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Levure industrielle, apte a produire de "ethanol a partir

¢g'au moins un pentose

La gresente invention a trait au domaine des procedes
d'obtention de souches de levure productrices d'ethanol, des
levures ainsi produites, et de la production industrielle d'ethanol a
partir desdites levures. Plus specialement la presente mvention
concerne dans son aspect le plus geéneral, un procede de
preparation de levures a partir de souches de Sagccharomyces
cercvisioe dites industrielles, lesdites levures et leur application a
la production industrielle d'eéthanol a partir de mibeux industriels

contenant au MmoImns un pentose.

Le point commun des approches de lart antérieur du
domaine consiste en des procedés visant 'amelioration de
souches dites de laboratoire au patrimoine genetigue connu et/ou
construit et dont les aptitudes a produire de lethanol sont
etudiées en geénéral dans des milieux et dans des conditions de

laboratoire standardisees et optimales.

-n effet, la littérature scientifique ainst que les gocuments
brevel anzlyses par la Demanderesse enseignent, le pius
souvent, des procedes dobtention de souches haploides ou
diploides, faiblement tolérantes aux stress notamment aux fortes
concentrations d'éthanol et/ou aux temperatures elevees et/ou a
des inhibiteurs de fermentation. kEn outre, ces procédes
necessitent pour la plupart d'avoir recours, pour ces souches, a
"utilisation de marqueurs d'auxotrophie et/ou de marqueurs de
résistance a des antibiotiques qui peuvent les disqualifier pour
une utilisation ultérieure en milieu industriel pour des ratsons
évidentes de colt voire quelguefois de santé pusligue.

Les proprietes de croissance des souches developpees
antérieurement sont en général insuffisantes et ¢ces souches nont

jamais ete confrontees aux imperatifs de production de biomasse
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a i'echelle industrielle, a savoir pour n'en citer que trois @ fort taux
de croissance, aptitude au séchage, stabilité en conservation.

Siodes performances dites fermentaires {aptitude a Ia
production anaerobie d'ethanol) sont obtenues dans des milieux
synthetiqgues ou définis dits de laboratoire avec ces souches
anterieures, elles ne sont pas {ransposables en genéral, dans des
milieux industriels comportant des melanges complexes issus par
exemple de residus de traitement de materiaux cellulosiques ou
lignocellulosigues qui renferment des composés toxiques pouvant
inhiber a difféerents niveaux la machinerie celiulaire de la levure,
notamment turfural, HME, derives phenoliques, ac.de acetique. &n
outre, Maptitude au « scale up » ou transposition d'échelle de ces
procedes anterieurs de production d'éthanol est rarement
documentee.

La Demanderesse a ainst constaté gu’'il existe encore le
besoin d'un procédé de préparation d'une levure dite industrnielle
qui tienne compte a la fois des contraintes du levurier et dans le
meéme temps de celles d'un utilisateur final dans ses applications
notamment en termes de productidn industrielle d'ethanol a faible
cout et haut rendement.

C'es: justement a la satisfaction de ce double besoin que
vise la presente invention.

Aussi, la présente invention a pour premier objet un
procedeée de preparation d'une souche de levure industrielle
Saccharomyces cerevisiae apte a produire de 'éthanol a partir
d'un milieu comportant au moins un pentose et qui comprend (es
etapes suilvantes consistant a

(i} Sélectionner et procurer une souche de levure
Saccharomyces cerevisiae dite industrielle apte &
produire de fortes concentrations dethanoc!, d'au maomns
14,5 % (viv) et de préférence au moins 16% sur un

hydrolysat de cereales, en conditions de
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Saccharification et Fermentation Simultanée (SSF) et a
une tempeérature de 35 °C,

(i) Intégrer au moins une cassette d'expression ou de
deletion dans le genome de la levure de ['étape (1), la
dite au moins une cassette étant choisie dans e groupe
censtitue par

a. L'associaltion du type cadre ouvert de lecture (ORF)

du gene de Pichia stipitis XRm codant pour
'enzyme xylose reductase mutee utilisant le
NADH H+ comme co-facteur préferentiel en bieu et
place du NADPH H+ / promoteur el terminateur de
Saccharomyces cerevisiae, la dite cassette étant
tlanquée en  amont et en aval de regions
recombinogeniques permettant  son  intégration
ciblée dans le genome,

L. L'association du type cadre ouvert de lecture (ORF)
du gene de Pichia stipitis XDH codant pour l'enzyme
xylitol deshydrogéenase / promoteur et terminateur
de Saccharomyces cerevisiae, la dite cassette etant
flanquee en amont et en aval de [8glons
recombinogeniques permettant son  intéegration
ciolée dans le genome,

C. L association du type cadre ouveri de teciure (ORF)
du gene de Saccharomyces cerevisiae XKS1 codant
pour  lenzyme  xylulokinase [/ promoteur et
terminateur de Saccharomyces cerevisiae, la dite
cassetie eétant flanguée en amont et en aval de
reqions recombinogéniques permettant 5017
ntegration ciblee dans le genome,

(It} Induire l'expression d'au moins un geéne de chaque
etape de la partie non oxydative de la voie des pentoses
phosphate en le placant sous la dépendance d'un
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promoteur dun gene de la glycolyse fortement exprime
ors dune fermentation alcoolique, et

(iv) Déleter au moins deux copies du cadre ouvert de lecture

(ORF) du gene de Saccharomyces cerevisiae GRES

codant pour une aldose deshydrogenase.

Le procede selon VlPinvenltion presenle, en particulier, les

avantages suivants

Pour le fabricant de ‘evure, Il permet :

- la construction dune souche de levure Saccharomyces
cerevisiae aneu/polyploide, prototrophe afin de permelire i3
production de biomasse sur des sources simples de
carbone, azote, phosphore dans des milieux peu chers tels
que les sous-produits de l'industrie sucriere comme |3
melasse par exemple,

- de disposer d'une souche de levure Saccharomyces
cerevisiae preésentant un taux de croissance maximum ({
max) compris entre 0.37 h'' et 0.8 h'’

- de disposer d'une souche de levure Saccharomyces
cerevisiae qui, lorsqu’elie est produite seion un procede el
que decrit dans le livre de reference « Yeast Tecnnology »
(Zeme edition, 1991, G. Reed et T.W. Nagodawithana,
publie par Van Nostrand Reinhold , 19BN 0-442-31892-8),
permet doblenir un rendement de progucltion de piomasse
d'au moins 45 g de matieres seches levure pour 100 ¢
d'eguivalent saccharose mis €n oguvre,

- de disposer d'une souche de levure Saccharomyces
cerevisiae resistante au procéde de séchage tel gque decrit
dans les documents brevels EP 511708 et US 5 747 695, 14

perte d'activité fermentative aprés sechage ne devant pas

exceder 30% .
- ta production en conditions indusirielles (en particuber

miliey peu cher, bon rencement de biomasse, levure seche
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préte a l'emplot) d'une tevure fraiche ou seche a partir d une
souche de levure Saccharomyces cerevisiage genetiquement
stable, robuste car notamment tolérante aux concentrations
celevees d'ethano! et apte a produire, a partir par exemple de
biomasses hemi-celiulosiques, de lethanol a au moins 30

g/L et ce a une température ¢levee de l'ordre de 30 a 40 "C.

Par ailleurs, pour le producteur d'ethanol, Navantage du
nrocede selon Pinvention est de disposer d'une levure active
(fraiche — liguide ou comprimée - ou seche), obtenue seion
Jrn procede de production tel gue decnt dans louvrage
« Yeast Technology », a partir d'une souche dae levure
Saccharomyces cerevisiae telle que définie au paragraphe
préecédent qui est .

- capable, dans les conditions de SSF décrites dans le
document brevet WO 2004/046333, de fermenter a 35 °C un
hydrolysat de céréales jusqu’a une concentration en ethanol
de 14 5 % {(v/v) minimum

- capable, dans les conditions de SSF decrites dans e
document brevet WO 2004/046333, de fermenter a 35 "C un
nydrolysat de ceéréales jusqu'a une concentration en ethano!

de 16 % {(v/v) minimum.

Les résultats du procéde selon 'invention sont d'autant plus
remarquables gu'ils ont été obtenus a partir d'une souche
dite industrielle, aneu/polyploice prototrophe et de fail ayanl
un matériel génétiqgue nettement plus complexe que celul
d'une souche dite de laboratoire, rendant pour e moins
imprevisibies les conséguences de modifications de {adite
souche industrielle. Ce fond génétique complexe, specifigue
aux souches industrielies, rend dautant plus d/ificile
"obtention de souches géneéetiguement moditiees exemples

au final de marqueurs de résistance a des antibiotiques, en
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particuhier lorsque de nombreuses cibles génétiques doivent
etre modifiees. Des souches exemptes de marqueurs de
resistance  aux antibiotigues sont de toute évidence

préferabies pour des raisons de santé et d'environnement.

La demanderesse a montre que les modifications génetiques
selon le procedée de l'invention appliguées a une socouche
incustrielle au patrimoine génetigue complexe et presentant
Jne capacite a produire des fortes concentrations l'éthanol

ninduisent aucune instabilité genomique.

Les souches prototropnes seion Pinvention presentent
Cavantage de croitre sur des sources simples de carbone,
¢'azote et de phosphore.

Mais cette caracteristique fait que les vecteurs de
transformation disponibies dans la communaute scientifigue

(vecteurs utibsant des marqueurs dauxotrophie) sont

noperants.

Il est  donc necessaire  davoir a  disposition  des
outiis/vecteurs utitisant des marquelrs de resistance a des
antibictiques, ces adits outiis/veclteurs etant
avantageusement construits pour permetire in fine 'excision
de ces marqueurs. La construction des levures conformes a
Vinvention a necessite par exemple 'emplol de 4 marqueurs
nositifs differents (geneticine, phleomycine, hygromycine et

blasticidine).

Les souches conformes a l'invention sont aneu/polyploides -
c'est une caracteristique generalement rencontree dans les
levures industrielles gut sont issues du milieu naturel. Le
passée phylogeéenétigue de ces souches est a loriging de

cette particuiarite.
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Mais c'est une difficulté supplémentaire rencontree lorsque
"on sounaite cisrupter/inactiver toutes les copies d'un géene
donne. Toutefois, ce caractére d'aneu- polyploidie est en
general a lorigine de beaucoup de proprietes dintéret des
levures industriefies (taux de croissance, resistance 32
différents stress, siabilité phenotypique).

ace o

En o outre, les presents nventeurs apres de longues

recherches ont constaté avec surprise qu avec le procede
selon 'invention, mis en ceuvre a partir de la souche dite
industrielie qu'ils avaient seglectionnee

- |'introduction de casseiles dexpression ¢t de
deletion n'induisalt aucune instabilite genomique chez 13
levure modifiée qui voit son patrimoine genetique ameliore,

- il n'était pas obligatoire de reguler son activite XK. |l
existe en effet une controverse dans lart antérieur
concernant la surexpression de XKS81 dans des souches de
laboratoire, donc mieux définies, gut suggere que lactivite
Xylulokinase doit étre finement reguiée (Jin ef al AEM 2003,
69.495-503 vs Ho et al. 1999, Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, Vol 65, pp. 163 - 192}

Fn particulier, les inventeurs ont montre qu avec ladite
souche industrielle il est possible de réaliser

- la deélétion d'au moins deux copies du gene GREJ de
S. cerevisiae {('enzyme Gredp etant une aldose reduciase
qui consomme du NADPH:H+ qui est produit en grande
partie via la partie oxydative de 1a voie des pentoses) dans
ladite souche industrielle selon linventuon a pernig de
réduire d'autant la consommation de NADPH H+ par la dite
enNzZyme,
- [a surexpression de XK&S1 naturellement, ¢’'est-a-dire

que I'étape ¢} du procedeé selon linvention pourrait etre
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omise, etant donne que XKS1T est un gene endogéne de S.
cerevisiae. Cette surexpression pourrail notamment étre
rendue possible apres cultures cycliques lorsque le procéde
comporte une etape ullerieure d'évolution dirigee, telle que

decrite plus loin,

En variante preferee de ce premier objet, les cassettes

a), b) et c) de l'etape (1) sont toutes integrées.

Pour ses constructions, la demanderesse & tout d'abord
examine |effet du gene XR sauvage de Pichia Stipitis. Aprés
retrait des marqueurs et une étape d'évolution dirigée elle a
obtenue les souches EG4 et £G5S deposée a la CNCM sous les
N® CNCM 1-4397 et [-4388 le 23 novembre 2010.

Cependant, méme si les souches EG4 et EGH obtenues sont
plus rapides que les souches BEG1T el EG2, elles produisent en
moyenne b0 % de xylitol en plus. Le xylitol conduit a une
diversion du carbone et reduit significativement le rendement de
conversion du sucre en ethanco!, ce qui est trés prejudiciable

compte tenu de 'application industrielle visee

La demanderesse a ensuite remplace le gene sauvage XR de
Pichia stipitis, par un gene muté XRKm el a constate gu il est
nréferable que le gene XRm soit un gene qui présente fa mutation
suivante, K270M, ou un gene XR muté gui présente une (des)
muitation(s) différente(s) telle{s) qgue K270R decrite par Watanabe
el al., Microbiol. 2007, 1563, 3044-3054, de sorte que cetlte
mutation confere a i'enzyme codee dutiliser NADH (H+ comme

co-facteur préferentiel en heu et place du NADPH [H+.

La difference entre ces deux xylose reductases est que |'une
porte une methionine en position 270 (K270M) en lieu et place
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d'un résidu lysine alors que 'autre porte une arginine (K270R) en

lieu et place d'un résidu lysine.

La demanderesse a constate gue la modification KZ270R

reduit I'affinité de XR pour ie NADPH H+ et augmente sa capacite
a utiliser le NADH:H+. De plus cette modification induit une
diminution de la diversion du xylose en xylitol et permet
d'ameliorer e rendement de conversion du xylose en ethanol en

condition de fermentation.

De maniere encore pius preferee, dans cette variante, le

clonage du gene XR mute (XRm), est realise en copie
Jnigue.

Il est egalement prefere dans celte variante gque ledil au
moinsg un gene de chaque etape de la partie non oxydative
de la voie des pentoses phosphate de I'étape (i) soit choisi
dans le groupe constitué par RPET, RKIT, TKLT et TALT et
que ledit promoteur d'un géne de la glycolyse tortement
exprime lors d'une fermentation alcoolique soit choisi dans
e groupe constitue par le promoteur TDH3 pour RPET, RK!T
el TKLT et PGKT pour TALT,

Selon des caracteristigues complementaires Ou
alternatives, dans e procedé de preparation dune souche de
levure industrielle Saccharomyces cerevisiae conforme a
Finvention :

- le promoteur a l'etape (it) est choisi dans le groupe

constitue par ADH1, ADHZ2, PGK1, TDHZ, PDCZ et
GAL1/10, de preféerence ADHT, et le terminateur est
constitue par CYCT ou par le terminateur propre gu
géne modifié, comme par exemple le terminateur TALT
cour le gene TALT,
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10

- 1l est prevu une etape ulterieure d'évolution dirigee
comportant es  étapes SUCCESsSSIves  suivantes
consistant & soumettre 1a levure obtenue a
(1) Une mutagenese,

(if} une croissance en cuitures cycliques sous Oy
imité dans un milieu comporiant ledit au moins
JUn pentose, et
(111})  une selection par croissance aerobie sur milieu
solide contenant c¢comme seule source de
carbone du glycerol,
de sorte a procurer des mutants non-deficients respiratoires
de ladite levure qui presentent une croissance en
anaerobiose en presence d'un milieu comportant ledit au

moins un pentose.

De maniere préférée dans cette  variante, la
mutagenese de |'étape (i) est realisee en conditions
modérées, a savolr mutaganése modéree avec 100 a 500
Jicm? et, de préférence encore, 300 Jicm? d'Ultra-violets a
254 nm. Ces conditions n'entrainent gu'une mortatite de
10 % de la population socumise aux Ultra-violets.

Les inventeurs ont ainst montre de maniere
surprenante, qu’avec une si faible mortalite contrélee, il est
permis de reéduire d'un facteur 10 la durée de l'etape
d'evolution dirigee par cultures cycligues necessaire a
'obtention de mutants capables de fermenter ledit au moins
un pentose. Le taux de survie est determine en etalant sur
boites gélosées contenant un milieu nutritit un volume
identigue de g suspension celiulaire avant el apres
mutagenése. Le nombre de colonies est determine apres
48 h de croissance.

De maniére préférée, la limitation en Oy de |'étape (1)
de cette variante est realisée gradce a une surpression
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11

partietie dans Pequipement utilisé (par exemple, fioles ou
fermenteurs) cue au CO, produit,

Les cultures cycliques selon cette variante, dans les
conditions de fermentation dudit au moins un pentose,
cermettent denrichir la population en mutants capables de
fermenter ledit pentose ¢t cela en un temps de 4 a &
semaines et de preéference 6 semaines ce qui est
relativement court et trées intéressant compare a ce qul
serait obtenu par chemostat comme décrit par Kuyper et al
(2004) 4, 055-004.

Bien que le phenotype deticient respiratoire « petite »
nuisse concorder avec les criteres de fermentation dudit au
moins  un  pentose, dans cette variante les presents
nventeurs ont réalisé une étape d'élimmation des levures
« petites » car ce phenolype est Iincompatible avec les
nprocedes de production de levures industrielles au sens de

invention.

La présente invention a egalement pour objet la souche de

lzavure maustrielle Saccnaromyces cerevisiae G2 directement
oblenue par le procede selon 'invention avant 'elape d'evolution
dirigee el gqui consiste en la souche de levure deposee le 14 avril
2070 ala C.N.C.M {collection nationale des cultures microbiennegs
de Vinstitut Pasteur) sous le N 1-4295 dans les conditions du
tra‘ité de Budapest.

La presente invention & encore pour objet la souche de

levure industrielle Saccharomyces cerevisiae EGZ directement
obtenue par le procede selon invention apres 'etape d'evolution
dirigee et qui consiste en la souche de levure céposée le 14 avril
2010 a la C.N.C.M (collection nationale des cultures microbiennes
de 'lnstitut Pasteur) sous le N° [-4294 dans les conditions du

raiteé de Budapest.

CA 2794843 2017-12-07
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La presente invention a également pour objet la souche de
levure industrielle Saccharomyces cerevisiae £EG1T directement
obtenue par le procede selon invention aprés 'étape d'évoiution
dirigée et qui congiste en une variante incapable de sporuler de 14
souche de levure EG2 et deposée le 14 avril 2010 a la C.N.C.M
(collection nationale des cultures microbiennes de {institut
Pasieur) sous le N° [-4293 dans les conditions du ftraite de
Budapest,

Une souche incapabtle de sporuler presente un avantage en
terme de protection de l'environnement car elle supprime le risque
de dissemination des transgenegs par conjugaison avec d autres
levures du milieu environnant. Cette caracteristique est d'autant
plus imporiante lorsque les microorganismes genetiguement
modifies sont utilises a tres grande echelle.

La présente invention a également pour objet 1a souche de

leviure industrielle Saccharomyces cerevisiae EGY directement
obtenue par le procédé selon 'invention apreés ['etape d'évolution
dirigée et qui consiste en la souche de levure déposée le 1% mars

2011 ala C.N.C.M (collection nationale des cultures microbiennes

de 'institut Pasteur) sous le N° 1-4450 dans les conditions du

traite de Budapest.

Je preference encore,

- la souche de levure industrielle Saccharomyces
cercvisiae obtenue esl pratiguement ou totatement
exempte de marqueurs notamment de réesistance a des

antibiotigues.

Les souches de levure Saccharomyces Ccerevisiae preparees
conformement a la presente invention, selon les criteres ci-
dessus deéfinis, ont conserve, aprées introduction des
modifications géenetiques et autres mutations géenereges lors

de ['étape d'evolution dirigee, leurs caracteristigues

CA 2794843 2017-12-07
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genotypigues et phenolypiques apres un procede industriel

comp:et de production. En particulier, les levures produites
presentent une cinetique de production d'alcool, une
cinetiqgue de consommation de xylose el une quantite

maximale d alcool produite rigoureusement identiques a la

souche de levure avant i application d'un procedé industriel

complet.

Par ailleurs, les caracteristigues industrielles de la souche
choisie avant manipulation telles QuUe decrites
precedemment (taux de croissance, rendement de

production, aptitude au séchage) demeurent inchangées.

La presente invention a encore pour objet un procédé de
oroduction d éthanol, a partir d'un milieu comportant au moing un
pentose. par fermentation a 'aide d'une levure selon Linvention,
mentionnee ci-dessus, ou telle qguobtenue par un procede
conforme a 'invention comme il vient d’'étre decrit,

De manijere preferee, le procéede de production d'ethanol
presente 1es caractéeristiques alternatives et/ou complémentaires
suivantes

- il comporte une etape de saccharification et de
fermentation simultanee (SSF) en préesence de polymeéres
d'nexoses, majoritairement constitues de glucose, et d'au
moins une enzyme apte a les hydroiyser,

- ledit au moins un pentose est le xylose,

- ledit milieu est choisi dans le groupe constitue par, les
hydrolysats de lignine, de cellulose, d'hémicellulose, de
dextrines,

- les vitesses moyennes de liberation des hexoses,
majoritairement du glucose, sont de l'ordre de 2,8 a 9,0
g/L./h avec une concentration extracellulaire en haxose,

majoritairement en giucose, nulle.

CA 2794843 2017-12-07
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Les présents inventeurs ont mis en ceuvre le procedeé de
progduction d'éthanol conforme a invention dans tes conditions
reelles de SSF (Fermentation et Saccharification Simultanee),
telles que pratiquees dans industrie pour ta production d' éthanol,

notamment aux USA.

Les concentrations en sucres mises en euvre (70 g/kg de
Xylose et 130 g/kg d'equivalent Glucose) sont a la connaissance
de la Demanderesse, les concentrations maximum que |on peut
rencontrer sur le terrain. Tous les essais publiés faisant reférence
a la fermentation du xylose ont ete réalises avec des

concentrations nettement inférieyuras en sucres totaux.

D'autres caractenstiqgues et avantages de [invention
apparaitront encore migux a la lecture de la description detaillés
qui va suivre, comportant des exemplies de realisation avec
tableaux de résultats qui sont donnes a litre purement Hustratif et
non limitatif, el pour la comprehension de laquelle on se reportera
aux dessins annexeés dans lesquels

- la Figure 1 lllustre un vecteur de surexpression de la XDH de
FPichia Stipitis,

- la Figure 2 est un graphe montrant le glucose libere par
hydrolyse enzymatique en fonction du temps selon trois
conditons de libération initiale (A} 1 2,8 g/U/h, (B) : 3,9 g/L/h et
(C): 5,6 g/L/ih,

- fes Figures 3 a 5 montrent pour une souche conforme a

invention EG3, evolution des concentrations en glucose,
xylose, éthanol, xylitol, glycérol au cours du temps, la tigure 3
correspond a la dose denzyme A, la figure 4 a la dose
d'enzyme B et la figure b a la dose d'enzyme C,

- les Figures © a & montrent pour encore une autre souche
conforme a Pinvention BEG1, 'evolution des concentrations en

glucose, xylose, ethanol, xylitol, glycerol au cours du temps, la

CA 2794843 2017-12-07
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figure 6 correspond a la dose d'enzyme A, 1a figure 7 & la dose
d’enzyme B et |a figure 8 a 1a dose d’'enzyme C,

la Figure @ montre l'evolution des moyennes mobiles des
vitesses de consommation du xylose par chacune des deux
souches EGT el EG3 au cours des trois essais realises en
fonclion de la moyenne mobile des concentrations en glucose

dans le milieu sur le méme intervalle de temps,

la Figure 10 est un graphe illustrant la vitesse specifique de

wroduction du xylitol (g/L/h) en fonction de la vitesse specifique

de consommalion de xyiose dans le milieu (g/L/n) pour les
deux sotches EGT et £EG3,
a Figure 11 est un graphe ilustrant la perle de masse en

fonctior du temps de fermentation en presence de xylosg (70

g/L) par les 2 évoluats EG3 et EG2 (la souche Ethano Red'"
st 1a souche de departy.

La figure 12 illustre l'evolution de la perte de masse observee
lors de la fermentation du xvylose par les souches EGS et EGY.
Les cellules ont éte inoculees a hauteur de 1 g / kg de matiere
seche dans un milieu contenant 70 g / kg de xylose. La

fermentation a éte realisee a 32 °C.

-MPLES

14

-MPLE T
La selection de la souche industrielle est telle que decrite

dans la description ci-dessus.

Toutes les saquences d'ADN qui ont ete utlilisees pour les

differentes transformations visant la surexpression d un geneg ont

ete obtenues a partir d'un vecteur-type connu (type pUC de k.

COl

g dans lequel ont ete declines

- les cibles d'integration ;

CA 2794843 2017-12-07
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- les promoteurs/terminateurs choisis par géne d'intérét et

- les marqueurs de resistance qui seront éliminés par la
suite (voir ci-0essous).

Un exemple de vecteur ulitise pour 1a surexpression de 1a

XUH de Pichia stipitis est illustre a ta Figure 1.

Pour la disruption des copies du gene GRES3 de la souche
industrielle selectionnee, les inventeurs ont utilise des amplifiats
PCR a partir d'un plasmide de type pUGE (Guldener U, Heck 5,
Ficlder T, Beinhauer J, Hegemann JH. Nucleic Acids Res. 1990
Jul 1:24(13):2519-2524).

L'etape de transformation de la levure a €te mise en cguvre
d'aprés Gietz, R.D. and R.A. Woods. (2002) Transtformation of

veasl by the Liac/SS Carrier DNA/PEG methoo. Methods n
Enzymology 3500 87-96.

Les souches de levure selon linvention, respectivement
FG1, EG2 et EG3 ont eté déposeées a la CNCM en date du 14 avril
2070 et il leur a été attribué tes Numeéros 1-4283, [-4294 et 1-4285

respectivement.

Les souches conformes a [invention possedent selon un
mode préferentiel e génotype suivant ;
Fthano!  Red™,  BUD5:ADH1p-PsXRm  (K270M)-CYC1t:
f"’f'O.“.‘ADH“.’;9~PSXDM-CYC?f:’ BUDS: ADHI1L-XKS1-CYC11,
RPET1.:TOH3p-RPET-CYCTL, RKIT::TDH3p-RKIT-CYCTL,
TKLTTDH3p-TKLT-CYCTt, TALT1: . PGKT1p-TALT-CYCT!. AGRES

- XEMPLE 2

La mutagenése des souches obtenues a l'Exemple precedent a

cté réalisée de maniere modéreée a savoir de 100 a 500 Jicm? et

de preférence a 300 J/em? d'Ultra-violets a 254 nm.

CA 2794843 2017-12-07
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Apres une semaineg de cullure a 32 °C dans un milieu type YE
(Yeast bxtract 0.5 %) contenant 7 % de Xvlose sous agitation,
sans aeration - la hmitation en 0O; étant realisée grace a une
surpression partielle dans les tioles due au CO, produit lors de ia
fermentation - un ml de la culture est utilisé pour re-ensemencer
le méme milieu. Cette operation est repétéee 6 fois. Les celluies
sont finalement etalées sur mitieu gelose YE Glucose a 20 g/L.
Des colonies isolees sont prelevees Duis cultivees

suyccessivement sur

- YE Glycerol a 20 g/L et en aerobiose pour eliminer les mutants
« petite » 1.e. déficients respiratoires |

- YE Glucose pour verifier leur vitesse de croissance ;

- YE Xvylose pour identifier les clones es plus interessants.

EXEMPLE 3

Les invenleurs ont d'abord teste en culture en batch anaerobiée les
souches génetiguement modifiees de sorte a étre capables de
convertir le xylose en éthanol telles qu'obtenues a I'Exemple 2.

s ont pu mesurer le Km apparent pour le xylose en mesurant la
vitesse de production du COz en fonction de la concentration en
xylose et cela lors de la fermentation du xylose comme seule
source de carbone il est de 6,16 M.

Parm! les sauches testées, trois sont selectionnées en conditions
SSF afin d’evaluer leur capacitée a métaboliser le xylose en méme
temps que le glucose. Les essais SOF ont ete realises avec des
doses d'enzymeas fables dont activite est comprise entre 4,3 el
8,0 uKat afin gue la vitesse de libération du glucose sort faible et
gue ta concentration en glucose réesiduel au cours de 1a

fermentation soit nulle.

CA 2794843 2017-12-07
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Les souches testées ont éte la souche EG3 et 1a souche EGT
respectivement obtenues avant et apres létape d'évolution
dirigée.

Les cellules de la souche EGT sont incapables de sporuler. La
capacité a sporuler de ces cellules est determinee par
observation microscopique de tetrades ou dasgues obtenus en
cuttivant les cellules 48 h sur un milieu pauvre type SAA (Acetale
de sodium 0.8%., Agar 1.5%).

Conditions des €ssals.

Les essais ont eté realises a 32 °C, pH 5. L'ensemencement a ele
de 0,5 g de matiéres séches levure par kg de mout mnitial. La
liberation enzymatique progressive du glucose a ete obtenue par
dtilisation c¢e dextrines et ajout de glucoamylase. Les doses de
glucoamylase ulilisées ont éte faibles (comprises enire 4,3 pkat et
8.6 ukat) afin de simuler une cinétigue d'hydrolyse de la ce:lulose
par des cellulases ayant lieu en 72 h. Les vilesses de liberation
initiate du glucose testées ont eéte respectivement de (A): 2.8
g/L/h, (B) : 3.9 g/L/h et (C) : 5,6 g/L/h.

Comme observe geénéralement, la cinétique dhydrolyse diminue
lorsque 80-70% des dextrines ont éi{e hydrolysees et les vitesses
moyennes de libération du glucose sont ensuite de 'ordre de 0,4-
0,45 g/L/h pour les trois conditions avec une vitesse legerement

plus rapide avec la condition A, (Figure 2).

En pratigue, le mitieu utinise est un milieu synthetigue contenant
de |'extrait de levure (5 g/kg), de 'uree (2.5 g/kg). du phosphate
dipotassigue (7 g/kg), un tampon citrate 12 miM ainsi que des

mineraux ef des vitamines.

CA 2794843 2017-12-07
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Les Figures 3 a 5 donnent Pevolution des concentrations en

giucose, xylose, ethanol, xyiitol, et en glycerol au cours du temps.

Ces figures montrent qu'en 72 n

ta souche EG3 a consommeé entre 30 et 33 g de xylose selon

les essais alors gu'elie n'en availt guasiment pas consomme en

baich xylose.

17 a 20 g de xylilol ont ete produits sur tes 30-33 g de xylose

consommes soit un ratio de 0,95 g/g pour la condition A et un

ratio de 0,6 g/g pour les conditions B et C.

les quantités de glycerol produit ont étée faibles, plus fainles

que les gquantites attendues dans ce type d'essal,

Globalement, les trois essais ont donne des resullats equivalents.

TABLEA

EG3 (ern g par kg de milieu inittial a 72 h)

U 1

Molécules produites et consommees nar la souche

e o e e st e e e e e e s e
' 3‘
|
Dose % o - ; S Bitan |
Glucose: xylose | Biomasse| Xylitol (glycerol | Ethanol |
enzyme | carbone |
: |
E |
| : | |
e ——— P 5"_',< < o AP e ____E s e — e _*[ ...... v C}_ ..... ;z
| D : N . P ~ t s (] i
A 1033 . 32.8 10 V170 1.1 51,7 1O |
| ‘., | |
MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM NN LN L BN DN I 1 24 ¢ AP A P NN e ,..,.,,wm;r..m:/;.mwwnwm DA r g A RPN AN NNIALN MWM\M'MM-'W{.‘I/:V'NH’.:A’-fm‘w”;\'v,fw’l LA POnN ¢ P CrA AN A r A P AP NP AN »/M/Hv«Amwammw'vuuﬂn'.x.\}um)«msh 'M-‘h'mn.N:f-.'w.{.:-Hamm'm,MWfﬂv-'f.w\;
B | 1144 | 33.2 10 19.6 1.6 57.7 103%
1 q
i o T e ATy AT g A T T T A AT T iy s M GV e
. 12272 | 30.¢ 10 ”i 17.9 | 2.5 60,6 103% |
B i . i _ - j
Souche EGT

Les Figures 4 a 6 donnent l'evolution des concentrations en

glucose, xylose, €thanol, xylitol, et en glycerol au cours du temps.

Ces figures montrent qu'en 72 h:

la SO

uche

les essals soit guasiment deux fois plus que la souche EG3.

CA 2794843 2017-12-07
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10 a 13 g de xylitol ont ete produit sur les 45-60 g de xylose
consommes soit un ratio de 0,2 g/g pour les trois essais

les guantites de glycero!l produit ont été fainles mais pius

éievees qu avec la souche EG3.

Giobalement, les trois essais ont donné des résultats equivalents.

TABLEAU 2 Molecules produites et consommees par ia souche

EG1 (en g par kg de milieu imtial a 72 h)

e e e et i et S SOO———

Dose | | , Biian
glucose | xylose |Biomasse | Xyiitol | giycérol [Ethanol
CNZYIME | carbone
1

A 102,56 [ 60,61 | 10 12,74 2.86 65,49 100%

|.¢A,, ot At il o o bt NN FVDSHIPVRUNIIPSROR. GRSV e~ . RS R SR SO S S R
&3 1156 | 51.695 10 11,90 4 .17 Y. 34 102%

|

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, SO NI S SR SO PO

C 120.9 | 40,90 10 9,866 | 5,33 1 70.18 103 %

Commentaires/hypotheses sur les résultats obtenus, notamment
relatifs & la concentration en glucose permettant la prise du

xylose.

Les resultats obtenus sur batch glucose-xylose montrent une
rupture de pente de perte de masse qui semble indiguer que le
glucose etait d'abord consomme puis que le xylose etalt ensuite
consomme a vitesse beaucoup plus lente.

L'essail SSF tel gue realisé dans FExemple permet d'evaluer siia
prise du xylose serait plus importante en flux entrant de glucose

non nul mais concentration en glucose nulle.

La Figure 9 montre {'evolution des moyennes mobiles des
vitesses de consommation du xylose par chacune des deux
spuches au cours des trois essais realises en fonction de I3
moyenne mobile des concentrations en glucose dans le milieu sur

e méme intervaile de temps.

CA 2794843 2017-12-07
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Les resultats permetient de constater

- guil v a consommation du xylase par les souches (estees
vers 5 g/kg de glucose en solution,

- que la vitesse de consommation du xylose observee avec la
souche £G3 ast 2 fois plus faible gue celles observées avec

la souche EG1.

Dans une variante preferéee du procede de production

d'éthanol selon I'invention, telle que presentee dans 'Exemple, 1a
libération lente et contrglée du glucose permet aux cellules de neg

as subir de forte variation de pression osmotique et d'eviler

‘engorgement des voies fermentaires (Glycolyse, Pentoses

Phosphate, et Transporteurs des sucres) qui limiterait 'uttiisation

du xylose.

De maniére surprenante et remarquable, avec le procede
selon 'invention, les celiules sont capabies de metaboliser 62 g/l
de xylose en 50 heures dans un milieu tres riche en sourcss de
carbores de {ordre de 200 g/L (Exemple realise avec 130 g/l
d'équivalent glucose et 70 g/L de Xylose). Ces conditions auss|
drastigues n'ont, a notf‘e connaissance, jamais eté décrites.

D'aprés les essais SSF realises .

- la vitesse specifique de la souche EG1T esi de 0,0 g xyloser/
g MS levure / h

- 12,74 g de xylitol ont ete formeés pour 60,61 g de xylose
consomme soit un ratio de 21 g/100 g.

CA 2794843 2017-12-07
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EVENDICATIONS

Souche de levure Saccharomyces cerevisiae choisie parmi la souche de levure
Saccharomyces cerevisiae EG3 déposée sous le N° 1-4295 a la CNCM le 14 avril 2010,
la souche de levure Saccharomyces cerevisiae EG2 déposée sous le N” 1-4294 a la

CNCM le 14 avril 2010, la souche de levure Saccharomyces cerevisiae E(G1 dCposée
sous le N" 1-4293 a la CNCM le 14 avril 2010, et la souche de levure Saccharomyces
cerevisiae EG9 déposée sous le N° 1-4450 a la CNCM le 1% mars 2011.

Procédé de production d’éthanol, a partir d’un milieu comportant au moins un pentose,

comprenant une étape de fermentation d’une souche de levure sclon la revendication 1.

Procédé selon la revendication 2, caractéris¢ en ce qu’il comporte une €tape de
Saccharification et de Fermentation Simultanée (SSF) en présence de polymeres
d’hexoses, majoritairement constitués de glucose, et d’au moins une enzyme apte & les

hydrolyser.

Procédé selon la revendication 2 ou 3, caractérisé en ce que ledit au moins un pentose

est le xylose.

Procédé selon 'une quelconque des revendications 2 a 4 caractérisé en ce que ledit

milieu est choisi dans le groupe constitué par les hydrolysats de lignine, de cellulose,

d’hémicellulose, et de dextrines.

Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que les vitesses moyennes de
libération des hexoses, majoritairement du glucose, sont de ["ordre de 2,8 & 5,6 g/L/h

avec une concentration extracellulaire en hexose, majoritairement en glucose, nulle.

CA 2794843 2018-08-31
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 5
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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FIGURE 8
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FIGURE 9
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FIGURE 10
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FIGURE 11
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FIGURE 12

Evaluation de la perte de masse en fonction du temps de fermentation en YFX (Xylose initial = 70 g / k¢
inoc=1g9geqDM/kg)
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