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(534) Title : METHOD FOR THE PRODUCTION OF CELLULASES BY A FILAMENTOUS FUNGUS ADAPTED TO A FER-
MENTER HAVING A LOW VOLUMETRIC OXYGEN TRANSFER COEFFICIENT K1 A

(54) Titre : PROCEDE DE PRODUCTION DE CELLULASES PAR UN CHAMPIGNON FILAMENTEUX ADAPTE A UN
FERMENTEUR AYANT UN FAIBLE COEFFICIENT DE TRANSFERT VOLUMETRIQUE D'OXYGENE K1 A

(57) Abstract : The invention relates to a method for the production of cellulases by a strain of a filamentous fungus in a stirred and

acrated bioreactor, comprising at least two g
substrate in batch phase with a concentration of carbon g

rowth steps, namely: a first growth step in the presence of at least one carbon growth
rowth substrate of between 10 and 80 g/L; and a second growth and produc-

tion step 1n the presence of at least one inducing carbon substrate in ted-batch phase in the presence of a carbon-source-limiting tflow
of between 50 and 140 mg per gram of cells per hour.

(57) Abreégé . La présente invention porte sur un procede de production de cellulases par une souche d'un champignon filamenteux,
en bioreacteur agite et acré comprenant au moins deux ¢tapes de croissance : -la premiere etape de croissance en presence d'au moins
un substrat carbone de croissance en phase batch avec une concentration en substrat carboné de croissance comprise entre 10 et 80
g/L, -une deuxiéme etape de croissance et de production en présence d'au moins un substrat carboné mducteur en phase fed-batch en
présence dun flux limitant de source de carbone compris entre 50 et 140 mg par gramme de cellules et par heure.
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1 o
PROCEDE DE PRODUCTION DE CELLULASES PAR UN CHAMPIGNON FILAMENTEUX ADAPTE A UN
FERMENTEUR AYANT UN FAIBLE COEFFICIENT DE TRANSFERT VOLUMETRIQUE D'OXYGENE K_a

DOMAINE DE L'INVENTION

L'invention est relative a un procédé de production de cellulases par un champignon
filamenteux, nécessaire pour 'hydrolyse enzymatique de biomasse lignocellulosique
mise en ceuvre par exemple dans les procedes de production de biocarburants dits
de seconde génération ou d'autres procédés des industries chimiques, papetiéres ou
textiles. ' ' " -

ART ANTERIEUR

La mise au point de procedes economiquement viables de production de
biocarburants de 2eme génération est aujourd’hui un vaste sujet d'actualite. Ces
derniers sont produits 3 partir de biomasse lighocellulosique et posent moins de
problemes de concurrence d'usage des terres agricoles avec l'alimentaire, par
rapport aux biocarburants dits de premiere genération qui sont produits a partir de

~ canne a sucre, mais, blé ou betterave.

La biomasse ligno-c:ellulosique se caractérise par une structure complexe constituee
de trois principales fractions: la cellulose, les hémicelluloses et les lignines. De facon
classique, le procéde de sa transformation en éthanol comprend plusieurs étapes. Le
prétraitement permet de rendre la cellulose accessible aux enzymes qui sont des
cellulases. L'étape d'hydrolyse enzymatique permet la transformation de la cellulose
en glucose qui est ensuite transformee en ethanol lors de ['étape de fermentation par
en général l[a levure Saccharomyces cerevisiae. Enfin l'etape de distillation va
permettre de séparer et récupérer ['éthanol du mout de fermentation.

Les differentes etudes technico-economiques demontrent que la reduction du colt
des celiulases est un des points-clés des procédés de production biologique
d'éthanol a partir des matiéres premiéres Iignocellulosiques. A I'heure actuelle, les
cellulases industrielles sont principalement produites par un champignon
filamenteux, Trichoderma reesei, en raison de son fort pouvoir de sécrétion. La

“stratégie qui est appliquée industriellement est de faire une croissance rapide du

champignon jusqu'a une concentration donneée puis d'induire - la production de
cellulases afin de maximiser la productivité et le rendement. Trichoderma reesei est
aerobie strict et sa croissance aboutit & une forte augmentation de la viscosité du
milieu qui rend difficile le transfert d'oxygene nécessaire a sa survie. Ce dernier est
lié au K.a qui est appelé coefficient de transfert volumétrique d'oxygéne ramené 3
'unité de volume de milieu. C'est le produit du coefficient K. (coefficient d'échange
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global pour O; en m.s™ ou m.h™") et du coefficient "a" (aire d'echange spécifique
ramenée a I'unité de volume de phase liquide de milieu de culture, en m? par m° de
milieu de culture). Le K,a est proportionnel a l'agitation et 2 'aération. Afin de
satisfaire la demande biologique en oxygene dui' augmente durant la phase de
croissance de champignon, il est necessaire d'augmenter le transfert d'oxygene qui
se fait généralement par une augmentation de ['agitation ou du débit d'aération. Ceci
aboutit a une augmentation des depenses energetiques du procede (puissance du
moteur pour ('agitation et compresseur pour 'aération) avec, par conséquence, une
augmentation des colts opératoires. Les couts lies a l'agitation et a 'aération
peuvent représenter jusqu'a 50 % des couts operatoires du procédé de production de
cellulases.

Une des voies de diminution du codit de production des enzymes est donc d'abaisser
les couts opératoires en modifiant la conduite du procédé de facon a minimiser le K.a
nécessaire tout en maintenant la productivité en cellulases. Cela permet en outre de
simplifier |'étude de mise a [I'échelle (ou "scale-up"” en anglais) pour le
dimensionnement du fermenteur industriel (typiquement, de 100 & 1000 m’) qui .
devient difficile pour des valeurs de K a supérieures a 200 h™'.

- Les enzymes du complexe enzymatique de Trichoderma reesei contiennent trois

grands types d'activites : les endoglucanases, les exoglucanases et les cellobiases
ou beta-glucosidases. D'autres proteines possedant des fonctions ou activités
indispensables a ['hydrolyse des materiaux ligno-cellulosiques sont également
produites par Trichoderma reesei, les xylanases par exemple. La présence d'un
substrat inducteur est indispensable a l'expression des enzymes cellulolytiques et/ou
hémicellulolytiques. '

La régulation des genes de cellulases sur differentes sources de carbone a ete
étudiée dans le détail. lis sont induits en présence de celiulose, de ses produits
d'hydrolyse (exemple: cellobiose) ou de certains oligosaccharides comme le lactose

ou le sophorose (llmén et al., 1997; Appl.Environ. Microbiol. 63: 1298-1306).
~ Les techniques de génétique classique par mutation ont permis la sélection de

souches de Trichoderma reesei hyperproductrices de cellulases telles que les
souches MCG77 (Gallo - brevet US 4275 167), MCG 80 (Allen, A.L. et Andreotti,

'R.E., Biotechnol- Bioengi 1982, 12, 451-459 1982), RUT C30 (Montenecourt, B.S. et

Eveleigh, D.E., Appl. Environ. Microbiol. 1977, 34, 777-7/82) et CL847 (Durand et al,
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1984, Proc. Colloque SFM "Génétique des microorganismes industriels". Paris. H.
HESLOT Ed, pp 39-50).
Pour obtenir de bonnes productivites en enzymes, les procedes industriels de
production de cellulases comme par exemple celui décrit dans le brevet FR 2 881
753 se font en deux étapes: __ | |
-~ une étape de croissance en mode "batch" ol il est nécessaire d'apporter une
source de carbone rapidement assimilable pour la croissance de Trichoderma
reesel, puis | |
- une étape de production en mode “fed-batch" utilisant un substrat inducteur
comme par exemple le lactose qui permet 'expression des cellulases et la
sécrétion dans le milieu de culture. L'alimentation en continu de ces substrats
carbonés solubles, en limitant la concentration résiduelle dans les cultures et
en optimisant la quantite de sucre, permet d'obtenir de fortes productivites
enzymatiques. Le flux optimal de source carbonée appliqué dans le brevet cité
est compris entre 35 et 45 mg (de sucre).g (de poids sec cellulaire)™’ h™

Ce protocole présente l'inconvénient de nécessiter une forte dépense en énergie
pour répondre a la demande en oxygene du micro-organisme. En fin de phase de
croissance, la demande en oxygene est trés élevée. En effet, lorsque tous les

substrats sont disponibles en exces, [a croissance se fait a un taux de croissance

proche du taux de croissance maximal de la souche. La demande biologique en
oxygene qui est fonction du taux de croissance et de la concentration en biomasse
va augmenter. Comme les cultures se font en régulant la concentration en oxygene
dissous a une valeur constante, la vitesse de transfert d'oxygene VTO doit étre égale
a la vitesse de consommation d'oxygene VCO (ou demande biologique en oxygene).
kLa*( 02*-02[_): (H*X)/ Rx/oz
avec: O,*: concentration en oxygene a saturation

O, : concentration en oxygene dans la phase liquide

W: taux de croissance du microorganisme (h™)

Rxo2 : rendement de biomasse cellulaire par rapport a 'oxygene consomme

X = concentration en biomasse (poids sec) cellulaire

Ce type de procédé nécessite donc un kia trés élevé pour satisfaire a cette

- demande. Cela se fait en géneral par une augmentation de l'agitation (ou de

'aération) consommatrice d'énergie electrique.

Avec un kia 2 fois plus faible, la biomasse maximale qu'il est possible d'atteindre
avec le méme taux de croissance est 2 fois plus faible. Il est possible d'atteindre la
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meéme quantité de biomasse avec un taux de croissance plus faible mais cela
necessite plus de temps et donc entraine une baisse la productivité finale en
enzymes secretees. '

La presente invention permet de mieux contréler la demande biologique en oxygéne
sans diminuer la productivité en enzymes. Cela a été rendu possible par I'exploitation
des caracteristiques physiologiques de champignons filamenteux  tels que
Trichoderma reesei en condition de limitation par le substrat carboné.

RESUME DE L'INVENTION

La présente invention concerne un procédé de production de cellulases par un
champignon filamenteux permettant de maintenir les performances en productivité
en enzymes en utllisant un bioréacteur ayant un faible coefficient de transfert
volumétrique d'oxygene Kk.a. |

DESCRIPTION DES DESSINS

La _Figure 1 represente une comparaison des valeurs simulées par le modéle avec
les valeurs expérimentales citées dans l'article de Tolan et Foody (1999) obtenues
avec une autre souche de Trichoderma reesei

La Figure 2 represente I'evolution de la concentration en biomasse, en protéines et
du k.a correspondant a I'exemple 1. |

La Figure 3 représente I'évolution des variables d'état au cours du temps

correspondant a 'exemple 2.

La Figure 4 représente I'évolution des variables d'état au cours du temps
correspondant a I'exemple 3.

La Figure 5 represente l'evolution du kia au cours du temps correspondant a
'exemple 3.
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

La présente invention porte sur un procédé de production de cellulases par une
souche de champignon filamenteux, en bioreacteur agité et aéré comprenant au
moins deux étapes : ,

-la premiére étape de croissance en présence d'au moins un substrat carboné de
croissance en phase batch avec une concentration en substrat carboné de

croissance comprise entre 10 et 80 g/L.

-une deuxieme étape de croissance et de production en présence d'au moins un
substrat carboné inducteur en phase fed-batch en présence d'un flux limitant de

“source de carbone compris entre 50 et 140 mg par gramme de cellules et par heure.

De fagbn préférée, la concentration en substrat carboné de croissance est comprise
entre 10 et 20 g/L. Encore plus preférentiellement, elle est comprise entre 12 et 17

- g/L.

Pendant [a phase de croissance, la concentration en substrat carboné est telle que la

croissance se fait a taux de croissance maximal.

De fagon préférée, la concentration en substrat carboné inducteur utilisé en phase
fed batch est comprise'entre 70 et 100 mg par gramme de cellules et par heure.
Encore plus préferentiellement, elle est comprise entre 80 et 90 mg par gramme de
cellules et par heure. ' -

Le bioréacteur utilisé dans la présente invention peut ainsi avoir un coefficient de
transfert volumetrique d'oxygene k.a compris entre 40 et 180 h' de préférence
entre 40 et 150 h™.

La seconde étape est réalisée en condition de limitation du substrat carboné
inducteur avec un flux inférieur a la capacité maximale de consommation de Ia

souche.

l.e substrat carboné de croissance est choisi de préference parmi le lactose, le
glucose, le xylose, les residus obtenus apres fermentation éthanolique des sucres
monomeres des hydrolysats enzymatiques de biomasse cellulosique, et/ou un extrait
brut de pentoses hydrosolubles provenant du pretraitement d'une biomasse

cellulosique.
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Le substrat carboneé inducteur est choisi de preference parmi le lactose, le cellobiose,
le sophorose, les résidus obtenus aprés fermentation éthanolique des sucres
monomeéres des h"ydrolysats_enZymatiques de biomasse cellulosique, ét/ou un- extrait
brut de pentoses hydrosolubles provenant du prétraitement d'une biomasse
cellulosique.

lL.es substrats de croissance et inducteurs cites ci-dessus peuvent étre utilisés seuls
ou en melange. . .

Selon sa nature, le substrat carboné de croissance choisi pour l'obtention de la
biomasse est introduit dans le fermenteur avant stérilisation ou est stérilisé
separement et introduit dans le bioréacteur apres stérilisation. |

Le substrat carboné inducteur introduit pendant la phase fed batch est stérilisé de
facon indépendante, avant d'étre introduit dans le réacteur.

De facon preferee, quand la source de carbone inductrice est le lactose, 1a solution
aqueuse est préparée a la concentration de 200-250 g.L™'.

Le procédé selon la présente invention permet d'obtenir une productivité analogue en
cellulases en utilisant un bioréacteur ayant une cépacité de transfert d"oxygéne deux
fois et demi plus faible, soit un K a de 100 h™' au lieu de 250 h™'. La corrélation reliant
le KLa & la puissance dissipée dans des bioréacteurs aérés et agités, telle que celle
indiquee par exemple dans le rapport NREL "Lignocellulosic Biomass to Ethanol
Process Design and economic utilizing co-current Dilute acide prehydrolysis and

‘enzymatic hydrolysis current and futuristic scenarios”, R Wooley et al. NREL/TP-580-

26157 (1999), section production d'enzymes, est la suivante :

K.a = 0,026*(PV)°+V/°

avec: P/V : puissance dissipée en W/m®
- Vg : vitesse superficielle de gaz (m/s).

Ainsi, selon cette corrélation, la puissance dissipee (P/V) pour un K.a de 100 h'" est
environ 10 fois inférieure a celle nécessaire lorsque le K.a vaut 250 h™"

| 'avantage du procé_dé selon la présente invention est de permettre une
simplification de 'extrapolation du procédé a I'échelle industrielle (typiquement de
100 4 1000 m°) et une réduction des colts opératoires.
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Le procédé est simple, robuste et exploite les propriétés physuologlques du
champ|gnon en condmons de limitation par le substrat carbone

Le mode de conduite a été adapté par rapport au procédé classique, d'une part en
diminuant la concentration initiale en substrat de croissance lors de la premiére

phase du procédé en mode « batch » afin de diminuer la demande biologique

maximale en oxygene a la fin de cette phase et d'autre part en augmentant le flux de

substrat carboné lors de la phase « fed-batch » pour continuer, durant le début de

cette phase, a produire, a un taux de croissance réduit, de la biomasse cellulaire en
méme temps que les enzymes. Les propriétés physiologiques du champignon sont
exploitées pour déterminer le debit de fed-batch et la concentration en biomasse
désirée. | '

Cela permet de maintenir les performances finales en productivité du procede tout en
necessitant des capacites de transfert d'oxygene moindres du bioréacteur.

La souche mise en ceuvre dans le procédé est une souche d'un champignon
filamenteux appartenant aux genres Trichoderma, Aspergillus, Penicillium ou
Schizophyllum,

De facon préférée, les souches utilisées sont des souches appartenant a l'espéce
Trichoderma reesei ’ -

Les souches industrielles utilisees appartiennent a l'espece Trichoderma reesei,

eventuellement modifiees pour ameliorer les enzymes cellulolytiques et/ou ‘

hémicellulolytiques par les procédés de mutation-sé€lection, comme par exemple la
souche IFP CL847 ; les souches améliorées par les techniques de recombinaison
génétique peuvent étre également utilisees. Ces souches sont cultivées en
fermenteurs agités et aerés dans des conditions compatibles avec leur croissance et
la production des enzymes. D'autres 30uches de microorganismes produisant des
enzymes selon des processus similaires a ceux utilises pour Trichoderma peuvent
étre utilisées. ' '

De facon préférée, la souche utilisée est une souche de Trichoderma reesei modifiée
par mutation, sélection ou recombinaison genéetique.

Par exemple, la souche est une souche CL847, RutC30, MCG??, ou MCG8O0.
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Un flux de substrat carboné inducteur gs supeérieur a environ 140mg de sucre par g
de biomasse par h entraine une accumulation de sucre dans le milieu et modifie le
bomportement physiologique de Trichoderma resultant en une baisse de |a vitesse
spécifique de production de protéines ap (phénoméne de répression catabolique). En
imitant ce flux & des valeurs comprises entre 50 et 140 mg de sucre par gramme de
biomasse et par heure, [a souche produ'it simultanément, lorsqu'elle est en condition
de limitation, de la biomasse et des enzymes, pour tendre vers un état d'équilibre ou
elle ne fait plus que des enzymes.

Un modele a été etabli sur la base de ces observations et a été appliqué pour
simuler la production de biomasse et d'enzymes réalisée en continu a un taux de
dilution de 0.018 h™" pour différentes concentrations initiales en substrat carboné. Les
conditions correspondent & des travaux décrits dans un article de Tolan et Foody
("Cellulase from submerged fermentation”, (1999), Adv. in biochemical engineering
biotechnology, Vol 65, p42-67) qui citent les travaux de Nicholson et al (1989)
(Proceedings 7th Canadian biocenergy seminar, Energy Mines, and Resources) et
fournissent les résultats expérimentaux des concentrations en biomasse et en
proteines. Nous avons garde les parametres cinétiques identifies de la souche
CL847 méme si les auteurs utilisent une souche différente. Les résultats sont
reportés sur la figure 1 et démontre une trés bonne adéquation entre le modéle et
'expérience.

Cela démontre également que ce modéle est valable pour d'autres souches de
Trichoderma reesei qui ont le méme comportement physiologique que la souche
CL847.

La concentration en substrat carboné de croissance durant la phase batch a été
baissee par rapport a I'enseignement de |'art antérieur (FR 2 881753) pour diminuer
la demande biologique maximale en oxygéne a la fin de cette phase (a umax) pour
un bioréacteur ayant un kia de 100 h™'. Le flux de substrat carboné ‘est ensuite
augmenté lors de la phase « fed-batch » par rapport au brevet FR 2 881 753 qui
recommandait un flux compris entre 35 et 45 mg de substrat carbone inducteur par
gramme de biomasse et par heure. Cela permet de continuer & produire de la
biomasse en méme temps que les enzymes durant le début de cette phase mais a
un taux de croissance reduit, ce qui permet de controler la demande biologique en
oxygene. Le flux de source de carbone pendant |la phase fed-batch est donc
augmenté a une valeur supérieure a 50 mg de sucre par gramme de biomasse et par
heure en début de phase de fed-batch. La croissance se poursuit en méme temps
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que la production en enzymes et se stabilise lorsque le flux de source carbonée sera
proche de |'optimal de la souche.

EXEMPLES

Parmi les exemples qui suivent, l'exemple 1 présente une culture utilisant les

conditions de référence du brevet FR 2 881 753 avec un bioreacteur ayant un k. a de

250 h™' L'exemple 2 présente u'_ne experience réalisée dans les mémes conditions
que l'exemple 1 avec un fermenteur ayant un k,a de 100 h'. Cet exemple aboutit & '
une accumulation de substrat carbone avec une forte production de biomasse et une
faible production d'enzymes. L'exemple 3 est celui mettant en ceuvre le procédé

- selon la présente invention. |l permet d'obtenir une productivité analogue a celle de

'exemple 1 avec un bioréacteur ayant un ki a de 100 h™.

Exemple 1 : Production d'enzymes sur glucose

La production de cellulases est effectuée en fermenteur agité meécaniquement. Le ‘
milieu minéral a la composition suivante : KOH 1,66 g./L, H3PO4 85 % 2 mLI/L,
(NH4)2S04 2,8 g/L, MgSOy4, 7 H20 0,6 g/L., CaCL; 0,6 g/L., MnSO4 3,2 mg/L, ZnSOy4, 7

. H20 2,8 mg/L, CoCl2 10 4,0 mg/L, FeSOy4, 7 H2O 10 mg/L, Corn Steep 1,2 g/L, anti-

mousse 0.5 mL/L.

Le fermenteur contenant le milieu minéral est stérilisé a 120 °C pendant 20 minutes,
la source carbonée est une solution de glucose stérilisée a part a 120°C pendant 20
minutes puis ajoutée stérilement dans le fermenteur de fagon a avoir une
concentration finale de 30 g/L. Le fermenteur est ensemence a 10% (v/v) avec une
préculture liquide de la souche de Trichoderma reesei CL847. Le milieu minéral de |a
préculture, est identique a celul du fermenteur mise a part 'addition de phtalate de\
potassium a 5 g/L pour tamponner le pH. La croissance du champignon en
préculture est faite en utilisant le glucose comme substrat carboné, a la
concentration de 30 g.L™". La croissance de l'inoculum dure de 2 & 3 jours et est
effectuée a 28 °C dans un incubateur agité a pression atmosphérique. Le transfert
vers le fermenteur est réalisé si la concentration résiduelle en glucose est inferieure

a15 g/l

| 'expérience effectuée en bioreacteur comporte deux phases : ‘
- Une phase de croissance sur substrat carboné glucose (concentration initiale = 30
g/L) a une température de 27 °C et un pH de 4,8 (regule par une solution
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d'ammoniaque 5,5 M). L'aération est de 0,5 vvm et l'agitation est augmentee entre
200 et 800 rpm en fonction de la pO2 (pression en oxygéne dissous), qui est régulée
a 30 %. |

-Une phase' de production d'enzymes. Ap'rés‘ 30 heures, 'l-a solution de lactose a 250
g.L" est injectée en continu au débit de 35 mg par g de cellules et par heure jusqu'a

250 heures. La temperature est baissée & 25 °C et le pH a 4 jusqu'a la fin de la

culture. Le pH est régulé par addition d'une solution d'ammoniaque a 55 N qui
apporte l'azote nécessaire a la synthése des protéines excrétées. La teneur en
oxygene dissous est maintenue au-dessus de 30 % par action de ['agitation

La production d'enzymes est suivie par le dosage des protéines extracellulaires par
la methode de Lowry basee sur un etalonnage realise avec du BSA ("Bovine serum
albumine"), apres séparation du myceélium par filtration ou centrifugation. Les
activités cellulolytiques déterminées sont:

- L'activité papier filtre ou FP, exprimée en UPF (unité papier filtre) qui permet
de doser [l'activité giobale du pool enzymatique endoglucanases et
exoglucanases . |

- Les activités B-glucosidase et xylanases pour les activités specifiques.

L'activité FP est mesurée sur papier Whatman n°® 1 (Procédure recommandée par |a
commission biotechnologique IUPAC) a la concentration initiale de 50 g.L™" : on
détermine la prise d'essai de la solution enzymatique a analyser qui libére
'équivalent de 2 g.L™! de glucose (dosage colorimétrique) en 60 minutes. Le principe
de [l'activite papier filtre est de déterminer par dosage au DNS (acide
dinitrosalicylique) la quantité de sucres reducteurs issue d'un papier Whatman N°1.
Le substrat utilisé pour déterminer l'activité B-glucosidase est le p-nitrophenyl-R-D-
glucopyrandside (PNPQG). Il est clivé par la 3-glucosidase qui libére le p-nitrophenol.
Une unité d'activité B-glucosidase est définie comme la quantité denzyme
nécessaire pour produire 1umol de p-nitrophenol a partir de PNPG par minute et est
exprimé en U/mL. -

Le principe du dosage de l'activite xylanase repose sur la determination par dosage
DNS de la quantité de sucres reduits issue de la solution de xylane hydrolysée. Cette
méthode de dosage utilise les propriétés réductrices des sucres et principalement du
xylose. L'activité xylanase est exprimée en IU/mL et correspond a la quantité
d'enzyme néecessaire pour produire 1umol de xylose par minute.

Les activités spécifiques sont obtenues en divisant les activités exprimees en |U/mL
par la concentration en protéines. Elles sont exprimées en IU.mg™.
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- Les Kia sont déterminés a partir des bilans gazeux apres vérification des bilans

carbone et redox. ,
Les déterminations. analytiques sur le mout final de I'exemple 1 donnent les résultats
suivants : ’

Biomasse cellulaire g/L 15,5
Protéines g/L 50,1 |
Productivité = 0,20 g/L/n

UPF 291 IU/mL

Xylanase spécifique 8,2 lU/mg
B-Glucosidase spécifique 1,0 IU/mg

La figure 2 reprend ['évolution de |a concentration en biomasse, en protéines et du
KLa au cours du temps. On constate que la biomasse cellulaire augmente jusqu'a 15
g/L durant les 50 premiéres heures de ['expérience et que le K.a est de 240 h™'. La
concentration en protéines augmente legerement durant les 50 premieres heures
puis fortement a partir du moment ou la concentration en biomasse est stable. Elle

‘atteint 50 g/L a la fin de la culture.

Exemple 2.

L'exemple 2 est réalisé dans les mémes conditions que l'exemple 1 sauf que le
fermenteur utilisé a un K,a maximal de 100 h™ et que son volume initial est de 750
mL. La fermentation aboutit a une forte production de biomasse cellulaire (45 g/L) et
a une faible production de proteines (19 g/L) (voir Figure 3).
Cela est dG a la présence de concentrations résiduelles importantes de substrat
carboné (lactose, glucose) tout au long de I'expérience. Celui-ci reprime la production
de cellulases qui est induite en condition de limitation de substrat carbone inducteur.
Le glucose n'est pas consommé car les capacitées de transfert d'oxygene du
bioréacteur sont 2,5 fois plus faibles, ce qui diminue la vitesse de consommation de
substrat carboné qui est proportionnelle a la vitesse de consommation d'O-.
En effet la vitesse de transfert d'oxygene est exprimée de la maniere suivante:
VTO=K.a (O2*-02)
avec: O,*: concentration en oxygéne a saturation

021_ concentration en oxygéne dans la phase liquide
La vitesse de consommation d'oxygéne est donc limitée par la VTO qui est 2 5 fous
plus faible |
Les déterminations analytiques sur le modt final donnent les résultats suivants :
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Biomasse cellulaire g/L. 45
Proteines g/L 19

~ UPF 10,1 IU/mL

Xylanase specifique 8,5 IU/mg
B-Glucosidase specifique 1,2 lU/mg

Exemple 3 (selon l'invention):

Le bioréacteur ayant un k.a de 100 h™' est utilisé mais le procédé de production est
modifié pour étre mis en ceuvre selon la présente invention. -

La concentration en glucose initiale est ainsi abaissée a 15 g/L. de fagon a ce que la
vitesse biologique maximale de consommation de dioxygéne soit compatible avec le '
fermenteur utilisé. Le rendement de production de biomasse cellulaire par rapport au
glucose est de 0,5 g/g lorsque celui-ci est present en exces. Cela veut dire que la
vitesse maximale de consommation de dioxygene pour cette quantité de glucose est
de 0,5 g.L ™" .h™ (pour un taux de croissance maximale de 0,08 h™' et un rendement de
conversion de dioxygéne en biomasse de 1,2 g/g. o , ‘
La phase fed-batch est lancée aprés 24 heures avec un flux de 89 mg de substrat
par gramme de biomasse et par heure (solution de lactose a 250 g/l.). La phase de
croissance se poursuit en méme temps que la production de protéines. Cette
derniére atteint 51,7 g/L aprés 240 heures d'expérience (Figure 4). La productivité
finale en protéines est donc maintenue malgre l'utilisation de fermenteur ayant des
capacités de transfert réduites. Elle est de 0,21 g/L/h (elle était de 0,20 g/L/h dans le
cas de I'exemple 1). ' ' -

La figure 5 illustre 'évolution du ki a au cours de |'expérience qui reste inférieur a 100
h'.

Les déterminations analytiques sur le modt final donnent les résultats suivants :

Biomasse cellulaire g/L 18,9
Protéines g/L 51,7

Productivité = 0,21 g/L/h

UPF 30,1 IU/mL

Xylanase spécifique 9,5 1U/mg
B-Glucosidase spécifique 1,12 1U/mg
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'REVENDICATIONS
1. Precédé de production de cellulases par une souche appartehant a un

champignon filamenteux, en bioréacteur agité et aéré comprenant au moins deux
étapes :

-la premiéere étape de crmssance en presence d'au moins un substrat carbone de

croissance en phase batch étant réalisée avec une concentratlon en substrat
carboné de croissance comprise entre 10 et 60 g/l
-une deuxiéme étape de croissance et de production d'enzymes en présence d'au

‘moins un substrat carboné inducteur alimenté en phase fed-batch en presence d'un

flux limitant de source de carbone compris entre 50 et 140 mg par gramme de
biomasse cellulaire et par heure. |

2. Procédé selon la revendication 1 dans quuel |a concentratlon en substrat carboné de

‘croissance est comprise entre 10 et 20 g/L.

3. Procédé selon la revendication 2 dans lequel la concentration en substrat carbone
~est comprise entre 12 et 17 g/L.

20 4. Procédé selon l'une des revendications précédentes dans lequel le flux de source de

carbone est compris entre 70 et 100 mg par gramme de biomasse cellulaire et par
heure. ' '

5. Procédé selon la revendication 4 dans lequel le flux de source de carbone est

compris entre 80 et 90 mg par gramme de biomasse et par heure.

25 6. Procédé selon 'une des revendications précédentes dans lequel le bioréacteur a un '

30

coefficient de transfert volumétrique d'oxygene kia compris entre 40 et 180 h™".

7. Procedeé selon 'une des revendications precedentes dans lequel le bioréacteur a un
~ coefficient de transfert volumétrique d'oxygéne k.a compris entre 40 et 150 h™

8. Procédé selon I'une des revendications précédentes dans lequel le substrat carbone

de croissance est choisi parmi le lactose, le glucose, le xylose, les résidus obtenus
aprés fermentation éthanolique des sucres monoméres des hydrolysats
enzymatiques de biomasse cellulosique, et/ou 'un extrait brut de pentoses
hydrosolubles provenant du prétraitement d'une biomasse cellulosique
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9. Procédé selon I'une des revendications précédentes dans lequel le substrat carboné
inducteur est choisi parmi le lactose, le cellobiose, le sophorose, les résidus obtenus
aprés fermentation éthanolique des sucres monoméres .des hydrolysats
enzymatiques de biomasse c'ellulpsique, etlou un extrait brut de pentoses

5  hydrosolubles provenant du prétraitement d'une biomasse cellulosique.

10. Procédé selon l'une des revendications precédentes dans lequel le substrat
carbone de croissance choisi pour l'obtention de la biomasse est introduit dans le

fermenteur avant stéerilisation.

11. Procedé selon l'une des revendications 1 a 9 dans lequel le substrat carboné de
10 croissance choisi pour ['obtention de la biomasse est stérilise séparément et
introduit dans le bioréacteur apres stérilisation. ' '

12. Procédé selon l'une des revendications précédentes dans lequel le substrat
carboné inducteur introduit pendant la phase fed-batch est stérilise de fagon
independante, avant d'étre introduite dans le reacteur.

15 13. Procede selon l'une des revendications préecédentes dans lequel la souche
utilisee est une souche de Trichoderma reesei '

14. Procede selon la revendication precédente dans lequel |a souche utilisée est une
souche de Trichoderma reesei modifiee par mutation sélection ou recombinaison

génétique.
20
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