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Ingénieur en microbiologie industrielle et appliquée, docteur en
microbiologie, Gilles Ravot est Directeur Général de la société
PIVERT', dont 'ambition est d’accompagner les industriels dans
le développement de procédés compétitifs et respectueux de
l'environnement. Jéréme Le Nétre est docteur en chimie et est
Responsable Recherche&Développement de la société PIVERT.

Le concept de bioraffinerie
joue un role clé dans les tra-
vaux conduits au sein de la
SAS PIVERT (Figure 1), qui se
veut étre un acteur de réfé-
rence de la transition énergé-
tique. Lobjectif de ce chapitre
est de présenter et d’illus-
trer, a travers l'exemple de
la fabrication de lubrifiants,
l'intérét de combiner la biolo-
gie de synthése et la chimie en
vue de produire une molécule
d’intérét industriel (Figure 2).

La SAS PIVERT est une entre-
prise née dans le cadre du
«Programme Investissements
d’Avenir? » pour porter UITE

1. www.sas-pivert.com

2. Programme Investissements
d’Avenir : programme d’investis-
sement de |'Etat francais favori-
sant lexcellence, linnovation et
la coopération.

éponyme, qui a pour ambi-
tion de participer a la diver-
sification des usages des
produits agricoles ainsi qu'a

Révéler I'innovation,

du champ & la chimie

L'Institut pour la Transition
Energétique [ITE) PI.V.E.R.T., pour
« Picardie Innovations Végétales,
Enseignements et Recherches
Technologiques », a été sélectionné
dans le cadre du Programme
Investissements d’Avenir en juin
2011 et bénéficie d'un financement
de ['Etat pouvant atteindre 64 ME.
La Région Hauts-de-France ainsi
que lAgglomération de la Région
de Compiégne [ARC] soutiennent
également 'ITE PL.V.E.R.T. dans
ses projets.

Source : SAS PIVERT.
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La société PIVERT a pour finalité
le développement d’une filiere
francaise compétitive (innovation et
industrialisation) dans le domaine
de la chimie du végétal a partir de
biomasse oléagineuse.

Source : SAS PIVERT.

La SAS PIVERT est un acteur
de la transition énergétique. A
Uinterface entre la recherche et
lindustrie, PIVERT développe
et commercialise de nouveaux
produits a base de carbone
renouvelable et de procédés
innovants, économiquement
compétitifs et respectueux de
l'environnement.

Source : iStock.

La société PIVERT est une société
innovante du domaine de la
bioéconomie, créée en 2012. Cette
société est implantée au Parc
Technologique des Rives de ['Oise a
Compiegne.

Source : Vertical Photo.

l'incorporation de davantage
de carbone renouvelable® dans
l'industrie (Figure 3).

Le simple fait d'introduire du
carbone renouvelable ne suffit
pas au succeés de la biologie de

3. Carbone renouvelable : se dit

d'une substance chimique issue
de matiére premiere biosourcée
(c’est-a-dire de la biomasse). Ce
terme est en opposition avec les
produits chimiques issus de la
pétrochimie (pétrosourcés).

synthése ou de la chimie verte
dans le monde industriel, il
faut aussi que les procédés
et produits qui en résultent
soient techniquement et éco-
nomiquement performants.

Dans ce but, la SAS PIVERT
développe, avec ses parte-
naires, des solutions inno-
vantes, propriétaires, a
vocation industrielle, a base
de matieres premieres renou-
velables (Figure 4).



Le BIOGIS Center :
de la matiére
premiére aux bioproduits

Le BIOGIS Center est une
plateforme technologique
dédiée a U'industrialisation de
la chimie du végétal en parti-
culier dans les domaines de
la chimie, de la protection des
plantes et de l'alimentation
animale (Figure 5).

Dans le domaine de la chimie,
nous nous intéressons plus
particulierement au domaine
des additifs industriels en
utilisant les huiles végétales
comme matieres premiéres
de prédilection. Ces additifs
se retrouvent le plus souvent
dans des milieux dispersés®,
par nature hétérogenes, du
fait de la présence de plu-
sieurs phases, le plus souvent
eau-dans-huile ou huile-
dans-eau. Les marchésvisés,
pour n'en citer que quelques-
uns, sont ceux de la cosmé-
tique (un produit cosmétique
est notamment composé
d’eau, d'huile et d’air), les
marchés des lubrifiants ou
encore du « 0il&Gas » (c’est-
a-dire forage et extraction
pétroliére).

Dans le domaine de la protec-
tion des végétaux, nous uti-
lisons les micro-organismes
et les extraits naturels pour
concevoir des produits de bio-
contréle®. Le remplacement

4. Milieu dispersé : suspension
d'une ou plusieurs substances,
dispersées régulierement dans
une autre substance, formant un
systéme a deux phases séparées.
5. Biocontrole ensemble de
méthodes de protection des cultures
basées sur le recours a des orga-
nismes vivants ou des substances
naturelles.

des produits phytosanitaires®
conventionnels issus de la
pétrochimie est plus que pres-
senti. C'est aujourd’hui une
réalité notamment dans les
collectivités territoriales ou
leur usage n'est plus autorisé.
Depuis le 1°"janvier 2018, nous
n‘avons plus le droit d'utiliser
ces mémes produits phytosa-
nitaires de synthése chez le
particulier (pour ce que lon
nomme « Home and Garden »).

Dans l'agriculture, il y a non
seulement une forte incita-
tion, mais aussi des mesures
coercitives pour sortir petit a
petit de l'usage conventionnel
des produits phytosanitaires
et proposer des solutions bio-
sourcées’, dites de biocon-
tréle (quand il s'agit de lutter
contre un bioagresseur), ou de
biostimulation® (quand il s'agit

6. Produit phytosanitaire : produit
contenant une ou plusieurs subs-
tances actives ayant pour but de
protéger les végétaux contre les
nuisibles, d'assurer la conserva-
tion des végétaux ou d’exercer une
action sur les processus vitaux des
végétaux. Les produits phytosani-
taires sont, avec les engrais, les
deux principales sources de pollu-
tion des eaux superficielles et sou-
terraines par le secteur agricole.
7. Biosourcé : se dit d'une subs-
tance créée a partir de matiére
premiére  renouvelable. Ces
substances sont obtenues aprés
transformation de la biomassse :
oléoprotéagineux (colza...], plantes
amidonniéres (mais, blé..] et
sucriéres (betterave...), plantes a
fibres (lin, chanvre), micro-algues
et macro-algues...

8. Biostimulation : méthode de
traitement utilisant une subs-
tance naturelle ou un micro-
organisme vivant non pathogéne
pour induire (ou préparer & induire)
des réponses de défense chez une
plante qui conduisent a une meil-
leure résistance de la plante face a
des stress abiotiques et biotiques.

Chimie, protection des plantes,
alimentation animale : trois
domaines d'application sur
lesquels la SAS PIVERT se

concentre.

Source : SAS PIVERT.
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d’aider la plante a se dévelop-
per ou a résister a des stress
abiotiques). Un des enjeux
majeurs est de maintenir les
rendements, grace aux tech-
nologies de remplacement
sans augmenter les colts de
traitement, et ainsi maintenir
le revenu des agriculteurs.

Le troisieme domaine d'ap-
plication dans lequel la SAS
PIVERT est active est celui
de lalimentation animale ou
nous développons des solu-
tions innovantes en particulier
sous la forme d’additifs.

Le point commun a ces trois
domaines est la matiére pre-
miére « oléo-protéagineuse »
(colza et tournesol, en parti-
culier en France). Une plante
oléagineuse’ contient de
U"huile qui permet de nous
diriger vers les différentes
applications. Cette huile per-
met de fabriquer des pro-
duits chimiques, mais elle
peut éventuellement avoir
des applications alimentaires
dans un concept de bioraffi-
nerie.

Lors du pressage de lagraine
est extrait un coproduit riche
en protéines, appelé « tour-
teau », qui sert a l'alimenta-
tion animale. Dans une logique
de bioraffinerie, nous nous
servons aussi de la matiére
premiére lignocellulosique™

9. Plante oléagineuse : plante dont
les graines ou les fruits sont riches
en lipides. Ces plantes sont culti-
vées afin de produire des huiles et
des corps gras a usage alimentaire
ou industriel.

10. Lignocellulose : constituant
principal de la paroi cellulaire
des plantes. Elle est la source de
carbone renouvelable la plus abon-
dante de la planéte. Elle est consti-
tuée majoritairement de cellulose,
d’hémicellulose et de lignine.

comme brique de départ pour
faire de la chimie.

Comme pour beaucoup de
sociétés innovantes, souvent
regroupées sous le terme
générique de « start-up »,
notre modele de développe-
ment est un modele de type
« partenariat » (Figure é),
notre ambition étant de déve-
lopper, avec des partenaires
industriels, des solutions
dans les trois domaines d’ap-
plication précités.

Dans ce contexte, nous avons
un positionnement un peu
particulier (Figure 6). Notre
porte d’entrée chez nos par-
tenaires industriels est la
propriété intellectuelle, qui
nous permet de proposer des
solutions originales et donc
de lesintéresseras’investira
nos cotés dans un partenariat.

Notre seconde caractéristique
est que notre société n'est
pas positionnée de maniere
exclusive sur la recherche
mais plutdt sur le passage de
la recherche a l'application
industrielle. Nous focalisons
nos efforts sur le passage du
laboratoire a l'industrie, ce
qui correspond souvent a une
étape cruciale nécessitant
beaucoup d’investissement.
La SAS PIVERT est capable
de mener cette étape de mon-
tée en échelle en lien avec le
partenaire industriel et donc
de limiter de maniére signifi-
cative l'investissement indus-
trieldu changement d’échelle.

Le troisieme élément de
différenciation par rapport
a la start-up traditionnelle
concerne notre réseau scien-
tifique et le fait que nous
ayons été capables de nouer
un accord de collaboration
structurel fort avec plus de
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soixante laboratoires aca-
démiques. Cette collabora-
tion nous permet de lever
des verrous scientifiques en
particulier dans le domaine
de la biologie de synthese.
Sur ce point, la difficulté au
niveau de la SAS PIVERT est
de savoir comment traduire
un verrou qui constitue une
limite au développementd’une
application industrielle en une
question scientifique pour
les chercheurs. Cette colla-
boration entre la recherche
académique et la recherche
industrielle est trés fruc-
tueuse, et l'exemple qui sera
présenté a été réalisé dans
ce cadre.

La SAS PIVERT s’inves-
tit donc aussi au niveau du
développement industriel, et
c'est dans ce cadre qu'a été
construit le BIOGIS Center,
véritable démonstrateur de
la bioraffinerie et traitd’'union
entre recherche et industrie
(Figure 7).

L'échelle a laquelle nous
travaillons est intermédiaire
entre l"échelle d'un labora-
toire de recherche et celle
d’'un atelier de fabrication
industrielle : nous commen-
cons sur quelques litres a
quelques dizaines de litres et
nous nous arrétons al'échelle
de quelques metres cubes.

A partir du moment ou le pro-
cédé a cette échelle est au
point, du point de vue tech-
nique et économique, la SAS
PIVERT est en mesure de
rédiger des documents de
type « technical package »,
qui permettent de réellement
envisager une exploitation
industrielle des résultats.

Dans ce contexte, la biologie
de synthése n'est autre qu'un
outil de plus pour transfor-
mer de maniére efficace un
substrat en produit. Mais c’est
un outil particulier, avec des
complexités et des temps de
développement qui lui sont
propres.

La SAS PIVERT propose des
solutions innovantes et durables.
Le passage de la preuve de concept
a la démonstration industrielle
est une phase clé du transfert
de technologies linnovation,
industrialisation, propriété
intellectuelle]. Le fonctionnement
de la société repose sur un
écosysteme impliquant plus de
soixante laboratoires académiques,
centres techniques partenaires et
des partenaires industriels.

Source : SAS PIVERT.
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MATIERES PREMIERES

cortone renpuveiible, plantes okéagineuses

g

EXPLOITATION
INDUSTRIELLE

Nl
PRODUITS

chimic, akmentation humaine ef arimate

Le BIOGIS Center est une plateforme technologique de 6 000 m? entiérement dédiée & Uextrapolation vers
l'échelle industrielle des procédés mis au point en laboratoire. Ce batiment a été concu pour accélérer le
développement des technologies de valorisation de la biomasse (notamment oléagineuse] destinées a la
fabrication de bioproduits.

Source : Vertical Photo, SAS PIVERT.

Nous travaillons souvent sur
des produits dont les valeurs
ajoutées sont relativement
moyennes, méme lorsque
qu’il s'agit de spécialités,
nous ne sommes pas dans le
domaine pharmaceutique, il
faut donc également prendre
cela en compte dans lintérét
économique du procédé.

2 La bioraffinerie

Une bioraffinerie, par analogie
avec une raffinerie pétroliéere,
est un lieu oU la biomasse
est transformée de maniére
durable par un processus de
traitement en un éventail de
produits biosourcés (carbu-
rants, produits chimiques,
matériaux, alimentation
humaine et animale). C'est a
ce niveau que la biologie de
synthése peut avoir un intérét
particulier.

Ces produits biosourcés
trouvent des applications
diverses et variées, mais la
bioénergie reste un des prin-
cipaux vecteurs économiques
de la bioraffinerie (tout au

moins telle qu'elle a été ima-
ginée il y a quelques dizaines
d'années) (Figure 8).

ILexiste deux types de bioraf-
fineries :

- les bioraffineries « por-
tuaires » : analogues aux raf-
fineries pétrolieres, elles se
caractérisent généralement
par le fait qu'elles ne transfor-
ment qu'une seule biomasse
arrivant de loin, transportée
par bateau. Ces bioraffineries
ne produisent, en général,
qu’un voire deux produits. Elles
sont souvent concernées par
des applications énergétiques ;
- les bioraffineries « terri-
toriales » : elles traitent des
matieres premiéres plus diver-
sifiées venant d'un horizon
géographique beaucoup plus
restreint (3 proximité du site
de transformation, en général
a 50-100 km autour de la bio-
raffinerie). Ce sont des petites
unités industrielles se caracté-
risant par leur capacité a trai-
ter plusieurs types de matiéres
premiéres pour délivrer plu-
sieurs produits.

Ces deux types de bioraffi-
neries ne sont pas opposés,
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Une bioraffinerie est un complexe industriel permettant de valoriser la biomasse pour produire principalement
des molécules chimiques et de U'énergie. En fonction du type de bioraffinerie (portuaire ou territoriale], les

applications sont différentes.

elles ont toutes deux leur
intérét. Elles ne permettent
pas de générer les mémes
revenus, ne s'adressent pas
aux mémes producteurs ni
aux mémes consommateurs.

La bioraffinerie
des oléagineux

L'utilisation de la biologie de
synthése est intéressante
pour la transformation des
oléagineux au sein de la
bioraffinerie (Figure 9). La
plante oléagineuse en tant
que matiére premiére per-
met de disposer d’une graine
- contenant de U'huile et des
protéines - et de biomasse
lignocellulosique. Cette
matiere lignocellulosique est
souvent associée a la tige ou
a la paille. Tout un ensemble
de processus permet ensuite
d’aboutir aux bioproduits et
aux biomatériaux (Figure 9).

Prenons l'exemple du tourne-
sol pour illustrer la valorisa-
tion des différentes fractions :
la coque qui entoure la graine
est séparée sur la bioraffine-
rie avant l'étape de pressage.
Cette coque est ensuite bra-
lée. Elle posséde donc une
valeur: savaleur énergétique.
De l'autre coté, 'amande est
triturée (pressage et opti-
misation de la récupération
d’huile], afin d'obtenir de
l’huile et un tourteau, riche
en protéines.

Jusqu'a présent, l'objec-
tif était plutot d’optimiser la
récupération de 'huile quitte
a dégrader lavaleur nutrition-
nelle du tourteau. Aujourd’hui
le choix a tendance a s’inver-
ser du fait de l'accroissement
de la valeur de la protéine du
tourteau, ce qui implique de
repenser le mode de traite-
ment de ces deux matiéres au
niveau de la trituration.

Source : SAS PIVERT.
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PRODUCTIONS BIOMASSES OLEAGINEUSES
AGRICOLES récolte, logistique, stockage
Séparation
BIORAFFINERIE Graines . Lignocelluloses

Amandes Coques Fractionnement o

£

* Trituration * g

g

Tourteaux Huiles Fermentation Sucres Lignines 5

Extraction-Chimie-Biotechnologie

Bioproduits Biomatériaux

La bioraffinerie oléagineuse permet de valoriser la biomasse oléagineuse
[colza, tournesol, soja, moutarde ou cameline). Grace & un processus dont
les grandes étapes sont la séparation (des graines et de la lignocellulose],
le fractionnement, la trituration, la fermentation et l'extraction, des
matiéres biosourcées et durables sont produites.

Source : SAS PIVERT.

Pour appliquer la biologie de
synthése au niveau de la bio-
raffinerie, nous disposons au
minimum de deux sources de
matieres premieres d’inté-
rét pour faire de la biotech-
nologie (en particulier de la
fermentation'). La premiére
source réside dans les sucres
issus du fractionnement de
la lignocellulose, appelés
sucres de seconde généra-
tion. Ils peuvent étre utilisés
dans de nombreuses appli-
cations, y compris pour faire
des huiles. La seconde source
de matieére premiére réside

11. Fermentation : dégradation
de la matiere organique par des
micro-organismes associés indus-
triellement a la production d'une
ou plusieurs molécules d'intérét.

dans la partie huile. L' huile est
composée d'acides gras et de
glycérol (propane-1,2,3-triol].
Ce dernier est un substrat qui
a été tres travaillé pendant de
nombreuses années pour faire
de la fermentation car le gly-
cérol était considéré comme
un co-produit bon marché de
la fabrication du biodiesel.
Cependant, avec le recul des
ventes de véhicules diesel
d'une part et le développement
d’autres voies de valorisation
d'autre part, le glycérol est
aujourd’hui moins compétitif
qu’il ne l'était, probablement
moins compétitif que le sucre.

3 Ingénierie
métabolique et
biologie de synthése

La biologie de synthese est
utilisée, au sein de la SAS
PIVERT, pour faire de l'ingé-
nierie métabolique et conce-
voir des micro-organismes
capables de produire, prin-
cipalement par voies fer-
mentaires, des composés
chimiques a partir des deux
matieres premieres renouve-
lables disponibles précédem-
ment citées : les sucres et le
glycérol.

Elle est également utilisée
pour faire un peu de biocon-
version'?, ainsi que de la bio-
catalyse™.

Danstous les cas, la biologie de
synthese concerne la produc-
tion de composés chimiques a

12. Bioconversion : transformation
d’une substance organique en une
autre a l'aide d'une cellule vivante.
13. Biocatalyse : processus visant
a utiliser des catalyseurs naturels
(par exemple une enzyme) dans une
réaction de synthése organique. Ce
type de catalyse est effectué dans
des conditions douces.



partir de matiéres premieres
renouvelables. Pour produire
de maniére compétitive a
l'aide d’'un micro-organisme,
ilestimportant de s'intéresser
au minimum a trois caracté-
ristiques de la production : le
rendement, le titre final et la
productivité :

- le rendement correspond
au pourcentage de carbone du
substrat qui va se retrouver
dans le produit, caractére qui
va évidemment impacter l'éco-
nomie du procédé ;

- le titre final est la concen-
tration en produit. Plus le pro-
duit est dilué plus nous aurons
besoin de manipuler des
volumes importants et plus il
sera difficile a récupérer, donc
plus cela sera colteux ;

- la productivité est la capa-
cité qu'a une souche a produire
par unité de temps et unité de
volume une quantité de pro-
duits déterminée.

Ces trois facteurs sont indis-
pensables a prendre en
compte dans la conception
des procédés.

Au moins deux de ces trois
parametres sont davantage
liés au chassis qu’a la voie de
synthése. C'est particuliere-
ment vrai pour le titre final :
si pour produire un solvant
on utilise une souche sensible
a ce solvant, on va étre trés
vite limité. C'est assez simple
a comprendre mais souvent
occulté caronatendance ane
regarder que la disponibilité
de Uoutil génétique™. Il est
certes important de dispo-
ser d'outils génétiques, mais

14. Outil génétique : outil per-
mettant de modifier le génome
et Uexpression des génes au sein
d'une cellule.

il est encore plus important
de comprendre comment le
chassis (la souche) va pouvoir
apporter des réponses a la
problématique du titre final et
de la productivité.

3.1. Lexemple de la
production d’acides gras
cyclopropaniques’

L'exemple concerne la pro-
duction des CFA, des acides
gras cyclopropaniques'
(Figure 10). Ces acides gras
sont synthétisés naturel-
lement par divers orga-
nismes : des micro-algues,
des levures, de nombreuses
plantes a fruits (Figure 11),
mais en trés faibles quanti-
tés. Ils sont potentiellement
accessibles chimiquement a
partir d'acides gras insaturés
mais par des voies de cyclo-
propanation (formation d'un
cycle atrois carbones, comme
représenté sur la Figure 10)
employant des réactifs dan-
gereux et non biosourcés. La
production fermentaire des
CFA apparait donc plus avan-
tageuse sur plusieurs points.

15. La majeure partie des résultats
présentés succinctement ci-apres
ont été obtenus dans le cadre des
deux projets « MetaLipPro » finan-
cés par la SAS PIVERT et réalisés
en collaboration avec plusieurs
laboratoires dont ceux de Brigitte
Thomasset de UUniversité de
Technologie de Compiégne et
Jean-Marc Nicaud de UINRA. Ces
projets ont bénéficié d'une aide
de U'Etat au titre du Programme
d’Investissements d’Avenir portant
la référence ANR-001-01.

16. Acides gras cyclopropaniques
ou CFA [« Cyclopropanoic Fatty
Acids ») : molécules entrant dans la
composition des huiles de graines
de certaines plantes [(apparte-
nant généralement a lordre des
Malvales et des Sapindales).
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Acide gras insaturé
cyclopropanique.
Source : SAS PIVERT.

18/‘\/‘\/\/“ cis -

Les CFA entrent dans la composition de lipides des micro-organismes (microalgue, levure] et des huiles de
graines de certaines plantes (litchi, coton, arbre caca).

Suite a une production par le
biais de la biologie de synthese,
U'utilisation de la chimie, par
une étape d’hydrogénation',
permet de transformer les
CFA en acides gras ramifiés'®,
ayant des propriétés intéres-
santes en matiére de résis-
tance a l'oxydation, notamment
sion les compare a des acides
gras non ramifiés insaturés’.
Ils possédent également des
propriétés intéressantes en

17.  Hydrogénation réaction
chimique qui consiste en l'addition
d'une molécule de dihydrogéene
au niveau d'un autre composé
chimique. L'hydrogénation est une
réaction souvent appliquée aux
acides gras insaturés afin de rendre
solide, semi-solide ou plastique une
matiére grasse liquide a tempéra-
ture ambiante, ou encore pour dimi-
nuer les réactions d'oxydation et de
dégradation de la matiére grasse.
18. Acide gras ramifié : acide gras
qui posséde une ou plusieurs ramifi-
cations au sein de sa structure. Cela
signifie que sur la chaine principale,
des substituants sont greffés.

19. Acide gras insaturé : acide gras
qui posséde une ou plusieurs liai-
sons doubles dans la chaine carbo-
née (par exemple lacide oléique,
lacide linoléique, lacide arachi-
donique). Un acide gras est une
molécule de la famille des lipides,
formée d'une chaine carbonée
possédant un groupement acide
carboxylique -COOH terminal.

matiére de viscosité a basse
température. Pour toutes ces
raisons, ce sont des composés
intéressants d'un point de vue
industriel, notamment comme
lubrifiants.

Choix du chassis : la levure
Yarrowia lipolytica

Il existe des levures oléagi-
neuses, qui, dans certaines
conditions, ont naturellement la
capacité d'accumuler de U'huile
en quantité importante. C'est le
cas de la levure Yarrowia lipo-
lytica (Figure 12), sur laquelle
nous avons beaucoup travaillé.
Son génome est complétement
séquencé, et beaucoup d’outils
génétiques permettent de tra-
vailler avec cette levure. De
plus, le métabolisme des tri-
glycérides® est connu et cette
levure est assez facile a cultiver
industriellement.

Cette souche est donc poten-
tiellement tres intéressante
pour la production d’'huile
microbienne a partir de sucres
ou a partir de glycérol. Dans

20. Triglycéride : constituant prin-
cipal des graisses animales et
de lhuile végétale. La structure
chimique repose sur lestérifica-
tion de trois groupes hydroxyle du
glycérol par des acides gras.



Levure aérobie Oléagineuse

Les avantages de la levure
Yarrowia lipolytica pour la
production d’huile microbienne a

—
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Gnom stqoence partir de sucres ou de glycérol.
Source : SAS PIVERT.
Nombreux outils de génie génétique

le cas de la production des
CFA, le travail de recherche
a principalement consisté a
modifier la souche pour Llui
permettre d’accumuler un
maximum d’huile et a intro-
duire un géne codant pour une
enzyme permettant d'insé-
rer un cyclopropane dans un
acide gras. Dans un second
temps, l'autre partie du travail
a consisté en l'optimisation
des conditions de fermenta-
tion. Il a en effet porté sur la
variation de la composition
du milieu de culture et de
la nature des matiéres pre-
miéres utilisées, mais aussi
sur les durées des différentes
phases de la fermentation. De
plus, une transposition a des

échelles supérieures de plu-
sieurs dizaines de litres s’est
effectuée en paralléle.

Sur la Figure 13 nous pou-
vons voir que cette souche,
apres ingénierie métabolique
et optimisation fermentaire,
permet d'atteindre des titres
en biomasse relativement
intéressants, de l'ordre de
60 grammes par litre. La
souche accumule également
des quantités d'huile relati-
vement importantes tout au
long de sa croissance au sein
des cellules. En fin de culture,
la quasi-totalité de l'espace
intracellulaire est occupée
par Uhuile sous forme de
gouttelettes appelées corps
lipidiques (Figure 14).

Masse séche (g/)

£l 100 120 140 160
Temps de culture (h)

Apres plusieurs heures de

fermentation, les corps lipidiques
occupent la quasi-totalité de
l'espace intracellulaire illustrant

Résultats de la fermentation de la levure Yarrowia lipolytica. Au cours

de la fermentation des levures, la teneur en huile [ramenée au poids sec

des cellules] augmente de maniére trés significative. Aprés 180 heures de

culture, la majorité de 'espace intracellulaire est occupée par ['huile.
Source : SAS PIVERT.

le remarquable potentiel
d‘accumulation lipidique de
Yarrowia lipolytica.

Source : SAS PIVERT.
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Séparation spontanée des phases

aqueuses et lipidiques. La phase

lipidique d’intérét est a la surface.
Source : SAS PIVERT.

En fin de fermentation, le
mo(t?' est récupéré. Du fait
de l'accumulation d’huile,
la levure ne sédimente pas
comme tout micro-organisme
mais flotte (Figure 15). Lhuile
représente environ 70 % de
la biomasse seche. Les CFA
contenus dans 'huile repré-
sentent 20 a 30 % des acides
gras totaux.

Pour de nombreuses applica-
tions industrielles, il n'est pas
nécessaire d'avoir une molé-
cule pure, une huile enrichie
en CFA peut donc étre valo-
risée sans extraction préa-
lable des CFA pour autant que
les performances attendues
soient vérifiées. On peut voir
sur la Figure 16 que la souche
produit en réalité non pas un
mais deux CFA : un a partir de
l'acide oléique et un a partirde
l'acide palmitoléique.

Dans cet exemple de fermen-
tation nous avons recherché
la performance applicative et
cela ne pose aucun probleme
d’'obtenir un mélange : les
deux molécules sont ensuite
hydrogénées pour obtenir les

21. Mo(t de fermentation : produit
de la fermentation contenant les
cellules et le milieu de culture
fermenté.

cis

cis

COH

COH

Deux acides gras cyclopropaniques sont produits au cours de la
fermentation (un & partir de lacide oléique et un a partir de l'acide
palmitoléiquel. Les structures moléculaires sont trés proches mais
différentes de par leur nombre d'atomes de carbone de la chaine grasse.

Source : SAS PIVERT.

molécules d’'intérét aux pro-
priétés lubrifiantes.

Nous pourrions cependant
imaginer, en développant un
autre volet de l'ingénierie
métabolique, en l'occurrence
l'ingénierie enzymatique,
modifier 'enzyme qui permet
la synthése des CFA pour la
rendre plus spécifique de l'un
ou de l'autre des deux subs-
trats.

3.2. Industrialisation

de la production de CFA :
extraction des produits
d’intérét

On pourrait logiquement
penser que pour extraire la
matiére huileuse (les trigly-
cérides et les CFA], il faille
sécher et presser les cellules,
comme on le fait par analo-
gie avec les graines végé-
tales. Cependant, l'étape de
séchage demeure encore un
verrou technique a lever pour
envisager Ll'industrialisa-
tion de la production d’huile
microbienne.

Une voie alternative consiste
a lyser? les cellules & l'aide
d'un homogénéisateur pour
réaliser une émulsion avant
d'effectuer une extraction
liquide-liquide® avec un sol-
vant. Cette derniéere étape
permet de récupérer les
molécules d'intérét.

Aujourd’hui, au-dela de la
«performance produit », cette

22. La lyse est la destruction de
la membrane d’une cellule par un
agent physique, chimique ou biolo-
gique, provoquant sa mort.

23. Extraction liquide-liquide
méthode de séparation consistant
a extraire une substance par trans-
fert entre deux phases liquides non
miscibles.



problématique d'extraction
reste encore un sujet de déve-
loppement devant étre traité

industrialisation de la produc-
tion de CFA et des molécules
qui en dérivent pour les appli-

pour pouvoir envisager une cations envisagées.

Les défis de Uutilisation de la biologie
de synthése dans le bioraffinage

Pour utiliser la biologie de synthese dans les
bioraffineries et passer de lidée au produit
industriel, il demeure au minimum trois défis
importants (Figure 17). Nous avons beaucoup
parlé du systeme de production, c’est-a-dire
de lassemblage entre le chéssis et la voie
métabolique, c'est évidemment important.
La récupération du produit et son développe-
ment a U'échelle industrielle ne doit pas étre
découplée mais traitée en méme temps que la
problématique de production. Enfin, il convient
de toujours considérer Uapplication finale et les
contraintes qui en résultent afin de s'assurer
que les performances techniques et écono-
miques du produit seront optimales.

Le développement d'une idée

jusqu’a son industrialisation est

un travail complexe en biologie

de synthése qui repose sur trois

paramétres importants : le

systéme de production (a gauche),

la problématique de séparation

des produits d'intérét (au milieu) et

lapplication industrielle (a droite).
Source : SAS PIVERT.
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