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1. Introduction

Evolution des technologies de fermentation

Fermentation naturelle par des micro-organismes
(acétique, alcoolique ou lactique)

Production de métabolites primaires (acides,

alcools,...)

Production de métabolites secondaires
(antibiotiques, polysaccharides, arbmes,...)

Production d’enzymes (amylases, cellulases,
lipases,...)

Production de protéines recombinantes
(fragments d’anticorps, insuline humaine,...)




Maitriser la biologie...
Cell tissue Mammalian cell 5. cerevisiae E coli  Muclkeus T4 Phage Protein
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... dans des systemes de culture industriels
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Systeme physique : bioréacteur
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Systeme biologique : population
microbienne



2. Systeme physique : Facteurs externes d’hétérogénéité




Exemple : simulation de I’'homogenéisation d’une pulsation de glucose dans un
bioréacteur a trois étages d’agitation

Zone d’alimentation

Chemin de circulation
suivi par les micro-
organismes
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Problemes associés au scale-up

Gradient de substrat dans les
procédés fed-batch

Enfors et al. [2001] Journal of
biotechnology

Gradient en oxygene dissous
dans les procédés aérobies
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Schiitze et al. [2006] 12th
European Conference on Mixing



Hétérogénéité au niveau :

Morphologie

Viabilité

Production de métabolites/protéines

Qualité des protéines




Biomarqueurs (externes) disponibles en microbiologie industrielle

DIBAC,(3)

Quter membrane
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Hétérogénéité des systemes recombinantes

Systeme recombinant

Phénotype « producteur »
Signal pour l'induction

Production globale

Protein coding
Signal

sequence
tr}n.sduction

~3 -515
P
>
, Temps
Phénotype « non

producteur »

Concentration Prot

romoteur

L'hétérogénéité microbienne est dynamique au cours d’un procédé : les cellules passent
continuellement d’un état producteur a un état non producteur



4. Exemples d’utilisation de la cytométrie en flux en microbiologie

industrielle
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Combinaison avec le test d’exclusion a base de I’iodure de propidium
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Phénomene moins connu : les fluctuations extracellulaires rencontrées dans les
bioréacteurs industriels ont un effet bénéfique sur la viabilité cellulaire
Résultats comparatifs obtenus par le test d’exclusion de I'iodure de propidium
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Enfors et al. [2001] J. Biotech, 85, 175-185
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Les fluctuations environnementales affectent également le relargage de protéines

1200

Le phénomene est a mettre en

1000 - . relation avec la perméabilité de la
membrane cellulaire et la viabilité
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Backlund et al. [2008] J. Biotech, 135, 358-365
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Essais avec le systeme rapporteur GFP

Test d’exclusion a I'IP
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Mise en évidence de la GFP extracellulaire (western blot réalisé a partir des surnageants
de culture

Réacteur homogene Réacteur hétérogene
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5. Mise en ligne de la cytométrie en flux au niveau des

bioréacteurs

A MilliQ water reservoir

Excess eliminated

Bioreactor
\ by overflow

Waste collector

650 660 680 710 715 720 900 Time (s)
End of cycle
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Premiere contrainte : dilution des échantillons (résolution acceptable si suspension
cellulaire < 3.10° particles/mL)
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Deuxieme contrainte : la prise d’échantillon doit s’effectuer a pression constante

A Pression constante B Fluctuations de pression

Wiid
E 7.

* .
qo—.
2 3

o3
wd

51 T N | |
0.0s 30.7= im 15 0.0= 30.7= im 152
Time Time

20



tat

4

emos

gfpAAV en ch

s

pfi

i

culture de E. col

érience

Exp

21

o o
| | Tp] I I [ wn
y g
s 2
S S
o ® 2
n =
o 3
..m (o]
1w
2 2 K
S 8
£ 3
o 18
O +
5
40 o
............................. NEe
[
-
— o
< BE
—
o
] o
() 1~
)
©
d
7]
2 12
£
(<))
<
o
4w
L > 1 I 1 | | o
- 2 R 828 % 8
i
..M (NY) @ousosalony oyads 449 (9) uabAxo panjossiq
o



ATP -> ADP + Pi
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GFP
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Utilisation en « multiplex » :

Optical density (600 nm)
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Comment « paramétriser » le degré d’hétérogénéité de ma population au cours
d’une culture en bioréacteur ?

3h 7h 10h 16h .

A g k> gF i
e b : 4
a Jry S 4r % Jry
I 11 2% 3 ;
A LG = §"E16.2% i g"%iﬁ%
o \ of
g - ot
'a:‘ .....lb....:j‘.zij:..‘j....& rl, 's;‘ JHI:J”E‘:‘:}”IT& el —s;lmtzmz.‘.;a,xjm.}‘ . . . i
ot L Phase de limitation
5 & .
i 3 en substrat
3 E - |
4 2 i
% 4R E RY =5 3
5 39 ’59_4% ‘50‘3% _ 2t
e 3 4% & i g
34 3o o 3 2 1
qri a1 £ F £
,ii 57,0% 4 4616% 1; B2,7% X 2
3 E 2
5 oo e e 75 v o e e e | S £
FL1-A A FL1-A )
g
o L I L L L
o L] 10 15 20 25 30 3% 40 45 50
Time (h)

B 50h 55h 60h 64h

o o o o z
E} 5 "3 —_—
[ *q s =! g
EF %y %5 % [ 3
kI ¥ L 5] 2 I
‘1!31% v!nlz% '!nﬂ% !E:’.‘;% 8 I
$ 8l 5‘!"5% 4 ;“i';e% : g‘!?m : 8
= 1 Y 1 ¥ =% 12 3 % 7
E Ll - Im E ¥ E R1 9 20 25
«3! 77.5% o oy J868,3% g 71 J868% o J839% e Time (h)
'1“ ”'".'Iz”m.“;"’":a'""" T m; & 'a; TN TV TR ToME o ’i; s ..‘::4 o S P "s: i M A e e
FLI-A FLI-A FL1-A FL1-& P h d fI .
"} ".E
en substrat
"&; 3 adr®
- g.3% % J04%
36w 3 E £
o T “%d
qr1 : E I
o 835% ’ qeare
= ey [ e o —
W W W ot WS S ST I R R SR ST (S R
FL1-A FL1-A —



% population

—&— % population in R1
—=— % population in R2

0

0 5 10 15 20 25
=
§e)
5 %
(D ]
3&05‘ .
o X
o T
8‘) 0 | | | |
o) 0 5 10 15 20 25
%A10 .
8<
£
o< 5 |
E 0 | I l |

0 ) 10 15 20 25

Time (h)



6. Conclusion

- La cytométrie en flux apporte des suivis pertinent en terme de procédé (viabilité,
capacité de production, capacité a excréter)
- Les biomarqueurs doivent étre sélectionnés avec soins

Perspective :

Incorporation de la cytométrie en flux dans les boucles de régulation des procédés

Nécessité :

- De mettre au point des biomarqueurs avec un temps de réponse correct

- De développer les interface logicielle de maniéere a incorporer directement les résultats
de cytométrie au niveau des systemes de controle
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