les résultats obtenus, nous avons observé que la nature et la concentration des
acides gras ont une influence sur la cinétique de croissance et plus certainement sur la

production de caroténoides.

L’absence de régulation du pH et de I’oxygéne dissous dans les essais en fioles
d’Erlenmeyer ne permet pas de conclure sur I’influence réelle des acides gras par rapport aux
résultats observés. Cependant, au regard des résultats présentés dans le tableau III.1, il

apparait qu’un ajout de 3,5 mM d’acide oléique améliore assez la croissance des cellules.

Les essais en boite de Pétri (fig. I11[.4) ont montré une méme tendance des résultats
obtenus précédemment. Par une analyse qualitative de la couleur des cultures, nous avons
observé un effet favorable, di a 1’acide oléique (3,5 mM), sur la production de caroténoides
alors qu’une concentration supérieure (7 mM) limitait la croissance ou la production de

torularhodine.
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I11.3. Réglages pour la mise en ceuvre et le suivi des cultures

en bioréacteur

Pour une mise en ceuvre des cultures en bioréacteur, il est nécessaire de mettre au
point les techniques analytiques adaptées et performantes pour identifier les molécules
produites par la levure (caroténoides par CLHP-SM, spectrophotométrie) et les substrats

(hydrate de carbone, acides gras).

111.3.1. Influence de la nature et de la concentration des caroténoides

sur la mesure de la biomasse

La réalisation de la mesure de la biomasse, a été effectuée par une méthode
spectrophotométrique. La concentration cellulaire est estimée par la lecture de 1’absorbance
(densité optique) a 600 nm. Une dilution est nécessaire lorsque la densité optique dépasse la
valeur de 0,55 (valeur d’absorbance obtenue a 600 nm). Les dilutions s’effectuent dans de
I’eau physiologique (NaCl a 9 %o) pour éviter tout phénomene d’éclatement des cellules par

différence de pression osmotique.

Pour voir si la nature et la concentration du pigment influencent la lecture de la
biomasse par spectrophotométrie, nous avons suivi la démarche suivante. Une méme quantité
de matiere cellulaire a été récupérée, avec différentes concentrations de pigment et a été
diluée dans la méme quantit¢é d’eau. Ensuite, a partir de cet échantillon, une mesure
spectrophotométrique a été effectuée pour déterminer les concentrations en biomasse. Une
méme concentration en cellules aurait dii étre obtenue, cependant il n’a pas été possible de
baser la détermination de la concentration cellulaire a partir d’une mesure d’absorbance a

600 nm (fig. I11.5).

DO (600 nm) = 0,457 DO (600 nm) = 0,455 DO (600 nm) = 0,350 DO (600 nm) = 0,323

| |
v

La mesure de la concentration de levures par spectrophotométrie est
faussée par les caroténoides intracellulaires

Figure IIL.5. Mesure de la densité optique, par spectrophotométrie & 600 nm, pour une méme

concentration en biomasse obtenue selon différentes conditions opératoires.
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Pour résoudre ce probléme, nous avons suivi la croissance cellulaire pendant la culture
en bioréacteur, et toutes les 24 h, une courbe d’étalonnage a été réalisée. Le résultat des
¢talonnages obtenus au cours de la fermentation sont indiqués dans la figure I11.6 (a), (b), (c)

et (d). Apparemment deux phases distinctes de croissance peuvent étre distinguées :
e une premiere « peu colorée », entre 0 et 48 h, avec un coefficient k; = 1,2 = 0,005 ;

e ¢t une deuxi€éme, « intensément colorée », entre 48 h et 96 h, avec k, = 1,8 £ 0,004.
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05 0,5
£ 04 T 049
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o (=3
g 0.3 § 0,3
8021 8 02]
0,1 0,1
0,0 . . . , . 0,0 . . . . ,
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Concentration (g/L) Concentration (g/L)

Figure I11.6. Corrélation mesurée, entre 1’absorbance a 600 nm d’un échantillon de fermentation et la

masse séche des cellules de SP. ruberrimus (a) 24 h ; (b) 48 h; (c) 72 h ; (d) 96 h.

Apres avoir identifié deux phases distinctes, une peu colorée (avant 48 h) et une autre
trés colorée (apres 48 h), et déterminé les coefficients de corrélation unité DO/X (g de matiére
séche) pour chaque phase (respectivement: 1,2 unit¢ DO/gX et 1,9 unité DO/gX), nous
avons utilisé ces coefficients pour le suivi cinétique de croissance. Toutes les courbes de

croissance ont été¢ déterminées en tenant compte des deux phases distinctes de croissance.

I11.3.2. Coagulation des acides gras pendant la stérilisation

L’ajout stérile des acides gras dans le milieu de culture, représente également une

difficulté, rencontrée pendant la mise en ceuvre des cultures en bioréacteur de 3 L.
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Dans un premier temps, nous avons ajouté le(s) acide(s) gras dans le milieu de culture
avant la stérilisation du milieu. Cependant, nous avons observé, apres la stérilisation, que les
acides gras saturés (acides palmitique + stéarique) a 3,1 mM, sont restés en partie collés sur la
paroi du réacteur et sur les sondes de pH et d’oxygene dissous (fig. II1.7), ceci étant dii a un
phénomeéne de coagulation des acides gras saturés apres stérilisation, provenant de la tres

faible solubilité de ces molécules en milieu aqueux.

Figure I11.7. Insolubilité des acides gras saturés, palmitique et stéarique, créant leur accumulation dans

certaines parties du bioréacteur.

Pour résoudre ce probléme, il a été envisagé de dissoudre les acides gras saturés dans
10 mL d’éthanol avant de les injecter stérilement, a I’aide d’une seringue et d’une membrane-
filtre de 0,22 pum, dans le milieu de culture du bioréacteur. Toutefois, il a fallu vérifier
I’impact que pouvait avoir 1’éthanol ajouté sur la croissance des levures. Des essais en fioles
d’Erlenmeyer ont alors été réalisés : le premier avec de 1’acide oléique (insaturé) et ajout
d’éthanol (1 mL dans 100 mL de solution) et le deuxiéme avec le méme acide gras insaturé

sans éthanol.

Les résultats obtenus au cours des essais en fioles d’Erlenmeyer, ont montré que
I’é¢thanol, qui permet de solubiliser les acides gras saturés, n’a pas d’incidence négative ni
positive sur la croissance cellulaire. Ainsi, des ajouts d’acides gras dissous dans 10 mL
d’éthanol ont pu étre réalisés. Les ajouts ont été réalisés a 1’aide d’une seringue et d’une

membrane-filtre de 0,22 um dans la solution de glycérol technique préalablement stérilisé.
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Tous les acides gras ont été ajoutés dissous dans I’éthanol, pour que 1’étude soit réalisée dans

les mémes conditions opératoires.

I11.3.3. Dosage des acides gras du milieu de culture

Nous avons essay¢ de mettre au point une méthode analytique pour le suivi de la
consommation des acides gras résiduels dans le milieu de culture. Cette méthode permettrait
de déterminer la nature des acides gras préférentiellement utilisés par la levure, afin de
pouvoir I’ajouter ultérieurement dans le milieu de culture et optimiser la croissance cellulaire

et la production des caroténoides.

La méthode décrite au § I1.4.7 et utilisée pour le dosage des acides gras présents dans
le glycérol technique a été expérimentée mais n’a pas conduit a des résultats exploitables.
Ceci est trés certainement di a une forte dilution des acides gras dans le milieu de culture ;

plusieurs méthodes ont été appliquées pour concentrer les échantillons.

Pour ces essais, nous avons utilisé des échantillons standard avec des concentrations
connues. Un mélange d’acides oléique, stéarique, palmitique et linoléique avec une
concentration équipondérale comprise entre 2 et 4 g/L, a été dilué dans le milieu de culture.
Dans un premier temps, un traitement thermique, a 60 °C, dans un bain marie a été appliqué
pour concentrer 1’échantillon standard avant I’estérification méthylique. Cependant, les acides
gras ne sont plus détectés par analyse en chromatographie en phase gazeuse; cela est

probablement di a une dénaturation sous I’effet de la chaleur.

Une évaporation sous vide a température modérée a ¢galement été réalisée en vue de
la concentration des échantillons, toujours avant I’estérification méthylique des acides gras.
Cette concentration s'effectue 4 une température de 45 C. Aprés analyse par CPG, seul
I’acide stéarique a été détecté, les autres acides gras du mélange ne pouvant étre identifiés.
Cette méthode bien qu’indiquant la présence d’un des acides gras, ne répond pas, non plus,

aux attentes, un effet thermique pouvant étre responsable, 1a encore, d’une dénaturation.

Une derniere méthode de concentration utilisée, a été la lyophilisation pendant 48 h.
Les résultats observés aprés analyse par chromatographie en phase gazeuse, ont permis
d’identifier tous les acides gras qui composent le mélange. Afin de valider cette méthode,
nous avons utilis¢ le méme mélange d’acide gras a différentes concentrations. Dans ce cas, il
n’a pas €té possible d’établir une corrélation entre les signaux de la CPG et les concentrations
connues des acides gras. Ceci peut étre di a une extraction incompléte des acides gras

présents dans I’échantillon. Pour cette raison, un essai d’amélioration de 1’extraction des
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acides gras a I’hexane ou a I’éther de pétrole a été réalisé, sans réussir a établir des courbes de

calibration adéquates.

L’expérimentation infructueuse de différentes techniques de concentration-détection
des acides gras du milieu de culture, en vue du suivi de 1’évolution des acides gras dans les
milieux de culture ne permettra malheureusement pas de répondre a certaines interrogations

lors des études cinétiques suivantes.

I11.3.4. Extraction, analyse et identification des caroténoides

L’extraction des caroténoides a été effectuée avec un homogénéisateur, type presse de
French, comme décrit au § 11.4.5. Au cours des analyses des caroténoides, nous nous sommes
apercus que dans le mélange de caroténoides apres I’extraction, les débris cellulaires n’étaient
pas totalement ¢éliminés durant I’étape de centrifugation. Nous avons mesuré les protéines
cellulaires en mélange avec les caroténoides. Comme 1’¢élimination de ces protéines sans la
dénaturation des caroténoides, n’est pas facile, nous avons quantifié la concentration en
protéines des échantillons par la méthode de Bradford (§ 11.4.5.1), pour les soustraire de la
concentration finale des caroténoides totaux. Nous avons retrouvé une moyenne de 40 % de

protéines dans chaque échantillon, quelle que soit 1’origine de 1’échantillon.

Apres extraction, les caroténoides ont été analysés par CLHP et identifiés par
spectrométrie de masse. La méthode d’analyse des caroténoides, décrite au § 11.4.5, s’avere

trés efficace pour la séparation du mélange des caroténoides (fig. I11.8).
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25 § 7E 0 125 15 1T& 20 22§ 26 276 om0 326 36 TS 40
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Figure I11.8. Chromatogramme (A = 580 nm) obtenu aprés séparation, par CLHP, du mélange des
caroténoides produits par Sporobolomyces ruberrimus (A = torularhodine ; B = toruléne ; C = v-

caroténe ; D = B-caroténe).

Le B-carotene (fig. II1.8 (D)) a été identifié¢ avec I’aide d’un échantillon standard et
vérifié par spectrométrie de masse (M = 536). La torularhodine (fig. [11.9 (A)), M = 564, et le
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toruléne (fig. 111.9 (B)), M = 534, ont ét¢ identifiés par spectrométrie de masse parce qu’il

n’existe pas d’échantillons commerciaux standard pour ces molécules.
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Figure II1.9. Spectre de masse APCI-SM en mode positif des caroténoides produits par

Sporobolomyces ruberrimus. Les pics A, B, C et D de la figure II1.8 correspondent a

(a), torularhodine; (b), toruléne; (¢), y-caroténe et (d), f-caroténe, respectivement.
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L’identification par spectrométrie de masse du y-caroténe (fig. II1.9 (C)) a été un peu
plus difficile puisque ce caroténoide possede la méme masse molaire que le B-caroténe (536).
Alors pour confirmer la nature de la molécule, nous avons observé le schéma de synthese des

caroténoides (fig. I11.10).

=
\
AN

/ X

/ i N N g ~

[ 2
B-caroténe

\\\\\\\\\\W

CHaOH
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Torularhodme

Figure I11.10. Voie proposée pour la biosynthése des caroténoides chez Rhodotorula glutinis (Simpson

et al., 1964).

Nous avons remarqué que dans la voie de synthese de la torularhodine, les trois autres
caroténoides présents sont le toruléne, le B-caroteéne et le y-caroténe. Ainsi, il est probable que
le y-caroténe soit le caroténoide observé dans le pic C de la figure II1.7. Davolil et al. (2004)
avaient eux-mémes observé I’accumulation de ce caroténoide chez Sporobolomyces roseus et

Rhodoturola glutinis.
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Le tableau III.2, présente un résum¢ des caractéristiques de chaque caroténoide

identifié par la barrette de diodes UV-visible et I’APCI-SM, au cours de cette étude.

Tableau IIL.2. Temps de rétention en CLHP-phase inverse associé¢s aux caractéristiques d’absorption
maximale dans le visible et aux masses correspondantes déterminées par APCI-SM des caroténoides

produits par SP. ruberrimus.

Caroténoides tr (mn) A max (NM) APCI-SM (m/z)
Torularhodine (A) 15,4 470, 500, 524 565,3 [M+H]"
Toruléne (B) 18,2 460, 485, 518 535,5 [M+H]"
y-Caroténe (C) 18,6 430, 460, 489 537,4 [M+H]"
B-Caroténe (D) 19,1 425, 452, 480 537,4 [M+H]"

I11.3.4.1. Etude de la stabilité des caroténoides au cours du temps

L’un des grands problémes de stockage des caroténoides est leur sensibilité a divers
facteurs physico-chimiques et leur réactivité qui peut étre treés intense. Ceci peut apparaitre
comme un handicap lorsque I’on souhaite utiliser ces molécules pour leurs propriétés
antioxydante/anti-radicalaire et pour leur capacité de coloration caractéristique, sur le long
terme. C’est la raison pour laquelle il est nécessaire d’étudier la dégradation, au cours du
temps, des caroténoides présents dans les extraits de Sporobolomyces ruberrimus. La
torhularhodine étant connue pour son haut pouvoir antioxydant, et par conséquent sa haute
réactivité, il est indispensable de comparer la cinétique de dégradation de cette molécule

particuliére, en présence ou non d’agent antioxydant protecteur.

Des antioxydants de qualité alimentaire ont été choisis pour cette étude : ce sont le
butylhydroxytoluéne (BHT) et le tert-butylhydroquinone (TBHQ). Ces antioxydants
chimiquement tres stables, sont, selon les données de la littérature, bien adaptés aux objectifs
de I’étude. Des concentrations massiques comprises entre 0,04 % et 0,2 % (m/m), ont été

choisies pour la réalisation de cette étude.

Apres I’extraction et la récupération des caroténoides, une solution mere a été¢ obtenue
a une concentration égale a 1,24 g de caroténoides/L et a été divisée en 7 fractions de 1 mL
chacune, qui ont été placées dans des tubes a essais. Les antioxydants BHT et TBHQ ont été
ajoutés aux échantillons de caroténoides en mélange, placés dans le solvant de stockage,
I’acétone. Ainsi, sept tubes ont servi a caractériser la cinétique de dégradation des quatre
caroténoides des extraits obtenus a partir de Sp. ruberrimus: un témoin sans apport

d’antioxydant externe, trois tubes avec différentes concentrations de BHT et trois tubes dans
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lesquels ont été introduites des quantités ¢galement différentes de TBHQ. Le ciel de ces tubes

est empli d’air.

Par contre, pour éviter I’incidence de la lumicre et de la chaleur, les tubes a essais ont
été couverts avec du papier aluminium et conservés a 4 °C. Chacun des tubes a servi au
prélevement de six échantillons pour analyse par CLHP ; une mesure initiale au temps t a été
suivie de cinq mesures correspondant a différentes durées de stockage entre 1 et 45 jours.
Nous avons mesuré la disparition des caroténoides au cours du temps, par analyse en CLHP.
La méthode CLHP utilisée, ne permet pas de mettre en évidence les antioxydants de synthese
utilisés ni les produits d’oxydation mais elle permet la séparation et I’analyse des différents

caroténoides (torularhodine, toruléne, 3-caroténe et y-caroténe).
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Figure I11.11. Etude d’effet de 1’ajout des antioxydants sur la dégradation des caroténoides. (a)
échantillon témoin, (b) BHT a 0,04 %, (c) BHT a 0,1 %, (d) BHT a 0,2 %, (e) TBHQ a 0,04 %, (f)
TBHQ a2 0,1 % et (g) TBHQ a 0,2 %.
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La figure III.11 (a), montre le résultat obtenu pour 1’échantillon témoin conservé, au
cours du temps, sans ajout d’antioxydant au mélange de caroténoides. La torularhodine étant
le caroténoide le plus présent, une diminution trés intense de son pic chromatographique se
traduit par une chute trés importante de sa concentration au cours des 3 a 5 premiers jours. Il
est a noter qu’apres 24 h, la concentration de torularhodine est divisée par 2 et apres 30 jours,
elle est presque nulle. Les trois autres caroténoides présents dans le mélange, suivent la méme
tendance que celle observée pour la torularhodine, leur concentration est divisée par 2 apres
24 heures. A4 priori, la disparition de la torularhodine semble largement plus importante que
celle des trois autres caroténoides présents dans le mélange. En fait, si Ion représente
I’évolution du logarithme népérien de la concentration des différents caroténoides rapportée a
leur propre concentration initiale, définies en U.A., au cours du temps (fig. I11.12), il ressort
que I’on peut représenter 1’évolution des données en obtenant des pentes négatives et de
valeur élevée, équivalentes pour chacun des caroténoides, que ce soit dans une premiére phase
entre 0 et 3 jours ou, nettement plus faibles, dans une seconde phase, a partir de 3 jours
jusqu’a la fin du processus réactionnel expérimenté. Ceci est valable pour tous les
caroténoides, excepté le y—caroténe pour lequel le manque de précision des mesures ne permet
pas une analyse pertinente du comportement cinétique de cette molécule. I n’apparait donc
aucune différence quantitative dans les cinétiques de dégradation des divers caroténoides.
D’un point de vue cinétique, cette « disparition » de la torularhodine, équivalente a celle des
autres caroténoides peut €tre interprétée comme une réponse similaire a 1’oxydation par
I’oxygene dissous. Une réponse sans équivoque sur 1’interprétation de la dégradation de ces
caroténoides face a leur pouvoir antioxydant pourrait étre obtenue en identifiant les molécules
formées au cours de la « disparition » et en mesurant leur pouvoir antioxydant a 1’aide de

différentes techniques.
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Figure I11.12. Représentation semi-logarithmique, en fonction du temps, des courbes cinétiques de
dégradation de la torularhodine (a), du toruléne (b) et du B-caroténe (c), obtenue a 1’abri de la lumiére,

a4 °C et en présence d’air.

L’effet de I’ajout des antioxydants de synthese sur la dégradation des caroténoides, est
montré dans la figure III.11 pour le BHT (b) a 0,04 %, (c) a 0,1 %, (d) a 0,2 %, et pour le
TBHQ (e) 2 0,04 %, () a 0,1 % et (g) 4 0,2 %.

A T’ajout de chaque antioxydant de synthése correspond un effet cinétique équivalent,
quelle que soit la concentration ajoutée, le BHT se montrant plus efficace contre la
dégradation des différents caroténoides que le TBHQ. Avec un ajout de BHT, la
concentration de la torularhodine diminue seulement de moitié¢ apres 45 jours de conservation,
alors qu’elle est proche de zéro dans 1’échantillon témoin (sans ajout d’antioxydant de
synthése). En présence de TBHQ, apreés 45 jours, la concentration de torularhodine est
diminuée par 2/3. Comme observé avec 1’échantillon témoin, la concentration des autres
caroténoides présents dans le mélange, est presque nulle aprés 45 jours. Les différentes
concentrations des antioxydants de synthése, n’ont pas amélioré I’effet protecteur des
caroténoides, ainsi un ajout de 0,04 % ou de 0,2 % a un effet semblable sur la protection des

caroténoides.

Une représentation semi-log de [’évolution des concentrations des différents
caroténoides extraits de SP. Ruberrimus (non montrée) dans le cas d’une protection par le
BHT ou le TBHQ a différents taux, conduit au méme type de conclusion que celle obtenue a
partir des résultats issus de la figure I11.12. En fait, malgré une dispersion des points liée a une
imprécision des mesures due a la méthodologie expérimentale, il apparait bien deux phases
cinétiques linéaires distinctes et ce, quel que soit le caroténoide envisagé et quel que soit

I’agent protecteur ajouté. Par exemple, dans le cas du BHT, sont observées :

94



Chapitre 11l — Résultats et discussion

¢ une premicre période entre 0 et 3 jours, avec une dégradation rapide mais 6 a 7 fois

plus lente qu’en absence d’antioxydants de syntheése,

e ct une seconde période, apres 3 jours de stockage, avec une vitesse de dégradation
lente, de cinq fois inférieure aux résultats obtenus lorsque les caroténoides ne sont pas

protégeés.

II1.3.5. Conclusion

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré que la dégradation des
caroténoides au cours du temps, méme a I’abri de la lumicre et de la chaleur mais en présence
de I'oxygeéne de Dair, était trés importante. Cette dégradation s‘effectue en deux phases
distinctes : ’une trés rapide pendant les trois premiers jours alors que celle qui suit est environ
dix fois plus lente, et ce, quelles que soient les conditions de stockage des caroténoides.
L’ajout d’un antioxydant de synthése permet de limiter la dégradation des caroténoides au
cours de leur stockage. Les deux antioxydants utilisés dans cette étude n’ont pas eu le méme

effet protecteur, le TBHQ étant moins efficace que le BHT.

L’étude préliminaire, proposée ici, n’a pas permis d’élucider I’apparente dichotomie
entre les deux phases cinétiques de dégradation des caroténoides. Par contre, elle a mis en
évidence, méme s’il serait nécessaire d’approfondir par I’expérience les observations faites
par des méthodologies plus adéquates (expériences sous ciel d’azote ou d’oxygene pur,...),
une apparente unicité cinétique de dégradation des différents caroténoides présents dans les

extraits obtenus.

En tout état de cause, I’instabilité de ces caroténoides présente une faiblesse qui peut
ou doit étre corrigée par une stabilisation de ces molécules, et notamment de la torularhodine

par la fonctionnalisation de sa fonction carboxylique.

II1.3.6. Cultures comparées de SP. ruberrimus sur différentes sources

de glycérol

111.3.6.1. Introduction

Apres avoir identifié les principales difficultés pour la mise en ceuvre des cultures en

réacteur de 3 L, pour un suivi objectif des variables d’état et d’intérét (biomasse, acides gras
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et caroténoides), la derniére partie de cette section traitera de I’influence de différentes
sources carbonées sur la cinétique de croissance et de production des caroténoides par SP.

ruberrimus.

(b)
Température régulée (°C) 23
pH régulé 6
Oxygene dissous régulé (%) 50
Glycérol pur/technique (g/L) 33,5
(NH4),S0, (g/L) 20

Figure I11.13. Bioréacteur de 3 L (a) et conditions opératoires (b) utilisées pour les cultures comparées

sur différentes sources de glycérol.

Les résultats obtenus précédemment ont conduit a penser que 1’ajout d’acides gras
dans le milieu de culture a une influence non négligeable sur la cinétique de croissance et la
production des caroténoides. Il s’agit désormais de mettre en ceuvre les levures dans des
conditions maitrisées (température, pH et oxygeéne dissous) afin de vérifier si les observations
faites jusqu’a présent étaient vérifiables et correctement quantifiables dans ce nouvel
environnement. Pour cela, trois sources de carbone a base de glycérol ont été utilisées. Une
culture témoin a été réalisée avec du glycérol pur et deux autres avec les glycérols techniques

A et B contenant des concentrations différentes en acides gras (§ II1.1).

Le volume initial de milieu dans le réacteur est fixé a 1,5 L, apres inoculation, pour
I’ensemble des fermentations réalisées. Les fermenteurs de 3 L (fig. II1.13 (a)) sont stérilisés a
I’autoclave avec tous leurs accessoires et le milieu de fermentation. Les parameétres de
fermentation utilisés et contr6lés pendant toute la durée de chaque fermentation ont été fixés
et sont présentés dans la figure II1.13 (b). Ces parametres seront utilisés tout au long de

I’étude des cultures en bioréacteur de 3 L.
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I11.3.6.2. Résultats cinétiques comparés de SP. ruberrimus sur trois
sources de glycérol différentes : croissance et production de

caroténoides

L’objectif principal de ces premicres mises en ceuvre de la levure en bioréacteur est de
comparer les performances de croissance et de production de caroténoides afin de choisir un
type de glycérol technique pouvant servir de source de carbone et d’énergie pour I’espece Sp.
ruberrimus pour la suite de 1’étude, et en conservant a I’esprit 1’aspect valorisation de ce type
de substrat. Au cours de ces mises en ceuvre, la température, le pH et le taux d’oxygene sont
régulés respectivement a 23 °C, 6 et 50 %, valeurs qui avaient étaient jugées, par I’expérience,
comme les meilleures au cours d’un travail précédent (Razavi, 2004), Seule 1’aération avait
¢été déterminée a priori pour éviter une limitation ou un exces potentiellement préjudiciable au
métabolisme général et, par conséquent, au bon déroulement de la « fermentation ». C’est la
raison pour laquelle ces facteurs opératoires ont été maintenus constants et ont servi de base
de comparaison pour I’ensemble des fermentations réalisées dans cette premiere étape mais
aussi pour ’ensemble des expériences destinées a déterminer si I’apport d’acides gras, de
diverses natures, aux milieux de cultures permettait d’accroitre les performances de
croissance et de production de caroténoides et plus particulierement de torularhodine. De
méme, la concentration en glycérol, a été fixée a 33,5 g/L, pour I’ensemble des fermentations,
afin de pouvoir apprécier les effets cinétiques mais aussi limiter la durée des processus a une

semaine.

La figure III.14 présente les résultats cinétiques concernant essentiellement la
croissance et obtenus avec les trois sources de glycérol, un pur et deux techniques, le A et le
B, ce dernier étant moins riche en acides gras associé¢s. Globalement, on peut observer une
grande similarité des courbes de croissance au cours des 40 a 50 premicres heures puis un
début d’effet 1étal apparait dés la disparition du glycérol du milieu. Par contre, il est notoire
que les cinétiques d’évolution de la concentration du glycérol suivent des trajectoires
différentes a cause d’une consommation différée de ce substrat, probablement due a la
présence d’acide gras. Ce phénomene est tout a fait bien illustré avec le glycérol technique A
qui contient environ 1 g/L d’acide gras dont 55 % d’acide oléique. Dans ce cas, une trés nette
accélération de la cinétique suit le « ralentissement » initial, qui conduit a la disparition du
glycérol, de type A, presque en méme temps que le glycérol issu du glycérol technique B. Il
est significatif que la cinétique la plus lente est observée avec le milieu contenant du glycérol

pur, c’est-a-dire ne contenant pas d’acides gras.
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Biomasse (g/L)
Glycérol (g/L)

0 20 40 60 80

Temps (h)

Figure I11.14. Cinétique de croissance de Sporobolomyces ruberrimus et de consommation du glycérol
a 23 °C, pH 6 et taux d’oxygene dissous = 50 %. Symboles : ¢ glycérol pur, m glycérol technique A, @
glycérol technique B.

Si I’on regarde les valeurs des paramétres cinétiques, qui correspondent a des
indicateurs de performance de la fermentation, il est visible que le glycérol pur et que le
glycérol technique B conduisent a des résultats globalement équivalents aussi bien pour ce qui
est du rendement global de croissance (0,49 + 0,05 g de biomasse produite par g de glycérol
consomm¢) alors que la durée de la fermentation est significativement accrue de 1’ordre de 10
h, soit 14 %, en présence de glycérol pur (’erreur de 10 % sur le rendement correspond a
I’erreur additive de la mesure de biomasse, 8 %, et de la mesure du glycérol, bien plus faible).
Par contre, le rendement de croissance obtenu avec le glycérol technique A, le plus riche en
acides gras, est apparemment amélioré avec une valeur de 0,52 + 0,05 g/g) (tableau III.3).
Ainsi, I’effet « retard » sur la consommation de glycérol et « amélioration » du rendement de
croissance pourrait étre di a la présence d’acides gras qui pourraient participer a un apport de
carbone mais également & un apport énergétique, en direction d’un surplus de production
d’acétyl-CoA en faveur de la croissance. Ceci consiste en une hypothése qui devrait toutefois
étre vérifiée. Enfin, les taux de croissance maximum sont équivalents, a 1’erreur prés sur la

mesure de biomasse.

La figure III.15 traduit 1’évolution générale des caroténoides synthétisés, au niveau
intracellulaire, par Sp. ruberrimus, dans le cas de référence « mise en ceuvre avec du glycérol
pur ». Pour chaque caroténoide, ces allures de courbe sont reproduites, avec moins

d’incertitude, dans le cas des glycérols technique. Les mesures en UA (équivalent d’une
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concentration en signal électrique par L de milieu) montrent, malgré une précision qui parfois
peut paraitre insuffisante, comme dans cette représentation, des tendances qui doivent étre
confirmées. D’apres cette figure, il apparait une premiere période de production et
d’accumulation, quasiment proportionnelle, des différents caroténoides jusqu’a la disparition
du glycérol. Dés que le glycérol a disparu, les concentrations de [ et de y-caroténe ne
semblent plus évoluer alors que la diminution du toruléne semble compensée par

I’augmentation de torularhodine.

1,0E+06 - , ,
—&— Pic 1(torularhodine)
9,0E+05 —=—— Pic 2 (Torulene)
8.0E+05 - —a— Pic 3 (Gama- carotene)
— ’ —e— Pic 4 (beta-carotene)
S 7,0E+05 -
@ 6,0E+05 -
S 5,0E+05 -
c
£ 408405 |
S 3,0E+05 -
2,0E+05 -
1,0E+05 -
0,0E+00 ‘
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Figure II1.15. Cinétique d’accumulation des caroténoides produits par Sp. ruberrimus a 23 °C, pH 6,
OD = 50 % a partir de glycérol pur (33,5 g/L). Symboles : ¢ torularhodine, m toruléne, ® [3-caroténe et

A y-caroténe.

Comme un point de repere, on peut noter que la concentration de torularhodine avec
du glycérol pur atteint environ 4,5.10° UA au moment de la disparition du glycérol (fin de la
phase de croissance) et qu’elle augmente d’a peu prés 2.10° UA au cours des 25 h d’aprés
croissance. A la fin de la phase de croissance, le glycérol technique B conduit a une
concentration de torularhodine d’un peu plus de 4.10° UA (7.10° UA 25 h plus tard) alors que
le glycérol A fournit des concentrations plus élevées : 6,5.10° UA et 10.10° UA, 25 h plus
tard. Pour chaque type de glycérol, la concentration de torularhodine augmente d’environ 25
% au cours des 25 h suivant la fin de la période de croissance. Il semble que cela soit
essentiellement au détriment du toruléne dont la concentration diminue au prorata, mais il est

évident que le glycérol technique A est un meilleur initiateur de production de torularhodine.
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Il existe une autre fagon d’appréhender la cinétique de production des caroténoides ;
elle repose sur I’évolution de la concentration spécifique des caroténoides en mg/gX pour le
B-caroténe et en UA/gX/L pour les autres caroténoides. Cette représentation traduit une
évolution quantitative des caroténoides au sein de la cellule en (fig. I11.16) ou en pourcentage

si cette donnée est rapportée a la quantité totale des caroténoides (fig. I11.17).
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Figure I11.16. Cinétique de formation des caroténoides en concentration spécifique en UA/gX/L (a) et
de formation du B-caroténe en mg/gX (b) produits par SP. ruberrimus a 23 °C, pH 6, OD = 50 % et

glycérol technique B (33,5 g/L). Symboles : ¢ torularhodine, m toruléne, ® B-caroténe et A y-caroténe.

Ces représentations sont intéressantes mais ne sont pas fiables aux faibles
concentrations de biomasse et, par conséquent, aux faibles concentrations en caroténoides, a
cause de la plus grande incertitude sur les mesures de ces variables d’état. C’est en effet au
début de la fermentation, avant 30 h dans le cas présent (période délimitée par des traits
pointillés verticaux dans la figure I11.16 a et b), que les résultats sont les plus incertains. Par
contre, il est possible d’examiner ce qui se déroule apres la deuxiéme barre verticale en traits
pointillés, avec une analyse « intracellulaire ». Par exemple, la figure III.16 indique que les
concentrations intracellulaires de -caroténe et de y-caroténe ne semblent pas varier pendant
et aprés la croissance, alors que celles du toruléne et de la torularhodine paraissent
s’accumuler pendant la croissance puis décroitre pour le toruléne et continuer a augmenter
pour la torularhodine pendant la période post-croissance. Ceci montre des comportements

différenciés au cours de la synthése des caroténoides.

Le deuxiéme type de représentation des concentrations spécifiques peut se faire selon
une répartition en pourcentage (fig.II1.17). Ceci ne correspond pas a une répartition de flux
métaboliques mais a un regard comportemental de la levure par rapport au schéma

métabolique de synthése de la torularhodine proposé par Simpson et al. (1964) (fig.111.10).
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Outre les observations faites a partir des représentations précédentes — concentrations
volumiques ou spécifiques au cours du temps — montrant I’effet positif global d’une
supplémentation des milieux de culture par des acides gras, ce type de représentation permet
de dichotomiser les comportements liés a la présence ou non d’acides gras associés a la

source de carbone principale, un peu comme la comparaison des cinétiques de consommation

r
du glycérol.
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Figure I11.17. Influence de différentes sources de glycérol sur le pourcentage de répartition
intracellulaire des caroténoides (UA/gX/L). (a) glycérol pur ; (b) glycérol technique A ; (c) glycérol
technique B.

En effet, ’observation des graphes représentant les taux respectifs des quatre espéces

de caroténoides fait apparaitre trois types de conclusions générales ou plus spécifiques.

e Tout d’abord, une remarque, valable pour les trois types de glycérol, est que le
pourcentage de torularhodine semble varier en sens inverse du -caroténe, ce qui correspond

au schéma métabolique indiqué.

e Une deuxieme remarque globale concerne 1’évolution du pourcentage de la
torularhodine qui, apres la période initiale des cultures soit apreés 30 h, reste a peu pres
invariable jusqu’a la fin de la période de croissance, puis augmente au détriment du toruléne

et du B-caroténe.
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¢ e pourcentage de torularhodine, pendant la croissance, semble correspondre au type

de substrat présent dans le milieu de culture. Ainsi, ce pourcentage est :
(a) légerement inférieur a 60 % en absence d’acides gras,
(b) 1égérement supérieur a 60 % lorsqu’il y a peu d’acides gras (= + 5 %),

(c) inférieur a 70 % en présence de quantités d’acides gras plus importantes (= + 5%).

Conclusion

Cette premicere partie de 1’étude a permis, en premier lieu, d’apprécier la qualité des
méthodes et techniques adaptées, au cours de ce travail, pour l’extraction-récupération
(utilisation de la presse de French) des caroténoides et la quantification de leurs

concentrations (Weber et al., 2007).

En deuxieme lieu, il s’est avéré que les résultats indicatifs, observés a 1’échelle de la
boite de Pétri et des fioles d’Erlenmeyer, étaient, au premier abord, validés avec des
concentrations en torularhodine plus importantes en fin de phase de croissance pour les

levures ayant €té en contact avec le glycérol le plus riche en acides gras.

En troisieme lieu, il semble également que la présence d’acides gras contribue a

améliorer le rendement de croissance sans modifier le taux de croissance (tableau III.3).

En quatriéme lieu, la difficulté de mesurer les concentrations d’acides gras du milieu
est a ’origine d’un manque d’information notable qui aurait, peut-étre, permis d’expliquer le

retard observé a la consommation du glycérol en leur présence notable.
Enfin, deux glycérols ont été retenus pour la poursuite de I’étude :

e le glycérol pur qui servira de base pour étudier le comportement de la levure en

milieu supplémenté en différents acides gras,

e ct le glycérol technique B, proche du glycérol pur, au niveau des premiers résultats
cinétiques, qui représente aussi, un type de substrat valorisable et certainement plus abondant
dans le futur, a cause d’une récupération plus affinée des acides gras servant a la production

de biocarburants.
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Tableau III.3. Caractéristiques quantitatives de Sp. ruberrimus en cultures réalisées a 23 °C, pH 6 et

OD =50 % avec différentes sources de carbone (33,5 g/L): glycérol pur, glycérol technique A et

glycérol technique B.
Source de carbone Glycérol pur (g/L)  Glycérol technique A (g/L)  Glycérol technique B (g/L)
Ximax (g/L) 17,5+ 1,4 18,5+ 1,5 17,5+ 1,4
Imax (B 0,061 0,057 0,058
R x/s (global) (g/g) 0,49 £ 0,05 0,52 +0,05 0,49 £ 0,05
Torularhodine 5+0,6 6+0,7 351404
(10° UA)
Durée croissance (h) 71 63 61

II1.4. Etude de ’influence des différents ajouts d’acide gras

L’¢étude précédente a montré que la présence en quantités non négligeables de
différents acides gras pouvait avoir un effet sur le comportement métabolique de la levure en
augmentant directement ou indirectement le rendement de croissance sans altérer le taux de
croissance maximum, mais aussi sur l’accumulation de torularhodine aussi bien en
concentration qu’en pourcentage. L’objectif est désormais d’essayer, dans un premier temps,
de confirmer ces observations et d’identifier le ou les acides gras responsables de ces
phénomenes. Aussi, il est indispensable de déterminer la quantité d’acide gras qu’il est
nécessaire d’ajouter au milieu pour apprécier ces phénomenes. C’est pourquoi, en tenant
compte des résultats préliminaires obtenus en boites de Pétri, une concentration supérieure a
1 g/L d’acide gras ayant, alors, semblé inhibitrice de la croissance cellulaire ou de la
production de torularhodine, il a ét¢ décidé de réaliser un essai comparatif de croissance des
levures en réacteur régulé de 3 L, en présence de 1 g/L et de 2 g/L d’acide oléique. Aucun
effet de ralentissement de croissance n’ayant été décelé, grice, trés certainement, aux
conditions controlées de mise en ceuvre, il est apparu qu’une concentration de
supplémentation de 2 g/ d’acide gras semblait satisfaisante pour repérer les effets
recherchés. C’est la raison pour laquelle cette concentration a ¢été choisie pour la

quantification de I’influence des acides gras sur la culture de Sp. ruberrimus.

Les acides gras choisis et qui seront ajoutés aux milieux de cultures contenant soit du
glycérol pur, soit du glycérol technique B, sont ceux entrant dans la composition des deux lots

de glycérol technique utilisés précédemment ; il s’agit des acides oléique, palmitique et
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linoléique. Un quatrieme acide gras a été retenu pour cette étude; I’acide stéarique qui

comporte, comme les acides oléique et linoléique, 18 C, et est trés abondant et de faible coft.

I11.4.1. Influence de la supplémentation du milieu de culture contenant

du glycérol pur en différents acides gras

La représentation des cinétiques de croissance et de consommation du glycérol de la
figure III.18 montre des comportements variés de consommation du glycérol, que 1’on peut

différencier en trois groupes :

e la référence sans ajout et 1’ajout d’acide palmitique qui présentent, correspondant a

une durée de croissance de 1’ordre de 70 h, la cinétique de disparition de glycérol la plus lente,

¢ I’ajout d’acide linoléique qui fait apparaitre un retard initial important suivi par une

accélération de la diminution du glycérol (durée de 70 h),

e ct les ajouts oléique et stéarique qui, aprés une assez longue période de lente
consommation, montrent une disparition subséquente rapide (correspondant & une durée de

croissance comprise entre 55 et 60 h).

Parallelement, il est possible d’apprécier les effets des supplémentations sur la
cinétique de croissance allant dans le méme sens que les catégories définies ci-dessus. Un
regard plus précis sur les aspects quantitatifs indique que toutes les supplémentations sont a
I’origine d’un meilleur rendement de croissance apparent et d’un meilleur taux de croissance
maximum, en particulier les acides gras a 18 C avec une valeur de rendement de 0,58 g/g pour

I’acide oléique (tableau II1.4).
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Figure I11.18. Cinétiques de croissance et de consommation du glycérol pur de SP. ruberrimus a 23 °C,
pH 6 et OD = 50 %. Cultures réalisées avec ajout de différents acides gras (palmitique, stéarique,

oléique et linol¢ique) a une méme concentration de 2 g/L.

Concernant la production des caroténoides, il ressort que les concentrations de
torularhodine obtenues au moment de la disparition du glycérol sont toutes significativement
supérieures a celle obtenue avec le glycérol pur non supplémenté, avec des valeurs comprises
entre 5,5.10° UA et 7.10° UA, voisines de celle obtenue avec le glycérol technique A, les

concentrations continuant a croitre par la suite.

La figure I1.19 montre les allures de répartition des différents caroténoides allant dans
le méme sens que les observations faites avec le méme genre de représentation faite pour les
expériences réalisées avec les trois sortes de glycérol. Il est a noter que 1’ajout d’acide oléique
présente les meilleurs taux de torularhodine avec plus de 60 % pendant la croissance et pres

de 80 %, une quarantaine d’heures apres la fin de la croissance.
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Figure II1.19. Influence de différents ajouts d’acide gras dans le glycérol pur (33,5 g/L) sur

I’accumulation des caroténoides (aire du pic/g de cellules). (a) sans ajout ; (b) acide palmitique ; (c)

acide stéarique ; (d) acide oléique ; (e) acide linoléique.

Tableau I11.4. Caractéristiques quantitatives de SP. ruberrimus en cultures réalisées a 23 °C, pH 6 et

OD a 50 %, avec du glycérol pur (33,5 g/L) et supplémentation de différents acides gras (palmitique,

stéarique, ol¢ique et linoléique) a une méme concentration, 2 g/L.. La concentration de torularhodine

indiquée correspond au moment ou la consommation de glycérol totale.

Acide gras
Glycérol pur (g/L)
Ximax (&/L)

Bimax (07
R x/s (global) (g/g)

Torularhodine (10° UA)

Durée de la croissance (h)

Sans ajout  Palmitique
33,5 33,5
17,5+£1,4 19,0+ 1,5
0,061 0,064
0,49£0,05 0,54 £0,05
5+£0,6 7+0,8
71 70

Stéarique Oléique
33,5 33,5
20,0+1,6  20,5+1,7
0,066 0,065
0,57+0,06 0,58 +0,06
6£0,7 6,5+0,7
60 55

Linoléique
33,5
20,0+ 1,6
0,065
0,57 £ 0,06
5,5+0,7
70
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Les résultats du tableau II1.4, obtenus en réacteur contrdlé, confirment les tendances
observées lors des expériences en boites de Pétri ; globalement I’acide oléique permet une
amélioration de la croissance de la levure et de I’accumulation de torularhodine dans la

cellule.

I11.4.2. Influence de la supplémentation du milieu de culture contenant

du glycérol technique B avec différents acides gras

En reprenant le méme schéma expérimental que celui proposé au paragraphe
précédent avec le glycérol pur, mais en utilisant le glycérol technique B, il est visible que 1’on
retrouve des similitudes de comportement cinétique. Ceci est vérifi¢ avec la culture
supplémentée avec de ’acide linoléique, qui montre la cinétique la plus lente et les milieux
supplémentés en acide oléique et en acide stéarique qui induisent des cinétiques assez rapides.
Par contre, la cinétique rapide avec un apport d’acide palmitique est moins attendue (fig.

111.20).

D’un point de vue quantitatif, les rendements de croissance calculés a partir des
données expérimentales fournissent quasiment les mémes valeurs que celles obtenues avec le
glycérol pur supplémenté, excepté pour 1’ajout d’acide stéarique qui voit sa valeur passer de
20 a 18 g/gce qui ne parait pas obligatoirement valide du fait de D’incertitude sur la
détermination des rendements (erreurs cumulées sur la mesure de biomasse et sur le glycérol
=10 %). Toutefois, un relatif faible taux de croissance maximum (0,062 h™") est également

noté avec I’acide stéarique.
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Figure I11.20. Cinétiques de croissance et de consommation du glycérol technique B de Sp. ruberrimus
a23 °C, pH 6 et OD =50 %. Cultures réalisées avec ajout de différents acides gras (palmitique,

stéarique, oléique et linoléique) a la méme concentration, 2 g/L.
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Tableau IIL.5. Caractéristiques quantitatives de Sp. ruberrimus en cultures réalisées a 23 °C, pH 6 et
OD =50 %, avec du glycérol technique B (33,5 g/L) et supplémentation de différents acides gras
(palmitique, stéarique, oléique et linoléique) a une méme concentration, 2 g/L. La concentration de

torularhodine indiquée correspond au moment ou la consommation de glycérol totale.

Acide gras Sans ajout  Palmitique  Stéarique Oléique Linoléique

Ximax (g/L) 17514  19,0+1,5 18014 20,0%1,6 20,0+ 1,6

Wmax (W) 0,058 0,067 0,062 0,068 0,065

R x/s (global) (g/g) 0,49+0,05 0,54+£0,05 0,51+0,05 0,57£0,06 0,57+0,06
torularhodine (10° UA) 3,5£0,5 4,0+0,5 4,0£0,4 4,004 4,5+04

Durée de la croissance (h) 61 80 74 67 94

L’ensemble des données quantitatives présentées dans le tableau II1.5 fait, a nouveau,
apparaitre 1’acide oléique a I’origine des meilleures performances de croissance. Les mesures
des concentrations des caroténoides paraissent relativement plus faibles que celles attendues,

toutefois, les résultats restent satisfaisants.

Ainsi, d’apres les différents résultats obtenus au cours des deux dernicres séries de
cultures en bioréacteur, 1’acide ol¢ique a été considéré comme 1’acide gras pouvant contribuer
a la meilleure croissance et a une production améliorée de la torularhodine et a été choisi pour
la suite de I’étude pour déterminer les conditions opératoires permettant d’aboutir a une

croissance et une production de torularhodine optimales.

I11.4.3. Influence de la supplémentation du milieu de culture contenant
du glycérol technique B avec différentes concentrations d’acide
oléique

Le choix de I’acide oléique établi a partir d’expériences réalisées avec des ajouts de
2 g/L, et aprés une premiere comparaison entre des ajouts a 1 et 2 g/l (données non
présentées), il est devenu nécessaire de voir si un apport plus important en acide gras
permettait d’accroitre les performances de croissance et/ou de production de torularhodine.
Pour cela, il s’est agi de comparer I’intérét et I’efficacité d’un apport a 2, 5, 10, 15 et 20 g/L

au travers des parametres cinétiques quantitatifs.
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Figure I11.21. Cinétiques de croissance et de consommation du glycérol technique B de SP. ruberrimus
a23 °C, pH 6 et OD =50 %. Cultures réalisées avec ajout d’acide oléique a 2 g/L., 5 g/L, 10 g/L,
15 g/L et 20 g/L.

La figure II1.21 ne laisse pas apparaitre ou supposer de grandes différences d’un point
de vue cinétique entre les cinq cultures, si ce n’est une possible amélioration du rendement de
croissance avec une valeur de 0,63 = 0,06 gX/g de glycérol (0,574 0,06 g/g) (tableau III.6).
Toutes les valeurs de pmax sont a peu pres équivalentes méme si celles obtenues a + 2 g/L et

a+ 15 g/L sont un peu supérieures avec 0,068 h™.

Tableau II1.6. Caractéristiques quantitatives de Sp. ruberrimus en culture réalisées a 23 °C, pH 6 et
OD =50 %, avec du glycérol technique B (33,5 g/L) et supplémentation d’acide oléique a 2 g/L,
5¢g/L, 10 g/L, 15 g/L et 20 g/L. La concentration de torularhodine indiquée correspond au moment ot

la consommation de glycérol totale.

Acide oléique (g/L) 2 5 10 15 20

Kimax (g/L) 200+1,6 20,0+1,6 200+1,6 22,0+1,7 20,0+ 1,7

Wmax (h™) 0,068 0,064 0,063 0,068 0,063

R x/s (global) (g/g) 0,57+0,06 0,57+£0,06 0,57+0,06 0,63£0,06 0,57%0,06
torularhodine (10° UA) 4+0,5 4+0,5 7+0,8 6+0,7 5+£0,6

Durée de la croissance (h) 67 68 68 72 68

La figure II1.22 représente les cinétiques de formation des caroténoides de trois des

cinq concentrations étudiées (a) = 2 g/L, (b) = 10 g/L et (c) = 15 g/L. L évolution cinétique
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des concentrations spécifiques (UA/g/L) présente des allures déja rencontrées auparavant.

Toutefois, cette figure fait bien apparaitre, aprés 30 h lorsque les mesures deviennent plus

fiables, une augmentation continue de la concentration spécifique de la torularhodine, pendant

et apres la phase de croissance, quelle que soit la concentration d’acide oléique ajouté.

Toutefois, a titre indicatif, les valeurs atteintes en fin de phase de croissance, 2,5.10* UA/g/L

aprés 67 h pour 2g/L, 3,5.10* UA/g/L aprés 68 h pour 10 g/L et 7.10* UA/g/L aprés 72 h pour

15 g/L augmentent significativement mais pas de maniere proportionnelle. Par contre, un

apport de 20 g/L d’acide ol¢ique ne permet plus d’augmenter la production de torularhodine ;

au contraire, avec un abaissement de la concentration spécifique, il semble que Ia

supplémentation, a cette valeur, ait un effet devenant négatif.
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Figure I11.22. Cinétique de formation des caroténoides (UA/g/L) chez SP. ruberrimus avec ajout

d’acide oléique a 2 g/L (a), a 10 g/L (b) eta 15 g/L (c) a 23 °C, pH 6, OD = 50 % et glycérol technique

B (33,5 g/L). Symboles : ¢ torularhodine, m toruléne, ® 3-caroténe et A y-caroténe.
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Pour les autres caroténoides, les concentrations spécifiques évoluent dans les mémes
sens que celles qui ont été vues a la figure I11.17, lors de I’étude de I’influence de la nature du
glycérol. En ce sens, les concentrations du [B-caroténe et du y-caroténe, rapportées a la
biomasse, restent constantes alors que pour le toruléne, on observe toujours une diminution
apres la phase de croissance. Par contre, il est notable que cette diminution est plus que
compensée par la production de torularhodine, ce qui signifie qu’il y a toujours production et

accumulation importante de ce caroténoide malgré 1’absence supposée de substrat carboné.

Une supplémentation en acide oléique de 15 g/L, permet une 1égére amélioration de la

croissance cellulaire mais, surtout, une augmentation non négligeable de torularhodine.

I11.4.4. Influence de P’oxygéne dissous sur le comportement

métabolique de SP. ruberrimus

Apres avoir apprécié la nature de certains des facteurs d’influence sur la croissance et
la production de torularhodine, liés a une supplémentation du milieu de culture, il reste a faire
varier la concentration en oxygene dissous, représentée par son taux. Pour cela, trois taux
seront comparés : 10, 50 et 80 %. Les cultures sont toujours réalisées en bioréacteur de 3 L

avec une régulation adéquate des taux d’oxygene.

Biomasse (g/L)
Glycérol (g/L)

0 20 40 60 80 100

Temps (h)

Figure I11.23. Cinétiques de croissance et de consommation du glycérol technique B par SP.
ruberrimus a 23 °C, pH 6 et différents OD. Cultures réalisées avec ajout d’acide oléique a 2 g/L. (a)

10 %, (b) 50 % et (c) 80 % d’oxygene dissous.
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Les courbes de la figure I11.23 font apparaitre une grande similitude de cinétique a 50
et 80 % d’oxygene dissous au niveau de la croissance et de la consommation de glycérol.
Elles signalent également qu’un taux d’oxygene dissous de 10 % ralentit assez fortement ces
mémes cinétiques tout en conduisant a une plus faible concentration de biomasse. Pour les
OD de 10, 50 et 80 % les rendements de croissance €voluent et valent respectivement 0,55,
0,60 et 0,63 += 0,06 gX/g de glycérol. Pour ce qui concerne la croissance, le taux de 50 %
d’oxygéne dissous semble €tre un bon compromis entre la cinétique de croissance et le colt

li¢ a I’oxygénation.
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Figure 111.24. Cinétique de formation des caroténoides produits par SP. ruberrimus avec ajout d’acide
oléique a2 g/l et OD a 10 % (a) et a 80 % (b), a 23 °C, pH 6 et glycérol technique B (33,5 g/L).

Symboles : ¢ torularhodine, m toruléne, ® 3-caroténe et A y-caroténe.

Les cinétiques observées dans la figure II1.24, montrent la cinétique de production des
caroténoides pour les deux taux extrémes d’oxygene dissous utilisés : (a) = 10 % et (b) =
80 %. L’importante augmentation du taux d’oxygeéne dissous augmente de maniere
importante, de 4.10° UA a 7.10° UA a la fin de la croissance, la concentration de
torularhodine et de B-carotene. Puis, dans le cas d’un OD a 80 %, la concentration évolue de

7.10° UA a 11.10° UA de torularhodine, en 35 h aprés la croissance. Cette production est
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importante et peut étre expliquée par ’influence de la présence de I’oxygene comme I’ont
rapporté Sakaki et al. (2002) qui, en augmentant le taux d’oxygene dissous dans le milieu de
culture, ont constaté que cela pouvait conduire a doubler la production de torularhodine chez
Rhodotorula glutinis No. 21. Ils ont suggéré que cela était 1i¢ a la capacité antioxydante tres
puissante de la torularhodine qui s’accumulerait préférentiellement pour protéger la cellule

contre 1’oxydation.
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Figure I11.25. Influence du taux d’oxygéne dissous sur I’accumulation des caroténoides (aire du pic/g

de cellules). (a) 10 %:; (b) 50 % et (c) 80 %.

La figure III.25, montre que la répartition intracellulaire de la torularhodine évolue
d’une manicre soit semblable a 50 % et a 80 %, soit totalement différente a 10 % d’oxygene
dissous. Apres la phase de croissance, c’est-a-dire a 90 h, 67 h et 63 h, pour les cultures
s’étant déroulées, respectivement, a 10 %, 50 % et 80 % d’oxygene dissous, il est visible que
les cultures aux OD 50 et 80 % voient leur taux de torularhodine augmenter a plus de 70 %
alors que la culture a OD 10 % présente un taux en chute notoire pour atteindre une valeur
d’environ 50 %, avec, toutefois, un taux de toruléne (25 %) s’accroissant sensiblement. Ce
résultat a tendance a justifier les explications proposées par Sakaki et al. (2002) sur le role
joué par I’oxygene dissous dans la synthése de la torularhodine. En fait, la levure, en présence

importante d’oxygeéne, se défendrait contre [’oxydation et produirait beaucoup de
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torularhodine pour ses hautes potentialités antioxydantes. Ce caroténoide aurait un role de

protecteur contre les agressions oxydatives.

Le tableau III.7 rassemble I’ensemble des principales données quantitatives concernant
la mise en culture de Sporobolomyces ruberrimus a différents taux d’oxygene dissous dans

un milieu contenant du glycérol technique B, supplémenté par de 1’acide oléique a 2 g/L.

Tableau II1.7. Caractéristiques quantitatives de Sp. ruberrimus en culture réalisées a 23 °C, pH 6 et a

différents OD (10 % ; 50 % et 80 %), avec du glycérol technique B et supplémentation d’acide ol€ique

a2g/lL.

Oxygene dissous (%) 10 50 80
Acide gras (g/L) 2 2 2
Glycérol technique B (g/L) 33,5 33,5 33,5
Xmax (/L) 185+1,5 200+1,6 21,017
max () 0,058 0,068 0,066
R x/s (global) (g/g) 0,55+0,06 0,57+£0,06 0,63+0,06

torularhodine (10° UA) 4+0,5 4,0+0,5 7+0,6
Durée de la croissance (h) 90 67 63

111.4.5. Conclusion

Les études qui ont été engagées en bioréacteur régulés et controlés ont confirmé le role
potentiel des acides gras, et principalement 1’acide oléique, sur la cinétique de croissance et la
production de la torularhodine. Les acides gras peuvent donc avoir une influence notable sur
le métabolisme de la levure. L’apport d’acide oléique conduit & une augmentation du
rendement apparent de croissance alors que le taux de croissance maximum peut également

étre légerement affecté par la présence de cet acide gras.

De méme, 1’accumulation des caroténoides, au sein de la levure, a été trés nettement

modifiée aux quantités élevées d’acide oléique ajoutées.

Enfin, augmentation du taux d’oxygene dissous a également permis d’augmenter

légérement le rendement de croissance mais grandement la production de torularhodine.

Il apparait ainsi que 1’ajout d’acide oléique et le taux d’oxygeéne dissous seraient des
facteurs opératoires a optimiser pour optimiser la mise en ceuvre de Sporobolomyces

ruberrimus en bioréacteur.
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IIL.5. Optimisation des conditions opératoires

La démarche générique employée pour 1I’optimisation d’un procédé, et en particulier le

procédé étudié, repose sur le schéma descriptif résumé dans la figure I11.26.
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Figure I11.26. Méthodologie générique d'optimisation du procédé de fermentation.

Cette méthodologie peut étre décomposée en cinq étapes distinctes :
e la définition du probléme et de ses contraintes,

e la définition d'un plan d'expériences pour le choix des facteurs opératoires

(opérateurs),

e la définition d'un plan d'expériences multicritére pour construire un modele des

indicateurs de performance du procédé,

e |'optimisation multicritére pour l'identification des conditions optimales de

fonctionnement,

¢ la mise en ceuvre des conditions opératoires optimales pour la validation.

Dans cette méthodologie, lorsque l'information présente des incohérences ou des
insuffisances, il est nécessaire de revenir a une phase de planification expérimentale
complémentaire. Les outils de planification multicritére utilisés au L.S.G.C. sont adaptés a
cette approche de planification incrémentale. Les résultats de chacune de ces étapes sont

développés dans ce chapitre.
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IIL.5.1. Définition du probléme

La définition du probléme consiste a fixer le cadre général de 1'¢tude. Cette définition
limite, de facto, les solutions optimales qui pourraient étre identifiées. Elle est toutefois
indispensable pour fixer un cahier des charges rigoureux qui ne peut étre remis en cause
ultérieurement. Dans cette étude, les informations issues de la littérature et de résultats
préliminaires ont conduit a sélectionner les facteurs a prendre en compte, pour 1'optimisation
de la production de torularhodine (la température, le taux d'oxygéne dissous et la
concentration en acide oléique) et a en délimiter les valeurs minimales et maximales
(intervalles dans lesquels seront recherchées les valeurs optimales respectives et relatives aux

facteurs) a considérer dans cette méthodologie (Tableau IIL.8).

Tableau II1.8. Facteurs considérés et intervalles d'étude.

Minimum Maximum
Température (°C) 19 25
Taux d’oxygene dissous (%) 20 80
Concentration d’acide oléique (g/L) 0 20

Dans cette ¢étude, l'objectif est de proposer des conditions opératoires de
fonctionnement qui soient optimales dans un sens multicritére. Deux types d'indicateurs ont
¢été considérés :

e les indicateurs liés a la croissance des micro-organismes

e les indicateurs liés a la production de caroténoides (quantité et/ou qualité)

Ces indicateurs sont décrits dans le tableau 111.9.

Tableau IIL.9. Indicateurs de performances du procédé de production de torularhodine.

Productivité en biomasse g/L.h
Taux maximum de croissance h!
Vitesse de production de caroténoides g/h
Concentration spécifique en torularhodine mg/gX

Un modele reliant les facteurs opératoires aux performances doit étre établi pour

chaque indicateur. Dans cette étude, des modeles polynomiaux sont considérés. Ils
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permettent, sans nécessairement connaitre les phénoménes impliqués, de prédire des
comportements non linéaires, au prix d'un investissement expérimental souvent limité, ce qui

peut étre justifié par le fait de mises en ceuvre expérimentales lourdes ou compliquées.

II1.5.2. Pertinence du choix des facteurs

Cette phase consiste a vérifier si les facteurs opératoires, pré-supposés intervenant sur
les indicateurs de performance du procédé, permettent effectivement d'agir, et donc de
maitriser le procédé. Cette phase repose généralement sur la mise en ceuvre d'un plan
d'expérience, dit de Screening. Le modéle sous-jacent a ce type de plan est un modele
polynomial d'ordre 1 (sans interaction). Ce type de plan met ainsi en évidence les effets
significatifs des facteurs sur les indicateurs de performance du procédé. Les facteurs qui

doivent étre conservés dans les phases suivantes de la méthodologie sont ainsi confirmés.

L'é¢tude préliminaire a permis d'accumuler des résultats dans différentes conditions
opératoires, en particulier pour une température de fermentation de 23°C. Les conditions
opératoires pour les autres facteurs sont décrites dans le tableau II1.10. La température est un
des facteurs les plus importants sur la conduite d'une fermentation et son effet sur les
indicateurs de performance avait été préalablement validé (Razavi, 2004). Ainsi, elle est
considérée, a priori, comme essentielle a 1'étude. Alors, seules deux variables, le taux
d'oxygene dissous et la concentration en acide oléique, doivent étre étudiées dans cette phase

de vérification des facteurs significatifs.

Tableau III.10. Conditions opératoires retenues pour l'analyse des facteurs :

taux d'oxygene dissous et concentration d'acide oléique.

Température Taux d’oxygéne Concentration d’acide
O Dissous (%) oléique (g/L)
23 0,5 2
23 0,5 1
23 0,5 5
23 0,5 10
23 0,5 15
23 0,5 20
23 0,1 2
23 0,8 2
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Rappelons qu’initialement, des données de la littérature ainsi que des observations
qualitatives ont conduit a retenir ces deux facteurs dans I'étude. Pour compléter ces
informations, une analyse statistique des résultats expérimentaux a ¢€té entreprise et est
présentée dans le tableau III.11. Il apparait, selon I'indicateur retenu, que les facteurs ne sont
pas tous significatifs. Le taux d'oxygene dissous aurait un réel effet sur les deux indicateurs de
croissance de la biomasse (Productivité et taux maximum). La concentration en acide oléique
n'aurait, par contre, pas d'effet sur ces indicateurs. Ces résultats semblent cohérents avec les

connaissances quantitatives acquises a propos de ce type de micro-organisme.

Pour les indicateurs de production, les conclusions sont contradictoires. En effet, si la
concentration en acide oléique a un effet sur les deux indicateurs retenus, production de
caroténoides et concentration en torularhodine, il semble que l'effet de l'oxygéne soit
perceptible sur la production de torularhodine mais pas sur la production globale de
caroténoide. Les coefficients de détermination (R”) présentés dans le tableau II1.10 sont
faibles et ne peuvent conduire a une analyse quantitative des résultats. De plus, les conditions
opératoires exploitées ne constituent pas un plan d'expériences de screening aux propriétés

statistiques optimales.

Les conclusions statistiques viennent confirmer les observations. A la lumiére de ces
résultats, les deux facteurs étudiés, le taux d'oxygeéne dissous et la concentration en acide

oléique doivent Etre, avec la température, pris en compte dans 1'étude.

Tableau III.11. Analyse des effets des facteurs taux d'oxygéne dissous (OD) en % et concentration

d'acide oléique (AO) en g/L sur les indicateurs de performances du procédé. En grisé : effets non

significatifs.
R’ oD AO
Productivité 0,68 0,060 0,02
(gX/L.h)

Imax () 0,56 0,006 0,0008

Production des caroténoides 0,75 0,11 0,19

(g/h)

Concentration de torularhodine (mg/gX) 0,57 12079 -6290
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ITI.5.3. Plan d’expériences multicritére pour la modélisation des

performances du procédé

Apres avoir identifié¢ les facteurs d’action, a partir des connaissances antérieures
acquises par des données expérimentales et statistiques, et aprés avoir défini les limites de
variations de ces facteurs, un plan d’expériences multicritére peut €tre déterminé. L’ utilisation
d’un plan d’expériences multicritere est un outil intéressant pour le génie des procédés
biotechnologiques parce qu’il permet de réduire, de maniére significative, le nombre
d’expériences. En plus, par rapport aux plans classiques, il prend en compte toutes les
contraintes qui empéchent la réalisation de certaines expériences (Muniglia, 2001). La
construction de plans optimaux, est réalisée a partir des essais d¢ja effectués afin de pouvoir
exploiter les résultats acquis préalablement. Pour répondre aux objectifs fixés, en méme temps
que les données des nouvelles expériences a réaliser, 1’utilisation du plan d’expériences
permettra le développement des modeles polynomiaux prédictifs de la croissance et de
I’accumulation de la torularhodine en fonction des parameétres opératoires. Pour la
construction du plan optimal multicritére, deux criteres de qualité du plan ont été choisis.
Chaque critére permet d’optimiser une propriété spécifique du plan. Les critéres retenus pour

la construction du plan sont la D-optimalité et la rotatabilité.

Dans cette étude, le plan d’expériences multicritére a été appliqué a la modélisation
des performances d’un procédé de production de caroténoides, et notamment de

torularhodine, en mode discontinu.

I11.5.4. Construction du plan d’expériences

Dans une étude plus ou moins complexe, des contraintes liées au procédé sont a
prendre en compte. Si, au moment de la planification, des expériences techniquement non
réalisables sont proposées, la démarche expérimentale est compromise. Afin d’éviter cela,
pour la construction du plan d’expériences, I’intervalle de chacun des trois facteurs d’action
doit étre défini; il est repris de I’étude sur la recherche des facteurs opératoires influents
(tableau IIL.7). Cette zone de variation a été choisie en tenant compte des résultats obtenus

dans 1’¢tude préalable.

L’intérét de recourir a une technique de planification d’expériences multicritére est de
déterminer des expériences qui apporteront 1’information la plus compléte et la plus fiable
pour I’identification paramétrique des modeles. L’identification des paramétres nécessite un

minimum de dix expériences distinctes.
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Le choix des critéres de construction est trés important pour la définition et
I’exploitation des résultats du plan d’expériences. En effet, chaque critére permet d’optimiser
une propriété spécifique du plan. Pour la construction du plan d’expériences, le choix s’est
limité a deux critéres, en considérant la D-optimalité et la rotatabilité. La description des ces

critéres est montrée dans le tableau I11.12.

Tableau III.12. Critéres de qualité choisis pour la construction du plan d’expériences.

Critere Représentation mathématique Signification
Minimisation du déterminant de la matrice Minimisation de la variance
2 D-Optimalité de dispersion (X"X) généralisée sur ’estimation des
3 N
g3 arametres
53 p
z £
S8
g £
==Y
Un plan est rotatable si la variance de Permet de rendre les courbes
Lf Rotatabilité prédiction est la méme pour tous points d’isovariance concentriques par
g équidistants du centre du domaine rapport au centre du domaine
23 expérimental expérimental
83
& a

Les plans sont construits en respectant un compromis entre les deux criteres choisis.

ITL.5.5. Description de la construction et la représentation de la zone de

Pareto obtenue

La recherche de solutions doit nous permettre d’identifier un ensemble de stratégies
expérimentales multicriteres. Chaque ¢élément de cet ensemble constitue un plan
d’expériences acceptable au regard des critéres de plan considérés. Dans le cas présent, un
plan d'expériences contient huit expériences distinctes, qui complétent les huit expériences
déja disponibles. Chaque expérience du plan comporte 3 variables a définir, les 3 facteurs
étudiés. Chaque plan d’expériences est ainsi constitué¢ de 8x3 variables a identifier, soit 24

inconnues.

La zone de Pareto recherchée regroupe un ensemble de stratégies expérimentales
acceptables parmi lesquelles le plan d'expériences a mettre en ceuvre doit étre sélectionné. La

figure I11.27, présente la zone de Pareto dans 1’espace des critéres de plan.
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Figure I11.27. Représentation des critéres de construction, zone de Pareto finale.

Le plan d’expériences a été choisi parmi les plans compris a I’intérieur de I'ellipse. Ces
plans sont les plus proches du centre du domaine, ou la rotatabilité et la D-optimalité sont
maximisés. Apres avoir choisi trois plans, une légere correction des valeurs des facteurs a été
nécessaire pour obtenir les arrondis. Ces nouveaux plans ont été intégrés dans la zone de
Pareto, pour la validation de ces corrections. Les nouveaux plans sont représentés par un
triangle noir dans la figure II1.27 et, comme cela peut étre observé, seulement deux d’entre

eux sont acceptables.

Alors, nous avons ¢lu un seul plan, parmi les deux disponibles. Ce plan, défini dans le
tableau III.13, parait intégrer toutes les informations nécessaires pour la suite de 1’é¢tude, en

incluant, par ailleurs, des expériences techniquement réalisables.

Tableau III.13. Caractéristiques des expériences a réaliser.

Référence Température Taux d’oxygéne Concentration d’acide
expérience (°0) Dissous (%) oléique (g/L)

01 19,0 50 0,0

02 20,5 20 15,5

03 20,5 80 12,0

04 21,0 50 20,0

05 21,0 40 10,5

06 25,0 30 17,0

07 25,0 40 7,0

08 25,0 80 14,0
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IT11.5.6. Représentation mathématique

Apres la réalisation des expériences, un modele mathématique a été réalisé congu pour

I’optimisation du procédé de production de torularhodine. Nous avons choisi six réponses a

modéliser qui, conjuguées pour partie, soient en rapport avec les objectifs d’optimisation

fixés:

e la productivité en biomasse (g/L.h),

. , . . -1
e la vitesse spécifique de croissance, pUmax (h™),

e la production de caroténoides totaux (mg/h),

e la concentration spécifique de torularhodine (mg/gX),

e la productivité en B-caroténe (mg/L.h) et

e la production spécifique de B-caroténe (mg/gX.h).

Dans un premier temps, une relation entre les données expérimentales et les trois

facteurs a été établie en utilisant un polyndme du second degré, pour chaque réponse. Les

facteurs non significatifs ont été exclus du modele et seuls les facteurs ayant un sens sont

potentiellement conservés. Le tableau III.14, présente un résumé des résultats obtenus ; il est

une aide pour un choix pertinent des réponses a prendre en compte dans la phase

d’optimisation.

Tableau III.14. Résumé des coefficients des modeles polynomiaux obtenus pour chaque indicateur de

performance du procédé. T = température (°C) ; OD = taux d’oxygene dissous (%) et AO =

concentration d’acide oléique (g/L).

En grisé : valeurs trés faiblement significatives indiquant une quasi non-influence.

R’ Cst T oD AO T oD’ AO° TxOD TxAO ODxAO
Productivité en 0,77 0,24 0,06 0,03 -0,05 -0,03 0,04 0,08
biomasse
(g/L.h)
Production 0,62 0,30 0,12 -0,39 -0,12 -0,09 0,27
caroténoides totaux
(/)
Concentration de 0,90 2,90 0,99 0,81 -0,23 0,67 1,73 2,65
torularhodine
(mg/gX)
Imax (h7) 0,89 0,06 0,01 0,003 -0,01 -0,005 0,006
Productivité de - 0,72 62,14 294 982 27,30 41,17 23,78
caroténe (mg/L.h)
Production 0,70 3,47 0,60 -2,11 0,49 2,40 1,65

spécifique de 3-
caroténe (mg/g.h)
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A partir d'une estimation des variances sur les coefficients du modele, les intervalles
de confiance de chaque coefficient ont été déterminés. Pour certains coefficients significatifs,
l'intervalle de confiance n’est pas nul mais est trés proche de cette valeur critique. Ces
coefficients sont repérés par des cellules grisées dans le tableau I11.14. Ils représentent les

coefficients faiblement significatifs.

Des coefficients de détermination acceptables ont été obtenus pour les modéles de la
concentration en torularhodine (0,90) et le taux de croissance maximum (0,89). On observe
par ailleurs que pour ces deux modeles tous les termes sont significatifs. Les mod¢les des
autres indicateurs conduisent & des coefficients de détermination plus faibles (R*<0,8) et, par
conséquent, a une capacité de prédiction plus limitée. De plus, Le nombre de cellules grisées
dans le tableau montre que le caractére significatif de plusieurs facteurs du modéele peut étre
mis en doute. La prise en compte de ces indicateurs dans la phase d'optimisation ne semble

donc pas pertinente.

Ainsi, deux indicateurs de performance de la fermentation ont pu étre choisis pour
I'optimisation des conditions opératoires : la concentration en torularhodine et le taux de

croissance maximum de la levure.

L’optimisation des conditions opératoires a été réalisée, tout d’abord, dans une
approche monocritére ce qui permet de connaitre les valeurs maximales théoriques pour
chacun des indicateurs de performance, puis, dans une approche multicritere afin de

déterminer les meilleurs compromis entre ces deux objectifs.

Tableau III.15. Optimisation de la concentration en torularhodine et du taux de croissance maximum

en monocritére. ND : non déterminé.

Optimisation T (°C) OD (%) AO (g/L) Iimax (h) Torularhodine
monocritere (UA/g)
Hmax 234 0,72 ND 0,0652 54658
Torularhodine 25 0,90 0 0,0618 99952

Les valeurs optimales déterminées en monocritére sont indiquées dans le tableau
II.15. Les résultats de ce tableau montrent qu'un indicateur de performance est optimisé au
détriment de l'autre indicateur. Ainsi, si I’on observe les résultats obtenus, quand la valeur de
Umax €St égale a 0,065 h', la production de torularhodine devient faible, avec une valeur

chutant de moiti¢ au regard de la valeur maximale potentielle. Inversement, si on optimise la
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production de torularhodine (99952), le pm.x diminue mais de maniere limitée, théoriquement

aux alentours de 5 %.

Compte tenu de I'antagonisme apparent entre les deux indicateurs considérés, méme
s’il peut paraitre limité, une optimisation multicritére correspondant & une recherche de
compromis entre plusieurs indicateurs de performances, doit étre réalisée. Pour obtenir les
meilleures conditions opératoires au sens des deux indicateurs de performance. La solution se
présente sous la forme d'un ensemble de triplets opératoires (T, OD, AO) pour lesquels
I'amélioration d'un indicateur ne peut se faire qu'au détriment de l'autre. Cet ensemble de
triplets constitue la zone de Pareto du probléme multicritére. La figure I11.28 (a) et (b), montre
les résultats obtenus pour I’optimisation multicritére de la concentration en torularhodine et

du taux de croissance maximum.

Le front de Pareto observé dans la figure III.28 (a), décrit un ensemble de
performances qui peuvent étre atteintes a partir des conditions opératoires représentées par les
triplets de la figure I11.28 (b). Chaque couple de performances du Front de Pareto représente

un compromis acceptable.

(a)
x10*
10 o
~‘ ..‘
95 '
85 N\

Concentration de torularhodine

[~
00615 0062 00625 0.063 0.0635 0.0(%?11_1)0.0645 0.065 0.0655 0.066

mu
max
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(b)

OD (%)

24.5

Température (°C) o5 07

Figure I11.28. Optimisation multicritére de la concentration de torularhodine et du taux de
croissance maximum de la levure. (a) Front de Pareto et (b) Zone de Pareto. T = température (°C) ;

OD = taux d’oxygene dissous (%) et AO = concentration d’acide oléique (g/L).

On constate que les conditions opératoires qui conduisent aux meilleurs compromis

entre les deux critéres considérés se décrivent en deux familles.

La premicre famille correspond aux conditions opératoires qui tendent a privilégier la
production de torularhodine. Elles sont résumées dans le tableau II1.16. Une obtention
maximale de torularhodine correspond a une température et un taux d’oxygene dissous élevés
et une concentration minimale d’acide oléique. Les résultats de 1'optimisation monocritére

indiquaient la méme tendance.

La deuxiéme famille de conditions opératoires correspond aux stratégies ou la
croissance est privilégiée. Les effets de la température et du taux d'oxygene dissous peuvent
se compenser partiellement et offrent ainsi un ensemble de conditions opératoires qui semble

décrire une droite dans la figure I11.28 (b).

Dans tous les cas, 'effet de la concentration en acide oléique négatif sur I'obtention de
torularhodine et l'absence d'effet de ce méme facteur sur la croissance conduisent a des
conditions opératoires qui tendent a limiter la quantité d'acide oléique ajouté. Ce résultat est
en contradiction avec les premicres observations expérimentales mais reste parfaitement

cohérent avec tous les résultats de 1'approche de modélisation et d'optimisation.
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Le tableau III.16, résume les résultats obtenus pour 1’optimisation multicritére du
procédé, pour une obtention maximale de torularhodine et pour le taux de croissance. Ces
résultats nous montrent qu’avec une température et un taux d’oxygene dissous €levés et une

concentration minimale d’acide oléique, I’obtention de torularhodine est optimale.

Tableau III.16. Résultats des conditions optimales pour la maximisation de la concentration de
torularhodine et du taux de croissance maximum. T = température (°C) ; OD = taux d’oxygeéne dissous

(%) et AO = concentration d’acide oléique (g/L).

optimisation multicritere T opt OD opt AO opt
{Mmax.torularhodine}
zone de Pareto élevée élevée minimal

II1.5.7. Conclusion

Les stratégies expérimentales multicritéres qui ont été mises en place, ont permis la
définition des plans d’expériences pour compléter 1’étude d’optimisation (initialisée dans les
¢tudes précédentes) du procédé pour une haute obtention de la torularhodine et du taux de
croissance maximum chez Sporobolomyces ruberrimus. La construction d’un plan optimal est
trés avantageuse parce qu’elle permet d'intégrer, dans la démarche expérimentale, les
contraintes, observées auparavant, ainsi que les informations expérimentales déja disponibles.
Ce type de plan s’adapte au procédé et non I'inverse. La construction d'un plan optimal
multicritére permet, en plus, de construire un plan qui représente le meilleur compromis entre
une propriété statistique des coefficients du modele et une propriété statistique des prédictions

par modele.

Les résultats observés par la modélisation du taux de croissance maximum sont en
accord avec ceux obtenus précédemment par 1’étude cinétique de la croissance. Cependant, la
modélisation de la concentration de torularhodine ne conduit pas a des résultats comparables a
ceux supposés et attendus lors de 1’é¢tude de I’influence des acides gras, pour laquelle une
amélioration de la production de torularhodine semblait observée par ’ajout de différentes

concentrations d’acide oléique.

Il semble donc que, malgré les observations expérimentales et la confirmation de
I’¢tude statistique initiale, la supplémentation en acide oléique dans le milieu de culture

n’apporte pas de gain en production de torularhodine, dans les conditions expérimentales de
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mise en ceuvre et d’observation des résultats (mesures faites au moment ou le glycérol a

disparu du milieu).

127



Chapitre 11l — Résultats et discussion

II1.6. Fonctionnalisation enzymatique de caroténoides

porteur d’une fonction carboxylique

Les caroténoides sont des molécules présentant des propriétés antioxydantes
particuliérement intéressantes ; cependant ce sont des molécules instables, sensibles a la
lumiére, a I’air et a la chaleur. Comme cela a ét¢ montré au § 11.3.4.1, la torularhodine
présente ces mémes caractéristiques de dégradation rapide ; c’est la raison pour laquelle la
synthése d’un dérivé de cette molécule a été envisagée. La présence d’une fonction
carboxylique permet d’envisager une réaction d’acylation. Une telle fonctionnalisation de la
torularhodine pourrait permettre, non seulement, d’augmenter sa stabilité tout en maintenant
ses propriétés biologiques, mais également, d’améliorer celles déja existantes, voire de lui en
conférer de nouvelles, en fonction de la molécule qui lui sera associée. La voie enzymatique a
été préférée a un procédé chimique, parce qu’elle présente de nombreux avantages comme la
sélectivité du biocatalyseur et les conditions réactionnelles plus douces (Humeau et al., 2000).
La torularhodine pourrait alors se comporter comme donneur de groupe acyle grace a sa
fonction carboxylique libre. En tant qu’accepteur du groupe acyle, différentes molécules,
comme des sucres ou des flavonoides, pourraient étre utilisées afin de synthétiser une liaison
ester comme cela a été rapporté dans la littérature ; par contre, aucune étude officiellement
référencée n’a été réalisée sur la condensation, par voie enzymatique, d’un caroténoide avec
un peptide avec création d’une liaison amide. C’est pourquoi, I’acylation d’un acide aminé tel
la lysine, a ¢été retenue pour envisager, ultérieurement, la synthése de molécules
multifonctionnelles, associant des acides aminés/peptides a la torularhodine. Cette démarche
a, par contre, été suivie avec succes en utilisant de la lysine ou des peptides contenant de la
lysine et des acides gras (Soo et al., 2004, Husson et al., 2008) ; dans ce cas, seule la fonction

amine en position & est acylée, grace, probablement, grace a une meilleure réactivité de ce

groupe par rapport a la fonction amine en position o.

La torularhodine n’étant pas disponible commercialement, un caroténoide modeéle a
¢été choisi pour déterminer les conditions réactionnelles d’acylation adéquates. La molécule
choisie présente des caractéristiques similaires a la torularhodine tel un groupe fonctionnel

carboxylique terminal.

La bixine est un caroténoide de 25 C, qui posséde donc une fonction carboxylique
terminale mais également une fonction ester méthylique a I’autre extrémité (fig. 111.29). Ce

caroténoide est tres utilisé dans 1’industrie alimentaire, textile, pharmaceutique et cosmétique,
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il représente 70 % des colorants utilisés dans 1’industrie mondiale (Parize et al., 2006) et est
donc tres accessible. Son utilisation dans 1’industrie est trés répandue, pour sa couleur et pour

son activité antioxydante (Humeau ef al., 2000).

HOOG = " = = ™ ™ Ry R

=
Bixine COOCH,

Figure I11.29. Structure chimique de la cis-bixine.

Cette étude a pour objectif de déterminer les conditions réactionnelles adéquates pour

la syntheése d’une liaison amide entre un caroténoide et la lysine. Il s’agira :

e de caractériser le substrat aprés extraction éthanolique d’une poudre
commerciale de colorant alimentaire annatto (colorant E 160 b) et d’étudier sa stabilité¢ au

cours du temps dans le milieu réactionnel,

e de réaliser des réactions pour déterminer les conditions réactionnelles adéquates
pour une acylation enzymatique de la lysine par la bixine et pour mettre au point les

techniques analytiques permettant d’identifier les produits de synthese,

e d’appliquer ces conditions a 1’acylation de la lysine par la torularhodine.

II1.6.1. Caractérisation d’un caroténoide modele, la bixine extraite

d’annatto

I11.6.1.1. Analyse qualitative par CCM

La bixine utilisée dans le cadre de cette étude est dérivée de la Bixa orellana, une
plante native d’Amérique tropicale (Tocchini et Mercadante, 2001). Ces graines sont
recouvertes par une résine rouge qui contient de la bixine, le caroténoide principal. Une
poudre jaune est obtenue apres pressage des graines. L’éthanol a été utilisé pour 1’extraction
de la bixine présente dans cette poudre ; ce solvant a été choisi parce qu’il est non toxique et
qu’il peut étre facilement éliminé. Puis, le solvant a été¢ évaporé et la bixine obtenue a été
remise en suspension dans le 2-méthyl-2-méthanol (M;,B;) a deux concentrations molaires

différentes de 0,06 M ou 1,2 M.
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Plusieurs mélanges de différents solvants ont été utilisés pour les analyses qualitatives
par CCM de D’échantillon de bixine. Cependant, le mélange butanol/acide acétique/eau
(60/20/20) a été choisi parce qu’il permet une bonne séparation des substrats et des produits
de synthese. Il sera utilis¢é au cours de cette ¢tude, pour les analyses qualitatives des

¢chantillons obtenus au cours des réactions de synthese.

Dans un premier temps, une analyse en CCM a été réalisée afin de déterminer le

rapport frontal (Rf) de la bixine. Un Rf de 0,9 a été obtenu pour la bixine (fig. I111.30).

— 4¢——— Front du solvant
4—— Bixine

<«4— Ligne de dépot

Figure I11.30. Analyse en chromatographie sur couche mince (CCM) de I’extrait de I’annatto poudre
issue de la graine de Bixa orellana. Le solvant de migration utilisé est le butanol/acide acétique/eau

(60/20/20).

I11.6.1.2. Mise en évidence des produits de dégradation de la bixine

par CLHP couplée a la spectrométrie de masse

L’extrait éthanolique a été analysé par CLHP couplée a la spectrométrie de masse afin
de caractériser plus finement les molécules présentes. En effet, des produits de dégradation de
la bixine peuvent €tre €galement retrouvés puisque celle-ci est notamment sensible aux
traitements thermiques (Scotter, 1995 ; Scotter et al., 2001). Pour les analyses, nous avons
utilisé une colonne C;g et un gradient méthanol/eau (80/20) + TFA (0,1 %) avec une durée
d’analyse de 30 mn. Comme le montre la figure II1.31, un pic majoritaire est mis en évidence

avec un temps de rétention de 5,61 mn qui pourrait étre la bixine. La détection a été réalisée a
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une longueur d’onde de 450 nm, couramment décrite dans la littérature, pour la détection de

la bixine en CLHP (Kovary et al., 2000).
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Figure I11.31. Chromatogramme UV (A =460 nm) de la bixine (tr = 5,61 mn).

Pour confirmer que le pic majoritaire a 5,61 mn, correspond spécifiquement a la

bixine, une analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (CL-

SM) a été réalisée. Le spectre de masse, en mode positif, est montré dans la figure I11.32 ou

un signal majoritaire 4 m/z = 395,3 (bixine, M+H") est observé, correspondant & un temps de

rétention de 5,3 mn (temps de rétention sur cette chaine chromatographique couplée a la

spectrométrie de masse). La masse observée a 377,4 g/mol, correspond a la masse de la bixine

avec perte d’une molécule d’eau qui est due a la déshydratation de la molécule dans la source

du spectrometre de masse.
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Figure I11.32. Spectre de masse - electro-spray en mode positif pour le pic a 5,4 mn de I’extrait

éthanolique de la poudre issue de la graine de Bixa orellana.
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Il est a noter que le pic obtenu a 395,3 (bixine) correspond non pas a un seul pic mais a
deux pics qui peuvent étre visualisés dans le chromatogramme reconstitué a partir du courant
ionique de I’ion m/z a 395, indiquant la présence dans I’échantillon des formes cis et trans de
la bixine (fig. I11.33). En fait, le composé majoritaire de ce colorant alimentaire est la 9’-cis-
bixine mais une isomérisation vers la forme trans, thermodynamiquement plus stable, est tres

souvent observée (Scotter et al., 2001).
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Figure I11.33. Chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique correspondant & m/z de 395 (a)
montrant les deux pics a des temps de 5,28 et 5,49 mn correspondants aux deux isomeéres de la bixine

pour un m/z de 395 ; spectre de masse (b).

Par ailleurs, la présence éventuelle de norbixine, qui pourrait étre obtenue par
hydrolyse de I’ester méthylique de la bixine, a été recherchée. La mise en évidence de la
masse de la norbixine (M+H" = 381), correspondant & un temps de rétention de 2 mn dans le
chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique spécifique de m/z = 381 (fig. 111.34)

démontre la présence effective d’une faible quantité de norbixine dans 1’extrait éthanolique.
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Figure I11.34. Chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique de I’ion 381 a un temps de

rétention de 2 mn (a), correspondant & m/z = 381 (norbixine + H') (b).

La présence d’ester monométhylique de 1’acide 4,8-diméthyl-tétradécahexanoique
(appelé C17) provenant de la libération de xyléne (fig. 1I1.35) et qui est un produit de
dégradation de la bixine, décrit comme prépondérant lors d’un traitement thermique a été
¢galement recherchée. Le chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique total a

cette molécule est présenté dans la figure I11.36.

Figure II1.35. Produit majoritaire de la dégradation thermique de la bixine : ester monométhylique de

I’acide 4,8-diméthyl-tétradécahexanoique (C17), selon Scotter et al. (2001).
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Figure I11.36. Chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique total a un temps de rétention de

3 mn (a), correspondant & m/z = 288 pour la molécule C17 et m/z de 310 (M+Na").

Par ailleurs, un suivi de la stabilité de la bixine au cours du temps, durant 72 h, a été

réalisé par spectrométrie de masse, dans les conditions réactionnelles de synthése envisagées ;

a cette fin, la bixine (0,06 M) a été placée dans du 2-méthyl-2-butanol et incubée a la

température de 50 °C (fig. II1.37). La faible évolution des aires qui correspondent aux deux

1someéres de la bixine, met en évidence que ce caroténoide est peu dégradé au cours du temps,

dans les conditions de mise en ceuvre du systéme, notamment a 50 °C.

134



Chapitre 11l — Résultats et discussion

mr-skd_ys2_Op It ue-s] HNIITE CUDB AL

AT AT B0 SN 1EG
07
9= 1
Sl AT sam
a0= £ T saaenss
2 -
Q 5L
4
£
A
el
1t 522 G0A
4 it Rp— et
B rEa
ik MR 4330350
P 11k
3 A A2IETRER
e i
g™
£
i
o
o
20
1 a1
102~
oL
s
5
Lol =
2 60—
L
2
or EX I T
3 _— . p— % .
44 4 43 e 5E Ge ER L& w

Timz imnp

Figure I11.37. Suivi, par spectrométrie de masse (courant ionique pour m/z = 395), des deux isomeéres

de la bixine placée dans M,B, a 50 °C pour les temps to, 24 h et 72 h.

De la méme fagon, la bonne stabilité de la norbixine et du composé de dégradation
C17, présents en faibles quantités dans I’extrait éthanolique, a été vérifiée avec des quantités
n’augmentant pas lorsqu’ils sont placés durant 72 h dans du M;B,; a 50 °C qui sont les

conditions réactionnelles attendues pour la réaction d’acylation.
En conclusion, cette partie préliminaire a montré que :

e la bixine était le composé majoritaire de 1’extrait éthanolique de la poudre de

colorant alimentaire,
e les deux isomeres de bixine étaient présents et,

e la norbixine et le composé C17, deux molécules issues de la dégradation de la bixine

¢taient également retrouvées mais en plus faibles quantités,

e tous ces compose€s paraissent stables dans les conditions d’acylation enzymatique.
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I11.6.2. Mise en ceuvre de ’acylation enzymatique de la lysine par la

bixine
La bixine posséde une fonction carboxylique (-COOH) et une fonction ester
méthylique (-COOCH;) terminale ; par acylation directe ou par transacylation, plusieurs
produits peuvent étre obtenus. Par contre, concernant la norbixine, seule I’estérification

directe peut se produire comme montré dans la figure I11.38.
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Figure I11.38. Schéma réactionnel de formation potentielle de composés mono et/ou diacylés lors de

I’acylation de la lysine avec la bixine ou la norbixine.

Ainsi, trois produits de synthese principaux peuvent étre éventuellement obtenus :

e par acylation directe de la norbixine ou transacylation de la bixine, le produit

monoacylé (1) avec une masse molaire = 508 g/mol,
e par acylation directe de la bixine, un produit (2) de masse molaire = 522 g/mol,

e un produit diacylé (3) pourrait étre également synthétisé¢. De plus, les produits de
dégradation de la bixine, présents dans 1’extrait éthanolique peuvent également constitués des

agents acylants potentiels.
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La synthése est effectuée dans un réacteur de 50 mL, Wheat0n®, régulé en
température. Le réacteur est recouvert de papier aluminium, pour limiter les dégradations liées
a la lumiere. Tous les substrats ont été placés avec le solvant dans le réacteur et le milieu a été
balayé avec un courant d’azote pour éviter les phénomenes d’oxydation au cours de la
réaction. La composition du milieu réactionnel et les conditions opératoires sont présentées

dans le tableau II1.17.

Tableau III.17. Composition du milieu réactionnel et conditions opératoires de la réaction d’acylation.

Composition
Solvant 2-méthyl-2-butanol 10 mL
Substrat Lysine 0,06 M
Substrat Bixine 0,06 M
Température 50°C
Agitation 700 rpm
Enzyme Novozym 435" 20 g/L

I11.6.2.1. Analyse qualitative des produits de synthése

Des analyses par CCM ont été réalisées, dans un premier temps, pour mettre en
¢vidence 1’apparition des produits au cours de la réaction d’acylation. Comme décrit au
§ II.6.1.1, le butanol/acide acétique/eau (60/20/20), a été utilisé pour la séparation des
substrats et des produits de ’acylation. La figure III.39 représente un chromatogramme
compos¢ de quatre échantillons prélevés a différents temps réactionnels (ty, 24 h, 48 h, et
72 h). La révélation des produits de synthése est obtenue par pulvérisation avec la ninhydrine,

spécifique des fonctions amines primaires.

Dans les conditions de séparation décrites ci-avant,on observe que la bixine, qui n’a
pas réagi et est colorée en orange, a migré jusqu’au front de solvant et que la lysine, composé
polaire ayant réagi, présente un rapport frontal Rf de 0,06. Dés 24 h de réaction, I’apparition
d’une tache violacée, correspondant a une molécule comprenant une amine primaire, a un Rf
de 0,35 peut étre observée. Celle-ci pourrait correspondre a un produit, résultat de I’acylation
de la lysine par la bixine. Ce rapport frontal indiquerait la présence d’un seul produit mono-
acylé. La solubilité de ce produit de synthése dans le milieu réactionnel, a été vérifiée. 4

priori, aucun produit diacylé n’est synthétiseé.
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Figure I11.39. Suivi d’une réaction préliminaire en chromatographie sur couche mince sur gel de silice
comprenant quatre ¢chantillons prélevés au cours de la réaction d’acylation. Solvant de migration :

butanol/ acide acétique/ eau (60/ 20/ 20) (v/v/v) et révélation a la ninhydrine.

Le milieu réactionnel a été analysé par spectrométrie de masse afin de mettre en

évidence le produit de synthese (fig. 111.40).
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Figure I11.40. Spectres de masse, obtenus a 1’aide d’une source ESI, en mode positif, avec extraction

de I’ion 509 du mélange réactionnel a 72 h.

Les résultats montrent la présence d’une molécule a m/z de 509,5 g/mol correspondant
a la molécule mono-acylée issue de la transacylation de la lysine par la bixine (508 + H'), ou
d’une acylation directe par la norbixine (composé 1, fig. II1.38). Nous pouvons également

observer une masse €gale a 531 g/mol, correspondant a un adduit sodium formé pendant
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I’ionisation du 509,5 g/mol, qui confirme la présence de cette molécule. Ces observations
conduisent a valider la présence d’un produit mono-acylé¢ dans le mélange réactionnel et a

supposer 1’absence de produit diacylé méme en tres faible quantité.

I11.6.2.2.Influence de certains paramétres opératoires

Une étude a été réalisée sur I’influence de deux parametres opératoires essentiels d’un
point de vue cinétique : la température et le rapport molaire sur les performances de la

réaction.

I1.6.2.2.1. Choix de la température

La température est un facteur important parmi les parametres qu’il faut controler,
parce que les caroténoides sont trés sensibles a son effet (§ 1.1.7) et qu’ils peuvent se dégrader
rapidement en cas de température élevée. La température influe également sur 1’activité
catalytique de I’enzyme. Cependant, la lipase B de Candida antarctica immobilisée
(Novozym® 435) est particuliérement thermostable et il est connu que cette enzyme présente
une bonne activité¢ a haute température (Sekeroglu et al., 2004 ; Matsuo et al., 2008, Réjasse

et al.,2004).

Pour ces essais, une concentration de 0,06 M a ¢été utilisée pour chacun des deux
substrats. Les effets de la température a 50 °C et a 80 °C ont été¢ comparés a partir des
données issues des prélevements réalisés au cours du temps, pendant 72 h, et étudiés
qualitativement par 1’observation, en CCM, des taches des subtrats et des produits de la

réaction.

A une température de 80 °C, une apparition trés élevée de produits secondaires, issus
probablement d’une forte dégradation de la bixine et une absence de production du produit
mono-acylé ; ce dernier a été, par contre, mis en évidence a 50 °C. Ces résultats confirment

ceux mis en ¢vidence dans la littérature (Lyng ef al., 2005).

Ainsi, nous avons choisi la température de 50 °C comme condition opératoire, pour la

suite de 1’étude.
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111.6.2.2.2. Choix du rapport molaire en substrat

Le rapport molaire est un parametre opératoire directement li¢ a la cinétique de
production du ou des produits de la réaction. Ainsi, plusieurs facteurs peuvent avoir un effet

positif ou négatif comme la nature du solvant dans lequel se déroulera la réaction.

Nous avons ¢étudi¢ I’influence du rapport molaire des deux substrats, lysine / bixine,
sur la synthése du produit mono-acylé. Le rapport molaire idéal dépend de la réactivité des
sites impliqués dans la réaction ainsi que de la conformation du site réactionnel de 1’enzyme.
Lors de cette étude, trois rapports molaires ont été fixés : 1/2 (0,06 M/0,12 M), 1/1
(0,06 M/0,06 M) et 2/1 (0,12 M/0,06 M).

La formation du produit de synthése a été visualisée par chromatographie sur couche
mince. Le produit posséde une coloration jaune tres faible, alors la ninhydrine a été employée
pour la révélation de la liaison amine primaire de la molécule. La figure 1I1.41 présente le
suivi de la cinétique de formation du produit de syntheése et la disparition de la bixine,

correspondant aux trois rapports molaires (RM) différents.

Dans les conditions de séparation décrites auparavant, la bixine, qui n’a pas réagi et est
colorée en orange, a migré jusqu’au front de solvant et que la lysine, composé polaire ayant
réagi, présente un rapport frontal Rf de 0,06. Dés 24 heures de réaction, I’apparition d’une
tache violacée, correspondant a une molécule comprenant une amine primaire, a un Rf de 0,35
peut étre observée. Celle-ci pourrait correspondre a un produit, résultat de I’acylation de la
lysine par la bixine. Ce rapport frontal indiquerait la présence d’un seul produit mono-acylé.
La solubilit¢ de ce produit de synthése dans le milieu réactionnel, a été vérifiée. 4 priori,

aucun produit diacylé n’est synthétisé.

Les plaques montrent ’apparition d’une tache possédant un rapport frontal de 0,37
aprés 24 h de synthése. L’intensité de cette tache correspondant au produit de synthese
augmente au cours de la réaction d’acylation jusqu’a 72 h. Nous avons vérifié¢ que, quel que
soit le rapport molaire des substrats, ’intensité des taches correspondant a un Rf de 0,37
n’augmentait plus pour des durées supérieures, indiquant que 1’équilibre thermodynamique

est atteint a 72 h.
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Figure I11.41. Suivi de la formation du produit de synthése par Novozym® 435 (20 g/L) sur CCM (gel
de silice) en fonction du RM (rapport molaire lysine / bixine) (a) RM =1/1 ; (b) RM = 2/1 et (¢) RM
= 1/2. Concentrations molaires des substrats : 1 = 0,06 M et2 =0,12 M.

Il apparait que le rapport molaire de 1/2 favorise une formation plus importante du
produit de synthése que les autres rapports molaires. Il peut €tre remarqué d’apres le
chromatogramme (c), qu’apres 72 h de réaction, la tache correspondant a la bixine est moins
nette (Rf de 0,95), peut-étre a cause d’une dégradation de la bixine. A 1’opposé, I’intensité de
la tache correspondant a la lysine, augmente, indiquant une meilleure solubilisation au cours
du temps de cette molécule. Ceci peut étre li¢ aux propriétés tensioactives du produit acylé

synthétiseé.

Ces résultats sont en accord avec des études déja rapportées dans la littérature
(Maugard et al., 1998), montrant qu’un léger exceés d’agent acylant était favorable a la
réaction d’acylation et plus particulierement lors de la formation de liaison amide, cependant
un exces trop important d’agent acylant, quand celui-ci est un acide, peut entrainer une
modification de I’ionisation de la fonction amine, faisant perdre a celle-ci son caractére

nucléophile.
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Pour ce qui concerne la fonctionnalisation de caroténoides par synthése enzymatique,
il est difficile de comparer les résultats obtenus pour le type de réaction engagée dans ce
travail, étant donné qu’une seule référence décrit une réaction d’acylation par un caroténoide ;
il s’agit de I’acylation de 1’acide ascorbique par la bixine ou la norbixine, également réalisée
dans du M;B, (Humeau et al., 2000). Il est a noter que ces auteurs ont observé une conversion
trois fois plus élevée de la bixine qu’avec la norbixine, indiquant une prépondérance de la

transacylation par rapport a I’acylation directe.

I11.6.2.3. Purification du produit de synthese

La purification du produit de syntheése a été réalisée, pour vérifier son identité et
évaluer les activités antiradicalaires de cette molécule. La purification du produit de synthese,
a été réalisée sur silice comme phase stationnaire. L’¢luent suivant a été utilisé pour la
séparation : butanol/acide acétique/eau (60/20/20 — v/v/v). L’échantillon dissous dans
I’acétone (1 mL) a été injecté et un collecteur de fraction a permis de récupérer des fractions
de 3 mL. 70 fractions on ¢été ainsi collectées, analysées par série de 5 échantillons par CCM.
Les fractions collectées possédant le produit résultant de la synthése ont été analysées une par
une. Enfin, ces fractions ont été mélangées, le solvant a été évaporé et le produit a été remis

en suspension dans le solvant.

Apres purification, une analyse par CCM a été réalisée pour vérifier la pureté du

produit obtenu (fig. [11.42).

Bixine
Rf=0,87

Produit de

synthése
—
Rf=0,38

Lysine
— =
Rf=10,02 .

72h Produit purifié

Figure 111.42. Analyse d’évaluation, par CCM, de la pureté de 1’échantillon purifié a partir d’un milieu

réactionnel de fin de réaction (72 h) et le produit purifié¢ sur colonne de silice.
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Ces résultats montrent que le produit a été correctement purifié. Ce produit possede un
Rf = 0,38. 1l a été¢ analysé par CLHP coupl¢ a la spectrométrie de masse. Une recherche des
masses des produits formés a partir de ’acylation ou de la transacylation de la lysine par la
bixine, a ¢ét¢ effectuée. La figure II1.43 montre le spectre de masse du produit purifié
correspondant a 1’ion extrait 509 (M+H"). L’adduit sodium formé (M+Na+ = 531) permet de

confirmer la présence du produit mono-acylé.
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Figure I11.43. Chromatogramme reconstitué a partir du courant ionique de 1’ion 509 du produit purifié.

Analyse par spectrométrie de masse-ESI en mode positif.

Aucune formation d’un produit diacylé n’a été observée au cours de cette étude, ce qui
confirme la seule existence d’une transacylation, dans les conditions opératoires mises en jeu ;
phénomeéne déja observé par Humeau et al. (2000) dans le cas de la réaction d’acylation de

I’acide ascorbique par la bixine, dans des conditions parfaitement similaires.

I11.6.2.4. Activité antiradicalaire de la bixine et de son dérivé
Aprées avoir identifié et purifié le produit monoacylé, I’activité antiradicalaire de la
bixine et de son dérivé a été évaluée a I’encontre du radical DPPH’. Pour comparer ces
activités, deux autres caroténoides standard (canthaxanthine et B-caroténe) ont été utilisés a
des concentrations comprises entre 0,08 mM et 0,2 mM. L’activit¢ antiradicalaire des 4

molécules est présentée dans la figure 111.44.

143



Chapitre 11l — Résultats et discussion

(@) (b)
;\; 70 3 85
< > .
2 80 . o /]
8 50+ © 6
@ 9]
[9) 5]
5 40 . %)
® [0 4
= 304 * S 3
c c 9 =
o 201 y=308838x © , | y = 34498x
£ R=08093 2 Re=0.8877
5 10 =0, 51 .
< o0 ‘ ‘ ‘ ‘ . Lo ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)
(© (d)
S 61 S 161
< < 14
o 5 o A
2 £ 12
I 8 104 .
g 3 s g 8
£, s 69 p y = 70160x
) y =25776x b} 4 1 R2 =0,7649
s 1 R=09628 = 2
B 35}
<0 ; ; ; ; ‘ < 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025

Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)

Figure I11.44. Mesure de I’activité anti-radicalaire envers le DPPH" pour différentes concentrations de

caroténoides (a) B-caroténe, (b) canthaxanthine, (c) bixine et (d) du dérivé de la bixine.

Ces résultats montrent que pour toutes les molécules, 1’activité antiradicalaire est une
fonction linéaire de la concentration du caroténoide et que le B-caroténe posséde une capacité
plus grande a piéger les radicaux DPPH™ que la canthaxanthine, la bixine et le dérivé de la

bixine.

La concentration de B-caroténe qui permet de piéger 50 % des radicaux DPPH’ est de
I’ordre de 0,16 mM. Ce résultat est en concordance avec celui rapporté par Jimenez-Escrig et
al. (2000) indiquant une activité antiradicalaire de 54 % pour une concentration de 0,15 mM
de B-caroténe. A la méme concentration de 0,16 mM, ’activité antiradicalaire des différents
caroténoides est présentée dans le tableau III.18. Il est a noter que la canthaxanthine et la
bixine ont une activité antiradicalaire similaire et relativement faible. Par contre, le dérivé de
la bixine présente une activité antiradicalaire plus de deux fois supérieure a celle de la bixine,
indiquant que la réaction d’acylation n’a pas affecté 1’activité antiradicalaire de la bixine, plus

de dix fois plus faible que celle du -caroténe.
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Tableau IIL.18. Activité antiradicalaire de différents caroténoides pour une concentration

de 0,16 mM.
Caroténoide Concentration DPPH’
[-caroténe 0,16 mM 50 %
Canthaxanthine 0,16 mM 5,5%
Bixine 0,16 mM 4 %
Dérivé acylé de 0,16 mM 10 %

bixine

II1.6.3. Fonctionnalisation de la torularhodine

Les conditions réactionnelles ayant permis 1’acylation de la lysine par la bixine ont été
appliquées a la réaction d’acylation par la torularhodine. Comme la torularhodine n’est pas
disponible commercialement, son obtention s’est faite par I’extraction des caroténoides issus
de la culture de Sporobolomyces ruberrimus. L’extraction de 1’échantillon s’est déroulée
comme cela est décrit au § 11.4.5, par désintégration de cellules a I’aide d’un homogénéisateur
type presse de French et la récupération d’un mélange de caroténoides qui a été utilisé pour la

réaction d’acylation enzymatique.

Tableau III.19. Conditions opératoires mises en ceuvre pour la réaction d’acylation de la torularhodine.

Composition
Solvant 2-M¢éthyl-2-butanol 10 mL
Substrat Lysine 0,06 M
Substrat Torularhodine 0,12 M
Température 50 °C
Agitation 700 rpm
Enzyme Novozym 435" 20 g/L

La purification de la torularhodine n’ayant pu étre réalisée dans des conditions
suffisamment simples, le mélange de caroténoides obtenu, dans lequel on retrouve
essentiellement la torularhodine mais aussi, en moindres quantités, le PB-caroténe, le 7-
caroténe, le toruléne, a servi de substrat acylant ; rappelons toutefois que le seul caroténoide
possédant une fonction carboxylique terminale est la torularhodine. Les conditions opératoires

pour la réaction d’acylation de la torularhodine sont indiquées dans le tableau I11.19.
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L’analyse cinétique de la réaction peut étre faite a partir des données de CCM
rassemblées dans la figure I11.45. Deux taches (Rf = 0,9 et 0,25) de coloration violette
détectées a la ninhydrine sont observées. Ce résultat montre, qu’outre les caroténoides qui ont
été identifiés, d’autres molécules sont présentes et porteuses de fonctions amine libre.
Cependant aucun éventuel produit de synthése n’est apparu au cours de la réaction
d’acylation. Contrairement aux observations faites lors de 1’acylation de la bixine, 1’acylation
de la torularhodine n’a pas été validée dans les conditions opératoires mises en jeu alors que
la concentration de pigments diminue au cours du temps. Cette disparation est probablement
liée a la dégradation de la torularhodine par la température. Apres 24 h, la dégradation

s’intensifie et a 192 h la torularhodine n’est plus visible.

Torularhodine : ; o : e
Rf=0,95 Bf?

Lysine

g RF=0.02

Temps T-o To 1h 3h 6h 24h 48h 72h 144h 168h 192h 216h 240h

Figure I11.45. CCM aprés révélation a la ninhydrine des échantillons prélevés au cours de la réaction
d’acylation de la torularhodine. Rapport 1/2 (Lysine/Torularhodine). T-o correspond au temps juste

avant I’ajout de I’enzyme et To le temps du prélévement 2 mn apres 1’ajout d’enzyme.

Une réaction d’acylation en présence d’un large exceés d’agent acylant, avec une
concentration de torularhodine 10 fois plus élevée que la lysine, a été réalisée. A nouveau, ce
rapport molaire n’a malheureusement pas conduit a la production d’un produit d’acylation.
D’autres conditions réactionnelles devront donc étre mises en ceuvre pour essayer de limiter la
dégradation de la torularhodine et favorisant la réaction d’acylation; 1’ajout d’agent
antioxydant tel que BHT ou BHQ pourrait étre envisagé puisqu’il a été montré dans ce travail

qu’ils limitaient la dégradation de la torularhodine.
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111.6.4. Conclusion

Ce travail représente une contribution originale dans la synthése d’acyl-lysine a partir
d’un caroténoide pris en tant que donneur de groupe acyle, la bixine. Cependant les conditions
ayant permis cette acylation n’ont pas abouti au méme résultat avec la torularhodine.
Plusieurs voies devraient, a I’avenir, étre explorées pour réaliser ce type de synthése avec la
torularhodine. Il pourrait s’agir, notamment, de modifier, dans un premier temps, la fonction
carboxylique en I’estérifiant par une réaction de méthylation. De méme, il pourrait étre
envisagé de travailler dans des conditions opératoires modifiées, sous pression réduite afin
d’¢liminer les molécules d’eau et de déplacer 1’équilibre thermodynamique en faveur de la
synthese. 11 est a noter, par ailleurs, que la réaction d’acylation de la bixine a conduit a
améliorer singulierement I’activité antiradicalaire de la molécule d’origine, permettant en cela
d’envisager la synthése de peptides acylés avec ce type de caroténoides afin d’obtenir des

architectures moléculaires multifonctionnelles.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion générale

Une précédente étude de Razavi (2004), au cours de laquelle une nouvelle souche de
Sporobolomyces ruberrimus avait été isolée, avait fait apparaitre un double intérét: une
capacité ¢levée a produire la torularhodine, molécule originale (I’un des deux caroténoides
carbonylés naturels) dotée de propriétés antioxydantes importantes, et I’opportunité d’utiliser

du glycérol technique comme substrat carboné et énergétique.

Le présent travail, qui fait suite a I’étude de base engagée par Razavi, a eu un premier
objectif essentiel : la détermination des meilleures conditions multicritéres compromis pour la
mise en ceuvre de la souche isolée, dans le but d’atteindre les productions / productivités de
synthése de torularhodine les plus élevées. Un deuxieme objectif était de définir les conditions
de mise en ceuvre de la réaction d’acylation d’un acide aminé, la lysine, avec un caroténoide

donneur d’acyle.

La premicre étape de 1’étude a donc consisté a rassembler des informations, aussi bien
qualitatives que quantitatives, pour progresser dans la connaissance globale du comportement
métabolique de 1’espéce étudiée. Ces informations concernent deux aspects fondamentaux : la
croissance cellulaire et la production du caroténoide d’intérét, la torularhodine. Un préalable a
¢té d’adapter une technique d’extraction compléte des pigments a 1’aide d’une presse de
French. Cette procédure s’est révélée propre et efficace, tout en conduisant a des échantillons
contenant de l'ordre de 40 % de matiére protéique. Ensuite, disposant d’échantillons
représentatifs des caroténoides, une étude comparative du comportement de Sporobolomyces
ruberrimus en présence de glycérol technique, issu de la filiére des biocarburants de type
gazole, et d’un milieu de référence obtenu a partir de glycérol pur, a pu étre établie. Pour cela,
deux glycérols techniques comprenant des quantités d’acides gras allant du simple au double
ont été utilisés.

Une premicre approche qualitative, en absence de régulation du pH et de I’oxygene
dissous, réalisée a 1’aide de cultures en boites de Pétri et en fioles d’Erlenmeyer a contribué,
par ’appréciation visuelle de la coloration des cultures en boite de Pétri, a noter que ’ajout

d’acide ol¢ique a 3,5 mM favorisait 1’apparition d’une couleur rouge vif caractéristique de la

149



Conclusion et perspectives

torularhodine. Par contre, une concentration supérieure de 7 mM semblait inhibitrice soit de la

croissance cellulaire, soit de la production de torularhodine.

Toujours dans le cadre de cette étude préliminaire, une étude quantitative, en
conditions contrdlées, a été réalisée en bioréacteur de 3 L afin d’apprécier les effets réels des
différentes sources de glycérol : un pur et deux techniques. Toutefois, plusieurs « réglages »
ont di étre réalisés pour s’assurer de « I’exactitude » de la mesure de la quantité de biomasse
produite et, par conséquent, des données sur les caroténoides synthétisés au niveau
intracellulaire. Cet inconvénient était li¢ a la mesure densitométrique qu’une évolution de la
couleur des cellules perturbait. Le deuxiéme « réglage » a consisté a dissoudre les acides gras
ajoutés au milieu de culture. Ce probléme a été solutionné en diluant ces acides gras dans un
petit volume d’éthanol avant ajout au milieu de culture, sans effet sur le comportement

métabolique de la souche utilisée.

Une étude comparative des cinétiques de croissance et de production des caroténoides,
en bioréacteur, en présence de glycérol pur et technique, a alors confirmé I’intérét de la
présence d’acides gras en concentration la plus élevée. Le choix du glycérol technique le plus

pauvre en acides gras a été retenu pour la suite de ce travail.

La deuxiéme étape a consisté en une étude cinétique qui avait pour but de définir, par
une approche quantitative sur la croissance et la production de la torularhodine, les facteurs
opératoires susceptibles d’avoir une influence sur le déroulement de la culture. La base des
comparaisons s’est faite sur les données obtenues au moment de la disparition du glycérol-
molécule, du milieu. Les effets de ces facteurs ont été étudiés en présence de glycérol pur afin
de servir de référence au regard des résultats obtenus avec le glycérol technique choisi. La
température et le pH, bien que connus pour leur effet sur la croissance ont ét¢ maintenus
constants a des valeurs considérées comme les meilleures par Razavi (2004), soit 23 °C et 6,
respectivement. L’étude a tout d’abord porté sur I’effet de la nature des acides gras, avec des
ajouts différenciés des acides oléique, linoléique, palmitique (présents dans le glycérol
technique) et stéarique a une concentration de 2 g/L chacun. Le but a été de choisir le « co-
substrat » du glycérol favorisant, de préférence la croissance et la production de
torularhodine ; cet acide est I’acide oléique. Ce résultat a été équivalent avec les deux sources
de glycérol employées. L’étude s’est poursuivie en mesurant ’effet quantitatif de 1’acide
oléique avec des ajouts permettant d’accroitre sa concentration de 2, 5 10, 15 et 20 g/L de

milieu de culture. Globalement, un léger effet positif a été noté sur la croissance pour 15 g/L
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alors que, pour ce qui concerne la production de torularhodine, un effet croissant, mais

¢galement assez faible a été observé jusqu’a 10 g/L ; au-dela, la production a décru.

Le dernier effet recherché a été celui du taux d’oxygénation, c’est-a-dire celui de la
disponibilité de 1’oxygene dissous. Trois valeurs du taux ont été choisies : 10, 50 et 80 %. A
10 % Deffet inducteur de limitation de la croissance a été vérifié induisant la plus faible
production de caroténoides. A 80 %, la croissance n’a pas été meilleure qu’a 50 % mais la
production de torularhodine s’est avérée, de loin, la plus élevée. En fait, cette accumulation
serait liée, selon certains auteurs, au role de défense de ce caroténoide contre 1’exposition aux
effets négatifs de I"oxygene a 1’égard de la levure qui développerait, alors, un systéme de

défense.

Ainsi, dans une premiere approche expérimentale, deux facteurs ont semblé avoir une
action sur le comportement métabolique de Sporobolomyces ruberrimus, tant du point de vue
de la croissance que de celui de la production de torularhodine. Une étude statistique basée
sur les données de concentration de la biomasse et de concentration spécifique de la
torularhodine, obtenues au moment de la disparition du glycérol (en fin de période de
croissance), a conduit & une conclusion de tendance identique ; ¢’est pourquoi 1’étude a été
poursuivie en retenant ces deux facteurs, les apports quantitatifs d’acide oléique et d’oxygene
dissous, auxquels est ajouté la température capable de jouer un réle modulé en fonction de la
variation des autres facteurs. A partir de ce moment, une stratégie expérimentale multicritére
basée sur deux types de plans optimaux considérant la D-optimalité et la rotatabilité, a été
¢laborée et mise en place pour définir un ensemble d’expériences englobant celles déja
réalisées ; cette démarche représente un avantage certain au regard des autres types de plans

classiques.

Dans une troisiéme étape, ce plan a abouti a une modélisation du taux de croissance
maximum en accord avec les valeurs obtenues au cours de 1’étude cinétique de la croissance.
Cependant, la modélisation de la concentration de torularhodine n’a pas conduit a des
résultats comparables a ceux supposés et attendus lors de 1’étude de I’influence des acides
gras, pour laquelle une amélioration de la production de torularhodine semblait observée par
I’ajout de différentes quantités d’acide ol€¢ique. Ce résultat pose la question du choix du
nombre et de la qualité des observables, ou plus exactement des observés choisis pour
représenter un phénomene, qu’il s’agit de retenir pour une bonne appréciation des effets
physiquement enregistrés. Il semble donc que, malgré les observations expérimentales et la

confirmation de 1’étude statistique initiale, les observés (détermination de la concentration
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spécifique en torularhodine) utilisés dans les calculs pour la validation des effets, ne
conduisent pas a une adéquation entre les données physiquement validées et les données

calculées a partir des mesures faites au moment ou le glycérol a disparu du milieu.

La définition des conditions de mise en ceuvre de la réaction d’acylation enzymatique
d’un acide aminé, la lysine, avec un caroténoide donneur d’acyle a constitué un second
objectif de ce travail. Ce type de réaction n’ayant jamais été proposé dans la littérature, a, par
conséquent, constitué un défi. Dans ce contexte, la premiére démarche a été de déterminer des
conditions réactionnelles d’acylation adéquates avec une molécule modele, en 1’occurrence la
bixine, seul caroténoide naturel possédant une fonction acide carboxylique, mais également
une deuxiéme fonction carboxylique méthylée. L’utilisation de la lipase B de Candida
antarctica en milieu organique, constitué¢ de 2-méthyl-2-butanol, a conduit a la synthése d’un
dérivé aminé de la bixine par une réaction de transacylation. Cette démarche représente une
contribution originale dans la synthése d’acyl-lysine a partir d’un caroténoide pris en tant que
donneur d’acyle. Des conditions réactionnelles (50 °C et rapport molaire de 2 lysine pour 1
bixine) ont été déterminées pour une syntheése observable du dérivé aminé de la bixine qui,
apres purification, a été identifié par spectrométrie de masse. Un signal m/z de 509 a confirmé
qu’il s’agissait d’un produit obtenu par transacylation de la lysine avec la bixine. Cette
réaction dite de fonctionnalisation de la bixine a abouti a une molécule dont I’activité
antiradicalaire s’est montrée 2,5 fois plus importante que celle du caroténoide d’origine, la
bixine. Ce résultat représente un encouragement pour mettre en place des stratégies de
modification structurelles des molécules portant des propriétés ou des bioactivités effectives.
Toutefois, les conditions ayant permis cette acylation n’ont pas abouti au méme résultat avec
la torularhodine, trés certainement en raison d’une impossibilité de réaliser une réaction de

transacylation.

Perspectives

L’ensemble des résultats obtenus ouvre un large champ prospectif pour des études
complémentaires tant du point de vue de I’optimisation des conditions de mise en ceuvre de la

culture de Sporobolomyces ruberrimus que de celui de la réaction d’acylation.

Un premier niveau intéresse les ¢études complémentaires nécessaires pour la

compréhension du comportement métabolique de la levure utilisée et I’optimisation des
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conditions opératoires du procédé de production de torularhodine. Il apparait fondamental de
savoir ou se situent les systeémes de régulation du métabolisme placés au(x) carrefour(s) des
voies conduisant & la croissance et a la production de la torularhodine, sans oublier pour

autant, les autres caroténoides ¢galement accumulés.

Un deuxiéme niveau correspond a la réalité analytique. Ici, il s’agit de trouver les
moyens permettant d’analyser quantitativement les variables d’état manquantes, en améliorant

la mesure des acides gras présents dans le milieu de culture.

Un troisiéme niveau intéresse le choix des facteurs opératoires en vue d’une
optimisation globale multicritére. En effet, d’autres critéres de plan peuvent étre choisis tout
comme d’autres facteurs comme, par exemple, le pH. Cependant, il faut noter 1’impact

expérimental que cela provoquerait.

Un quatriéme niveau serait de faire appel aux méthodes du génie microbiologique en
observant la réponse dynamique et en état stationnaire de la levure utilisée, a des pulses ou

des modifications temporaires d’environnement chimique, en réacteur continu.

Un cinquiéme niveau correspondrait a la maitrise de la stabilité de la torularhodine en
analysant le ou les produits obtenus (qualité et cinétique) au cours de la dégradation observée
de cette molécule, en présence ou non de puissants antioxydants ; ceci ayant pour but de

pouvoir maitriser cette dégradation et les conditions permettant de limiter ce phénomene.

Enfin, le dernier niveau serait, au regard de la fonctionnalisation de la torularhodine,

d’envisager :
* la modification de la fonction carboxylique par une estérification méthylique,

« la réalisation de réactions sous pression réduite afin d’éliminer les molécules d’eau et

déplacer 1’équilibre thermodynamique en faveur de la synthese,

* I’apport d’antioxydants puissants dans le milieu réactionnel, pour éviter une

dégradation trop rapide de la torularhodine.
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