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BIOTECHNOLOGIES ?

e

Biotechnologies: (- bios = la vie)

= la technologie du vivant

_ Biotechnologies rouges Biotechnologies vertes
Applications medicales Le vegetal =

. Frotéines thérapentiques, agriculture, alimentation, OGM. .. & ‘: :

: diagnostics, thérapie genique... o » 4

(healthcare biotech) (agrifood biotech)

»
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4 Biotechnologies bleues Biotechnologies blanches
d La vie marine Biotech. industrielle
! (industrial biotech)

Biotechnologies jaunes
o ! I’environnement
Pierre Monsan LISBP, 2006




BIOTECHNOLOGIES ?

e

Microorganismes et Biotechnologies

_ Biotechnologies rouges Biotechnologies vertes
Applications medicales Le vegetal
- Protéiner thérapentiques, agriculture, alimentation, OGTT
; diagnostics, thérapie génique. ..

MICROORGANISMES

"%

Biotechnologies bleues Biotechnologies blanches
La vie marnne Biotech. industrielle
¢ \ Biologie de synthése

Biotechnologies jaunes ) ) e
g1es] Microorganismes modifiés

| Lenvironnement / (E.coli, Levures, bacillus)




Grande diversité

INTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH
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. INTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH

- Air
- Sol, sous-sol, sédiments
- Minéraux

- Antartique
- Eau

- Eaux sulfureuses chaudes

- Cheminées hydrothermales
abysses, fumeurs

- Eaux extrémement salées,
acides ou alcalines

... mais aussi chez nous!!!
(microbiote intestinal)




INTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH

Une grande diversité métabolique et de nombreuses spécificités

I Source d'énergie .
- Lumiére
Chimique }
\/
Phototrophes

Chimiotrophes

I_ Source de carbone _I

Composés organiques

Chimiohé‘rgr'o’rr'ophes
organotrophes

Accepteur de final =———

co,

Chimioau*o‘rr'ophes
Chimiolithotrophes

Bactéries nitrifiantes
ou oxydant I'hydrogene,
le soufre ou le fer

0, Autre

\ 4 que O,
Chdine de transport des e’ |
(respiration aérobie). |

Tous les animaux.
Plupart myceétes,
protozoaire, bactéries 1

Fermentation
ex : Streptococcus

dine de transport des e

(respiration anaérobie).
Ex: Clostridium

r Source de carbone —I

Composés organiques

\ 4
Photo-

hétérotrophes

l

Bactéries vertes
non sulfureuses
bactéries pourpres
non sulfureuse

Composés organiques = Composés inorganiques
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co,

\ 4
Photo-

autotrophes

Utilisation H,O pour

oui

\

Photosynthése
oxygénique
Plantes
algues
cyanobactéries

réduire CO,

I_ non
v

Bactéries
photosynthétiques
anoxygéniques
B. vertes
sulfureuses
B. rouges
sulfureuses




IELINTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH

Métabolisme primaire Métabolisme secondaire

D3




INTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH

e

Différents types de métabolites produits par les microorganismes

e e Métabolites secondaires

Synthétisé pendant toute la croissance = Synthétisé lors des phases de ralentissement et stat
Présence tout au long du cycle cellulaire " Apparition a un moment du cycle cellulaire
= Production dépendante des conditions environnementales
Nécessaire a la croissance " Inutile pour la croissance
« Turn over » élevé =« Turn over » pratiquement nul
Ubiquitaire = Speécifique
Voies de synthése simples et courtes = Voies de synthése longues et complexes
Concentrations élevées = Concentrations faibles

AA, nucléotides...
Produits du métabolisme énergétique
(éthanol, acide acétique..)

Antibiotiques...
Role écologique



" INTERET DES MICROORGANISMES EN BIOTECH

Différents types de métabolites produits par les microrganismes

Métabolites primaires Métabolites secondaires

Modéle de base

pour une culture non renouvelée (batch) Modele de base

pour une culture non renouvelée (batch)

In([biomasse]) [métabohite primaire d'intérét]
A ' A In([biomasse]) [métabolite secondaire d'intérét)
& : A
s >
temps

temps



AMELIORER LA PRODUCTION

> I2 |3 > P1 - > I6 > I7 > I8 > I9 > I10 > I11 > A

D2
S2 D1
s p3 \
D3
l . . ]
P2 A
_ e Conditions physiologiques, ou procédé
* Améliorer la production * Enaugmentant la biosynthése de précurseurs

e Sélection de mutants apres mutagénese aléatoire
Quels leviers??7??



EXEMPLES

.

Bacillus thuringiensis et les biopesticides

v

® Agriculture

Bactéries lactiques et aliments fermentés

® Alimentation

\

Corynebacterium glutamicum et production de glutamate

LANE LN TGN Rl SEFEBTOMYCEs et production d'antibiotiques

Quel type de métabolisme?
Comment améliorer la production?




BIOTECHNOLOGIES ET AGRICULTURE

Bacillus thuringiensis (Bt) et les biopesticides

Bactérie Gram-positive du sol

Biopesticide naturel
(Crystal : endotoxine)

Chenille

Piéride
Noctuelle
Tordeuse

Teigne

Processionnaire




BIOTECHNOLOGIES ET AGRICULTURE

Crystal : endotoxine X
(protoxine inactive) Comment ¢a marche

. 3 ‘. 3 & l- .
g 2 \""’c" 2E° V4 . e, e

e |l x| LB Bactérie Gram-positive du sol
T DoainVII

Plus de 100 000 souches B thuringiensis

Cry monomer (~1100 aa) = protéine active = métabolite secondaire


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e3/Bacillus_thuringiensis.JPG

Toxine Cry et chenilles:

BIOTECHNOLOGIES ET AGRICULTURE

Une histoire impossible!

Mechanism of action of Cry toxins at cellular level

1.- The larvae eats Cry proteins, The crystals
are solubilized and protoxins activated by
midgut proteases

Bacillus thuringiensis (Bt)

& TET Ingestion
.‘ N Bt toxin

. By crystal
L | \

" &)

Insect midgut cells

Solubilization  Activation

o, »
2.- The solubilized and ol
protease-activated toxin : toxin
binds to receptors localized TR P G
in the apical microvilli -.. : v,
of insect midgut cells I ) ;f

3.- The toxin inserts itself into the apical
membrane, forming pores that Kills the cells

FEMS Microbiology Reviews
Volume 37, Issue 1, pages 3-22, 11 JUN 2012 DOI: 10.1111/j.1574-6976.2012.00341.x

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2012.00341.x/full#fmr341-fig-0002

GCR

CADR: Cadherine like

APN: aminopeptidase

ALP: alkaline phosphatase

GCR: glycoconjugué de 270 kDa



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/fmr.2012.37.issue-1/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6976.2012.00341.x/full

BIOTECHNOLOGIES ET AGRICULTURE

n )  Protoxin crystal

o ‘\‘ Mode d’action de la toxine Cry au niveau moléculaire
ﬂ Monomeric 5
/7 Cry toxin 3 R‘ 6
I\ \ 4 Oligomeric 7 Pore 6\5«\
{ @ by — Cry toxin " (?p qE) «\'eca 2
ALP APN Cadherin ‘
loop -8
ALP  APN V- >
65kDa 120 kDa g‘l‘g':fl;'“ ALP APN
Kd=267nM Kd=101 nM a Kd=05nM Kd=0.6nM

Kd=1nM



EXEMPLES

.

Bactéries lactiques et aliments fermentés

® Alimentation

\

Quel type de métabolisme?
Comment améliorer la production




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

Lactic Acid Bacteria = organismes GRAS (Generally Recognized As Safe)

Oenococcus oeni
Lactobacillus delbrueckii

Leuconostoc

mesenteroides Lactobacillus sakei

Lactobacillus casei Lactobacillus sanfrancisencis

Pediococcus pentosaceus

Lactobacillus brevis
S Streptococcus thermophilus

Lactobacillus plantarum

Lactocococcus lactis

B.subtilis
(outgroup)

Arbre phylogénétique des bactéries lactiques




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

e

Le role des bactéries lactiques pour la production d’aliments fermenteés

@® Conservation des aliments

- Abaissement du pH apres formation acide organique
* Choucroute

-Préservation de contaminations bactriennes

— Fermentation lactique
A" Il Production de bactériocines

Protéolyse

® Amélioration de la digestibilité

- Hydrolyse enzymatique

@ Révélateur de golt

- Métabolisme des Acides Aminés
- Métabolisme des Acides gras
- Métabolisme du citrate (Diacétyl/ acétoine)




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

La fermentation lactique pour conserver les aliments

GLYCOLYSEE

Glucose

= P
GLK NsaDP
Glucose-6-P

Fructose-6-P

KATP
' ADP
Fructose-1,6- bisP

FBA

Glycéraldéhyde-3-P =— Dihydroxy-

P 1 NAD acétone-P
| | :NADH+H
Yy

1,3-diP-glycérate

I
|| -AopP

! N ATP

3-P-glycérate
1
1
1

A
2-P-glycérate
1

1
A

P-énolpyruvate

1
oK 1 KADP
1 \TP

vy

METABOLISME HOMOFERMENTAIRE

sucre
©  GLYCOLYSE
NAQ* ADH :
v
Lactat L DH Pyruvate

Pyruvate

METABOLISME MIXTE

sucre
. GLYCOLYSE
NAQ"\?ADH
v
Lactataw Pyruvate
1\ Cco,
Formiat

Hydroxyéthyl-TPP

NAD Acétyl-CoA
N AD}_*%D HE PTA

Acétaldéhyde Acétyl-P
NAD ADP
H}/ADHE ACK\Q
NAD* ATP
Ethanol Acétate

La fermentation est dite homolactique
si au moins 90% du glucose consommé
est converti en lactate

1 glucose = 2 lactate + 2 ATP
v" métabolisme homofermentaire:
Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus

Parfois on peut avoir un métabolisme mixte.
Ceci dépend des conditions de croissance

Le pyruvate est converti en Acétyl-CoA par PFL ou PDH



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

Comment réorienter un métabolisme mixte vers un métabolisme homofermentaire?

METABOLISME MIXTE

sucre

GLYCOLYSE

NAE* ?ADH
v
Lactat L DH Pyruvate
ixcoz

Hydroxyéthyl-TPP

PFL PDHl( NAD*
NADH

NAD Acétyl-CoA
NA;jEXbHE PTA\\

Formiat

Acétaldéhyde Acétyl-P
NAD ADP
H?/ADHE ACK\é
NAD* ATP
Ethanol Acétate

Métabolisme primaire

1, ___P1
s2 / 1 l
ls  p3

* Conditions physiologiques
- « Augmenter » le rendement de la glycolyse
- En aérobiose, la PFL est inhibée par 'oxygene

- En anaérobie, la PDH est inhibée par le ratio NADH/NAD
et production de formiate

* Modifier génétiquement la souche
* Déléter le géne codant la PFL et la PDH
e Surexprimer le gene codant la LDH



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

HETEROFERMENTAIRE
ADP
Glucose Glucos'e—G—P
EP NAD
PISRopyR KNADHM
. ., ., G|UCUS'E~—6—P G—P—glut‘:ronate
Lorsqu’il y a absence de FBA, TPI (et de PTS en général) | — -JICNAD
Vd . Vd V4 ) 4 MNADH+H
On a un métabolisme hétérofermentraire Eruclonebp R
ATP
KADP
Fructose-1,6- bisP Xylulose-5-P
A A_JXPC ATP
3chéra|déhyd-e_-q3:F-’__TT_—5-:‘Dih}ftdeF; Acétyl-P A v
7 7 dcetone-
1 glucose - 1 lactate +1 ethanol + 1 acétate + 1 CO, + 1 ATP i
1 ,MiP—gl;cérate Acétyl-CoA
CADP C NADH-+H
/7 . 7 /7 . ATP
v métabolisme hétérofermentaire: 3P-gycerate Acetaidehyde
. MNADH+H
Leuconostoc, Lactobacillus |CNAD
f.b‘\ﬁz 2-P-glycérate Etha'nol
&
(QQIQ P-<€nolpyruvate
4 ADP
o\\‘o PK 'KM
i &’So Pyruvate
@@ L DH CI:H;H+H
Lau.tatsl;n




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

La protéolyse

Cas de la bactérie Lactococcus lactis dans le lait

Caséine Oligopeptides Di- et tripeptides
v endogénes du lait
&9
PrtP ' z
5 Opp

Cytoplasme

ADP ATP ADP ATP

Foo

v'Protéase de paroi: Prt (P ou S ou B)
v Transporteur(s) d’oligopeptides: Opp
v'Transporteurs de di- et tri-peptides: Dpp, Dtpt

v'Peptidases cytoplasmiques: Pep




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

La production de bactériocines et la conservation des aliments

Les bactériocines se définissent comme des protéines ou complexes de protéines avec
une activité bactéricide contre des especes proches de la souche productrice

Les bactériocines de bactéries lactiques ont une activité contre les
bactéries Gram+ (anti-listeria par ex)




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

Classification des bactériocines (d’apres Klaenhammer, 1993)

CLASSE DEFINITION TYPE CARACTERES PARTICULIERS Q‘

-petits peptides < 5kDa -Nisine E 234  -acides aminés inhabituels, lanthionine...
- O
(lantibiotiques) Lacticine 2{@
I -petits peptides < 10kDa -Pédiocine -Résistant a la chaleur N
-Lactococcine -ponts disulfures
1] -grandes protéines > 30kDa -Helveticine

sensibles a la chaleur



n BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

a Gram-positive targets

Class |
(e.g. nisin)

O
Cell wall

COX DX D O P DX O DO O O O O OO
0 . 0 > o . . 0 0 . . . .
. . o - < - 2 . . . . < -
~ . 5 .

La mode d’action de la nisine

o e o o

. 3 S 3 3 o . S s s S < -
L PEDC A X PO O IO O X O O O )
. . . . ’ e . . . . > . .
. . . . : o . o - . - 3 .
. . . =

' Inhibition of Pore formation

peptidoglycan
' synthesis




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

La production d’aromes

v Dégradation des protéines

Amer L-Trp, L-Phe, L-Leu, L-lle, L, Arg, L-His
Sucré L-Pro, L-Met

Salé GlIn (Lys, Pro, Glu)
Umani Sels de sodium d’Asp et Glu

(gout “bouillon de poule”)

v' Métabolisme des lipides

v' Dégradation des acides aminés

Peptides Amino Acids

| [ ) 9
N

Amino Acids ____, Amines

a-Keto acids —= Methanethiol —— COMPOses

| soufrés
/ ( \
A

Idehydes ——— Acides Thio-esters

Hydroxyacids carboxyliques

Alcools —, Esters



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

Le métabolise du citrate et la production d’aromes diacétyl/acétoine

glucose

glucose

Diacétyle/acétoine

PYRUVATE LDH » lactate >
oh L7 =

Co
Se
ATP
NAD
tﬁ AL Golit de beurre
Acétyl CoA J
c

‘V ADH Formate

AcétylP Acétaldehyde
Ack AcDH
éthanol

acétate




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

Le métabolise du citrate et la production d’aromes diacétyl/acétoine

glucose citrate TIactate
| !cp
cL :
glucose < citrate
ADP g/yoo/y acétate
ATP % 0
NAD
NADH
=2 , lactate
NADH ([%AD* "
NAD* ALS
NADH
-acétolactat . _— .
Acétyl CoA J a acel olactate ~Yoie chimique: O2 + pH acide
AV W FEIIELS Diacétyle/acétoine
AcétylP Acétaldehyde =
DP ~n
B AcDH Golt de beurre
ATP
) éthanol 2,3 butanediol
acétate Y

v’ Lutilisation de la voie métabolique « citrate » va permettre I'augmentation du pool de pyruvate
v’ Le pyruvate en excés va se répartir dans la voie diacétyle



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

e

Exemple de produit fermenté: le yaourt

Le Yaourt
Pasteurisation

Culture de démarrage —ﬂ
Prot ‘rati L. bulgaricus Mise en pot ou vrac
(Protocoopération) S. thermophilus l

Incubation 40- 45°C

() l

8.1N° ==
10%-10° CFC/mL _ Refroidir 4°C

Teneur minimale en ac lactique: 0,7%



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1f/GoatMilksYogurt.jpg

N BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

E # 5 fermophiivs @ L bwiganious
23 . . P e
] 7 g [ ]
Les cinétiques de production du yaourt EE . .
g [ 3 u
€ =
»
g 167 .‘. - ..
w m N
m‘? &0 120 180 240 300
Tormgs {renf
Pourquoi ¢a coagule? C'est S. thermophilus qui commencel!
pH ¥ . :E - m{, & yy————— — 10 ,_
“-'PH ..... W“ﬂ“‘"mb#-## _g! ?E_ o L] I:xlﬂulﬁ?ﬂ;“: A & ii
e a % o ]
- -4 & 2 o &g o & 5.
......................................................... 1,8 s @ §
£ a8 . B8
E . . L2 E & . o EE
.................................. e PSR P % g o e 1, 5"
A - £ 8 H #
S S ™ 80 240 20 b &0 20 0 240 30 12 1200 3
Tamgs {min} Tamgs {min} % # aocéaaldéhyde O viscosité o =
= i o -1ﬂmi
;e S
Le yaourt est onctueux: vive les exopolyssaccharides g S 5 o0
& E — 400
Le yaourt a bon go(it: vive l'acetaldéhyde! S ¥ 200
ot—e—e—# 3 . . a
a =] 2 180 240 =0

Tamrgps {mink



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

La protocoopération entre S. thermophilus et L. bulgaricus

-Accroissement des vitesses de croissance et des concentrations bactériennes finales
-Diminution du pH final du produit en culture mixte

-Augmentation des vitesses d’acidification par rapport aux vitesses observées en cultures pures
-Stimulation de composés d’arémes

-Accroissement de |'activité protéolytique

-Production accrue de composés tels que les EPS

B

oC

108

1074

cfu/ml

pC

10°

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10°




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

-Accroissement des vitesses de croissance et des concentr>" o\)c’
-Diminution du pH final du produit en culture mixte
-Augmentation des vitesses d’acidification par.r
-Stimulation de composés d’arémes e
-Accroissement de l'activité protéol~ c°°

-Production accrue de compos” e’l:a\a 3\)%«\
e

oC

pC




EXEMPLES
s

® Alimentation

\

Corynebacterium glutamicum et production de glutamate

Quel type de métabolisme?
Comment améliorer la production




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

Production d’acides amineés

Parmi les 20 aa composants les protéines :

4 )

L-valine
L-leucine
L-isoleucine

L-lysine
< L-thréonine

L-méthionine
L-Histidine
L-tryptophane

L-phénylalanine
\ v

ne sont pas synthétisés
par I’'homme
et les animaux

lls doivent étre ingérés

LE MARCHE DES ACIDES AMINES!

4 méthodes de production

1. Extraction a partir d’hydrolysats de protéines

2. Synthese chimique

3. Transformation a partir de précurseurs chimiques
(réactions cellulaires ou enzymatiques)

4. Utilisation de microorganismes

- Souches optimisées



HO
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. BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

Production d’acide glutamique

Acide glutamique E 620 = additif alimentaire ~
7 MONOSODIUM
GLUTAMATE
- 1908 : algue konbu exhausteur de gout
0 (Japon)
OH

- 1957 : Corynebacterium glutamicum
(société Kyowa Hakko)

- Amélioration de C. glutamicum
—> 150g/L aprés 60h fermentation

L Corynebacterium glutamicum, ordre des Actinobacteria,

G+ avec espace périplasmique et une enveloppe bactérienne contenant des
acides mycoliques et de I'arabinogalactan,

O bactérie du sol, facile a cultiver et a3 modifier génétiquement et considérée
comme GRAS.

d Génome: environ 3,3MB


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a4/L-glutamic-acid-2D-skeletal.png

BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

Glucose

Voie métabolique de production du glutamate par C. glutamicum \/
\
Phosphoénolpyruvate

!
Pyruvate
Quel type de métabolisme? |
Comment améliorer la production Acétvl-l“_ Acetate
L-Lysine «—— L-Aspartate <«—— Oxaloacétate Citrate
Malate
* Isocitrate
FumaEte
Succinate Céto-glutarate

Mais faible r‘endement L-Glutamate déshydrogénase
des souches sauvages de ¥ (6DH; goh)

C. glutamicum!! EeNENEIN —> Sécrétion




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

Ameélioration de la production de L-Glutamate par C. glutamicum: approche physiologique

MC
MC + biotin limitant

MC + Tween

70 | 25 |

20 [ MC + penicillin

o

Growth (ODgg)
e 2 = o (o7
o o o o o
>
L-Glu (g/l)
= o
VY
Biomass-specific L-Gluyield (g///OD s60)
O o o o o o ot
) [¥% e (8] (o2 | 0o
} t\i\“\i
HE NOX

I 1 L L L ) %
0 0 0

0 36 91215 21 0 3 6 9 1215 21 0 36 91215 21
Time (h) Time (h) Time (h)



BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

La sécretion du L-Glutamate: facteur limitant a la production

Glucose Detergent addition
: Biotin limitation

\ 4 A Y Altération de la
Phosphoenolpyruvate 4 ¥ membrane

v "
AcetylCoA--{_ DtsR _J..p Fatty acid
Oxaloacetate Cilr'a\(te

2-oxoglutarate de conformation

—ODHC
\Glutamate

SucCoA T 011221 (+ other components)

Changement




BIOTECHNOLOGIES ET ALIMENTATION

.

Ameélioration de la production de L-Glutamate par C. glutamicum: approche génétique

=3 Mutants & haut rendement :

Phosphoénolpyruvate

|

Pyruvate

!

Acétyl-CoA <+ Acétate

Oxaloagétate Citrate
Malate < Glyoxylate \

W= |socitrate

Isocitrate lyase
Fumarate (L acen)

Succinat Céto-glytarate
H-/ L-Glutamate déshydrogénase

A-Cét@sgilitarate (GDH; gdh)

déshydrogénase
(keh;acer)  [IECIINEINEI — Sécrétion

Phosphoénolpyruvate carboxylase
(PEPC; ppC)

L-Lysine  <«—— L-Aspartate



EXEMPLES
s

L ARE NV L LN Rl Streptomyces et production d’antibiotiques

Quel type de métabolisme?
Comment améliorer la production




*BIOTECH NOLOGIES ET SANTE

La production d’antibiotiques

- 1928 Flemming, Pénicilline - Staphylocoque

- 1938 Florey et Chain, Pénicilline = purification

- 1945 Production kg benzyl-Pénicilline (Gram*)

- 1947 Streptomyces griseus > Streptomycine

- 8000 molécules a effet antibiotique a partir microorganismes

- 4000 a partir d'organismes supérieurs

- Actinomycetes : rdéle central




Microorganismes producteurs d’antibiotiques *B I OTECH N O LOG I ES ET SANTE

Bactéries
Streptomyces sp. Chloramphénicol
Erythromycine
Kanamycine
Néomycine
Nystatine
Rifampycine
Streptomycine - Les Streptomyces(actinomycetes) jouent un réle central
Tétracycline dans la production d’antibiotiques
Micronospora sp Gentamycine Metabolisme secondaire
Bacillus sp. Bacitracine
Polymyxines
Mycétes R T T T N TV P (yé\‘e
- ., . e \ D2 ec,o(\
Penicillium sp. Griseofulvine D1 P
Pénicilline o
Cephalosporum sp. Céphalosporines W
) )
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La biosynthese d’antibiotiques nécessitent de nombreux genes:

I’exemple de la spiramycine produite par Streptomyces ambofaciens

Augmenter l'efficacité du

Augmenter la synthese de systeme de résistance
précurseurs
R = H spiramycin |

R = COCH, spiamyein 1| ‘ Métabolisme primaire ‘
R = COCH,CH, spiramyein Il

P1 -I—>' g — b — s —lg S lo—s by — A

1 I .I p2 !
B n& :'E>DD'D..- .u iSZ / l / \Dl/ |
12 3 4 5 67 ° Is p3 " \ .

: 1 1 1 1 . .. D3
< < —— I |
4] 9 (srmGIV) 10 (srmGil) 11 (srmGllf) 12 (srmGl)

|

o0 D << DdID<] DU U< A OaEe<dii<]

13 1416 16 17 18 19 20 21 24 naﬂmamatuwsuwnuuu

> Provision of w&: Platenolide synthesis and modification —=[_>> Sugar synthesis and attachment

B> Resistance Regulation > Unassigned or not involved Augmenter la vitesse

d’excrétion

Augmenter l'activité des

Karray F et al. J. Bact 2010 enzymes de biosynthése Eliminer les réactions
de dégradation




*ANALYSE DE FERMENTATION

Comment analyser les performances d’une souche lors d’une production de métabolite

en bioréacteur?

Phase de croissance

o |

(en régime discontinu)

Py w—

D - ———— - —_— -

— — ——— ———— —— ——

" X=biomasse

G = temps de génération moyen d’une population
N = nombre de génération
T =temps de culture

Pl
~ Biomasse
Bactéries
Biomasse Nbre de générations
/0\ X, 0

| O O s 2% 1
: A A
| @00 @ 1% 2
|
| v X=X, n
|

X,=2X, N=K/t=t/G

InX; = Kt + InX,

K = taux de croissance



*ANALYSE DE FERMENTATION

Méthodes de quantification de la biomasse (g/L)

Gravimétrique (g/L)

= Par pesée selon un protocole précis o .
Corrélation DO = f(Biomasse)

Optique (UDO/ml Poids sec (g/L)
" Turbidimétrie

Pente :

Autre (U FC/m|) | Corrélation DO / Poids sec
= Comptage direct
= Dénombrement sur boite DO

= Cytométrie de flux... DO x facteur de corrélation = Biomasse en g/L)



ANALYSE DE FERMENTATION

e
Exemple de suivi d’'une production

Production d’acide lactique par un lactocoque: étude du métabolisme de la souche

1 glucose =2 2 lactate + 2 ATP

Suivi de I'évolution de la biomasse et des substrats et des produits de fermentation

: E q
}I' ) — W r
il SN Préléevement des

| surnageants de culture
durant toute la fermentation

Biomasse (spectrophotométre) Analyses par HPLC
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Exemple de suivi d’'une production

Conditions :

Milieu défini

Glucose 55 mM (10 g/L)
pH non régulé

Données brutes aséobi
120 - 10
* Croissance : DO g
100 - AA A A A A A A A 4,
* PH _ N 8 E
* Substrat : glucose T 80 X 7 8
* Produit : acide lactique 2 feeecees., 6
S 60 L A o2t o ¢ 43 233 5 Ao
> 40 . ®
] § ¢ mglucose -3 =
Observations E m Alactate P
o 20 - ¢ = e pH o
* Croissance : arrét 4 5h30 ! - ¢DO - 1
0 *‘. .. I I I | 0

* Consommation totale glucose o o2 4 6 8 10 12 11
* Diminution du pH
* Production maximale d’acide lactique



Exploitation des resultats

80 -
70 -
60 -
50 -
40
30
20 -

10 A

0 — —

W glucose

gglucose

Glucose (mM)

N |
o= 0

T T 1
e e D I =

01 2 3 4 5 6 7 B 9 10

Temps (h)

Ln
s S s I v [ s S s [ v S s A
vitesse spéeifigue de oo nsommatlon | mmaol’g h)

=

Glucose,Lactate (mM)

LAV By

100 -

40 -

20

1

AA A A A A A A A 4 A

mglucose
Alactate
o pH
+DO

f T T T T T T T T
o = N W s, O OO N 00 W

iANALYSE DE FERMENTATION

Y

pH et suivi DO a 580 nm

<— enmmol/g/h ou (g/g/h)

r,= [:i—i (Vitesse de réaction)
= r
— Qe =

Vitesse spécifique de consommation du sucre (q.,..)



iANALYSE DE FERMENTATION

(] (] ' 4 ,9
Exploitation des résultats 100 araaaaaaaad, e
T w0 R T8
Py $000000,, [
5 | A’ : 4 o o
Esoll-. “0”"’0050. 52
g 40 e * 3
8 ‘ llglutcotse 3 =
Alactate
5 20 - ¢ u epH 2 5
120 1 70 ¢ = +D0 1
E 0‘.‘ T .l| T T T T -0
100 4 60 ¥ 0o 2 4 6 8 10 12 14
E
E_ 20 o 50 _E_ Temps (h)
E 0 B d—ﬂ -'E dP u i n
w 90 - ' A lactate 30 ¢ Mo = —— (Vitesse de reaction)
E A0 & vlactate X dt
3 o 20 §
<&
20 o 10 ¥
<O P & B i 8 — . _1_
0 2000 to f Voroaut = 'F %~ €N mmol/g/h ou (g/g/h)
o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

Vitesse spécifique de production (v, 4.:)
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Bilan carbone (en CmM) 20 T ere
100 ‘u " " " " " ‘ " ‘ " GLYCOLYSE
_ NAD® NADH |
2 produits formes = ¥ substrats consommes Z o A LactatoeSL— Pyruvate
g . CO:
Lactate (3C) Glucose (6C) ‘r‘:; 60 “ Formiat ll—:;droxyéthyl—TPP
D] o 55
4 B glucose NAD Acétyl-CoA
A 6h 103 mM x 3 56 mM x 6 Gg 20 - ‘l .l. a lactate NAD}:?DHE)I PTA
SOIt 309 CmM H A Acétaldéhyde Acétyl-P
Soit 330 CmM 0 AAA ™ . NAD)—>/£\DHE ACK\éADP
n 2? A S 2 1M 17 11 NAD* ATP
Ethanol Acétate

Bilan carbone de 94%

94% du Carbone se retrouve dans du lactate et probablement

6 % du C a du se retrouver dans d’autres produits de fermentation qui n‘ont pas été dosés car en
tres faible quantité

On a donc un métabolisme homolactique
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Rendement produit 120

100 ‘uilillhlil

Glycolyse 1 glucose =2 2 lactate + 2 ATP

Le Rendement produit est de 100% (rendement "
théorique) quand on obtient 2x+ de moles de lactate 2 AR
que de glucose introduit 0 m‘f s

B glucose

Glucose, Lactate (mM)
=
o
>

A lactate

A 6h -
103 mM de lactate pour 55mM de glucose introduits
Rendement lactate réel = 103/55x2 =0,936
soit 94% du rendement théoriaue

Dans notre cas un seul produit le lactate
bilan carbone = rendement produit





