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Abstract

Bioreactor scale-up often pose a serious issuenglutine industrial development of a
bioprocess considering the numerous physical antbdical phenomena occurring in the
reacting volume. The basic principles of scale-agmiag from the traditional chemical and
process engineering approaches will be first reggband will be then compared to a new one
involving recent development at the level of migabbstrain manipulation. This
"physiological” approach of scale-up involves dilg@ biological component of the system
(by comparison with the traditional approach foalswg-up involving physical parameters
indirectly linked to the physiological phenomenacwting in the bioreactor), i.e. the
synthesis of a reporter fluorescent protein whearohial cells are exposed to stress. It will
be shown how this principle can be used for a baitederstanding of the relationship
between bioreactor hydrodynamics and microbiakstre
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Résumé

L'extrapolation des bioréacteurs est souvent uapeélimitante pour le développement des
bioprocédés du fait des nombreux parameétres phgsigqtibiologiques a prendre en compte.
Dans ce travail, les approches classiques dedmi@tion des bioprocédés reposant sur les
aspects du génie chimique et du génie des prosEtéat abordées comme premier niveau
d'approche. Ces approches traditionnelles seranparées a une approche plus récente basée
sur les paramétres physiologiques directs mettanteavre le comportement de la souche
microbienne dans le bioréacteur. Cette approchgsiplogique” est innovante car elle fait
intervenir des parametres en relation directe &v@hysiologie du micro-organisme, comme
par exemple l'induction d'un géne spécifique dasabnditions extracellulaires données, et

ouvre donc de nombreuses possibilités au niveaoodtrole des bioprocédés. Ce principe



sera développé ici dans le cadre du suivi de la@ymiion de lipases paY. lipolytica a
I'échelle de la cellule individuelle.
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1. Introduction
L'extrapolation d'un bioprocédé est une étapegaitiqui garantit la viabilité économique du
bioproduit visé. Elle consiste a augmenter le vaudu bioréacteur afin d'atteindre une
productivité suffisante, et ce, en maintenant gug@e possible les rendements obtenus lors
des tests en laboratoire ou a I'échelle piloter Poylupart des produits biotechnologiques
(antibiotiques, alcools, acides organiques, acaemés, enzymes, probiotiques), un procéede
viable n'est atteint que pour des volumes de bibeéa de quelques centaines de milliers de
litres. Ces volumes permettent de satisfaire umeadele de marché importante (dé 20L0
tonnes/an) pour des produits de faible valeur émtle 0,5 a 100 euros/kg). A c6té de ces
bioproduits de faible valeur ajoutée, les prodbistechnologiques plus fins (vaccins,
protéines recombinantes thérapeutiques,...) permeti&aiteindre des valeurs ajoutées
significativement plus importantes (de I'ordre @84 10 euros/kg). Par contre, leur demande
mondiale est nettement moindre (de 0,1 a 1000 kggateur développement ne nécessite
donc pas une étape d'extrapolation importante p@e®dés a haute valeur ajoutée requiérent
des volumes de culture industriels plus modested,oddre de quelques dizaines de metres
cubes et peuvent mettre en ceuvre des cultures bieartes ou des cultures cellulaires
(cellules animales, végétales, d'insecte,...) (Palesna2010). Dans ce travail, nous
développerons plus en détail les processus d'@tatagn pour des bioproduits d'origine
microbienne (c'est-a-dire issus de bactéries,\dagds ou de moisissures). L'extrapolation des
bioprocédés peut étre abordée de difféerentes nemnieomme montré a la figure 1. La
premiere approche est celle du génie chimique ridiA) et consiste a calculer la variation
de paramétres de l'opération de mélange (commeissgnce dissipée P par l'agitateur, le
nombre de Reynolds Re qui caractérise le type aléownt qui regne dans la cuve,...)
lorsque I'extrapolation du réacteur (de dimens@nmaciéristique D correspondant au diamétre
de la cuve) est effectuée en maintenant un oueultsiparametres d'agitation constants. Ce
premier niveau d'approche de I'extrapolation egliue simple et est encore d'application de
nos jours. Néanmoins, nous verrons dans la premane de cet article que cette approche
est loin d'étre suffisante, d'une part parce quiell garantit pas un maintien des parametres de
'opération de mélange lorsque la taille du réactugmente (hétérogénéité au sein du
volume réactionnel), et d'autre part parce quietietient pas compte de la physiologie des
micro-organismes. La seconde approche (Figure dB$iste a étudier les relations entre les
parametres de performance (coefficient de transferygene Ka, temps de mélangg,t..)

et les rendements de procédé (quantité de bionsasde métabolites produite) ou I'évolution



des conditions physico-chimiques au sein du réacigi, oxygene dissous, GO
température,...). Cette approche est complémentaita premiére décrite, puisque les
parameétres de performance dépendent directemeltgffileacité de l'opération de mélange,
cette derniere étant proportionnelle a la quardiénergie investie au niveau des mobiles
d'agitation (Nienow A.W. 1998). L'avantage de ce#ipproche est qu'elle peut étre
directement implémentée au niveau du bioréactalusiniel en mettant en place un systéme
de régulation adapté et permet donc de suivre gme lles demandes de la population
microbienne cultivée. Par exemple, le niveau d'exyggdissous dans le réacteur (condition
physico-chimique) peut étre maintenu a un niveaistamt en augmentant progressivement le
K a du réacteur par modulation du débit d'air et@witesse d'agitation en fonction des
besoins du micro-organisme. Les problemes de capgroche sont de trois types
premierement, les types de sonde disponibles smité$ et leur mesure est indirecte par
rapport a la physiologie du micro-organisme ; demeément, au fur et a mesure de
'augmentation de la taille des bioréacteurs, ¢teglitions physico-chimiques vont étre de plus
en plus hétérogenes du fait de la baisse de Beffie de mélange du réacteur. Une mesure
réalisée en un point ne sera donc pas représentiiicomportement global du bioréacteur.
Troisiemement, la population microbienne préseraesde réacteur est considérée comme
homogene. De nombreuses études réalisées avedatidssricrobiologiques adaptés (décrits
dans le paragraphe 4) ont montré que la populatimmobienne pouvait étre ségrégée au
niveau d'une ou plusieurs caractéristiques cetkda(taille et forme des cellules, viabilité,
capacité de synthése d'une enzyme particuliereMiiliér 2010).

La troisieme approche (Figure 1C) est basée snmalyse de I'évolution du bioprocédé a
I'échelle de la cellule microbienne et tient comges limitations relevées lors des deux
précédentes approches. L'intérét de cette méttsidpielle permet de prendre en compte a la
fois I'hétérogéneité de la population microbienrie I'leétérogénéité spatiale du milieu
réactionnel.

Il est intéressant de noter que I'évolution dassalgproches d'extrapolation des bioréacteurs
s'effectue en considérant une échelle spatialela® gn plus petite, de quelques metres
(échelle caractéristiques du procédé industrielvaou étre représenté par le diametre du
réacteur D) jusqu'au micron (échelle caractéristiqu micro-organisme). Cette multiplicité
au niveau des échelles spatiales a considéreneslies clés du succes de I'extrapolation d'un
bioprocédé. Nous verrons en effet que difféerentebelées spatiales et temporelles
caractérisent le comportement du bioréacteur (S\yestghysique a extrapoler) et la réaction de

la population microbienne (systeme biologique dunditionne le rendement du bioprocéede).



L'évolution des différentes approches d'extrapotaties bioprocédés sera illustrée par un
procédé de production de lipase pérrowia lipolytica. Y. lipolytica est une levure non
conventionnelle dont la culture entraine une sédie contraintes au niveau du
dimensionnement du bioréacteur. L'étude de ce agguylier illustre bien lI'importance des

caractéristiques du micro-organisme pour |'élalbmmadu procédé.

2. Paramétres de base a prendre en compte lors de lalwre d'une

levure non conventionnelle a partir d'un substrat tydrophobe

Les techniques d'extrapolation des bioréacteuresdgs lors de la section précédente ont été
particulierement bien éprouvées pour toute unee S#i micro-organismes conventionnels,
tels queEscherichia coli (bactérie Gram négative utilisée pour I'expresdgienprotéines
recombinantes),Bacillus subtilis (bactérie Gram positive utilisée pour la produttio
d'enzymes, de peptides a activités biologiques rmore pour la production de protéines
recombinantes) e&accharomyces cerevisiae (levure Crabtree positive) (Junker B.E. 2004).
Nous allons considérer ici les techniques d'exiedjum a mettre en ceuvre dans le cas de la
levure non conventionnelléarrowia lipolytica. Le terme non conventionnel signifie ici que
Y. lipolytica ne fait pas partie des micro-organismes les ptusagnment utilisés au niveau
industriel. Néanmoins, le génome dé lipolytica a, comme les micro-organismes de
référence cités plus haut, été completement séqu@nhgon 2004). La plupart des données
génomiques concernait lipolytica ont été compilées sur des bases de données qekes
KEGG (Kaneshina 2000Y. lipolytica fait partie des micro-organismes dits "oléaginewést-a-

dire capables d'accumuler des lipides a des nivgmuwvant atteindre 40% de leur biomasse
(Beopoulos 2009). De pluy, lipolytica possede les voies métaboliques nécessaires ianillaisn

des substrats hydrophobes (Beopoulos 2009). Laadation des substrats hydrophobes fait
notamment intervenir une lipase codée par le gép2 ¢ui présente de nombreux intéréts
technologiques (Destain J. 1997; Yu 2007). La raiseeuvre d'un procédé de production de lipase par
Y. lipolytica doit donc étre envisagée sur base d'un substdipplyobe (Nicaud 2002). Afin de
garantir une viabilité économique au procédé, ungce de carbone issue de la valorisation de sous-
produits industriels est préférable, comme par gxee méthyl oléate (Destain J. 2005). Cette sourc
de carbone hydrophobe a été comparée a d'autretsadalet montre des potentialités importantes pour
la production de lipases (Fickers P. 2004; Ficler2005). Un parametre essentiel pour la réussite d
procédé est l'excrétion du produit dans le milieuiageellulaire. En effet, les étapes d'extractibde

purification des produits intracellulaires sont tses et difficles a mettre en ceuvre



industriellement. Le lipase LIP2 est une enzymeaedlulaire, mais les conditions de procédés
doivent étre optimisées afin de favoriser son examgPereira-Meirelles 2000; Nicaud 2002).

Le substrat n'étant pas soluble dans la phase sejues conditions d'agitation doivent étre optéess
afin de déterminer sa dispersion. Cette optimisadioit étre effectuée en prenant en compte I'efffiet
stress mécanique sur le micro-organisme. La sditésibu stress mécanique (stress de cisaillement
subi par les micro-organismes lors de leur passageiveau de l'agitateur) dépend fortement de la
taille du micro-organisme par rapport a la plusiteegchelle de turbulence, dite échelle de
Komogoroff, rencontrée dans le volume réactionRelur des puissances d'agitation classiqguement
rencontrées dans les bioréacteurs (30 W/KQ), éettelle peut étre estimée a 10 um (Hewitt 2007).
Cela signifie que toute particule dont la tailld ggérieure & 10 um ne ressent pas le stress de
cisaillement. Néanmoins, dans certaines conditioris,lipolytica montre un phénoméne de
dimorphisme cellulaire (Zinjarde 1998), c'est-&edin allongement de la taille des cellules vers une
morphologie mycélienne (Figure 2). Les conditi@m/ironnementales induisant le dimorphisme
cellulaire ne sont pas encore bien connues (He2@0a), mais plusieurs études ont montré que le pH
du milieu avait un impact significatif sur ce phémme (Szabo R. 2002; Kar 2008). Cet allongement
de la taille des cellules doit étre pris en comgaar le dimensionnement du procédé, car il augmente

la sensibilité du micro-organisme aux contraintésamiques.

Un autre parametre critique lors de la culture ieméacteur est I'aération. Dans le casYde
lipolytica, micro-organisme aérobie strict, I'apport en oxygeéest un parameétre critique
(Lopes 2008). La vitesse de transfert de I'oxygamie donc étre maximisée en prenant en
compte le phénomene de moussage. En effet, lesuxiindustriels contiennent des substrats
protéigues qui stabilisent la mousse. Lors desga®ies aerobies intensifs, un compromis doit
étre trouvé au niveau d'une opération d'agitatérateon assurant un bon transfert d'oxygene
tout en limitant la formation de mousse (Delvigngl@). Généralement, la formation de
mousse peut étre limitée en considérant un systEmegulation permettant I'ajout d'gents
antimoussants lors de la culture (Etoc 2006). Néamsn I'ajout d'antimousse chimique limite
la capacité de transfert d'oxygéne du réacteunteiee de nombreux problémes lors de la
purification de la lipase (Fickers P. 2006).

Les caractéristiques de la levufelipolytica soulignées dans ce paragraphe montrent bien la
sensibilité de ce micro-organisme face aux conustienvironnementales rencontrées dans les
bioréacteurs. L'extrapolation du procédé devra dgine effectuée en prenant en compte les
caractéristiques physiologiques propres a ce typemitro-organisme. Les paragraphes
suivants illustreront comment les trois approcHestchpolation décrites a la figure 1 peuvent
étre employée pour la mise au point industriellen @frocédé mettant en ceuvre cette levure

non conventionnelle.



3. Premier niveau de dimensionnement des bioréacteursparametres

hydrodynamiques

A I'échelle industrielle, les cultures microbienmescellulaires sont dans la majorité des cas
réalisées dans des bioréacteurs (également apfeetéenteurs dans le cas des cultures
microbiennes) pouvant étre mécaniquement agitégal@g directe par un mobile) ou
pneumatique (agitation indirecte effectuée parctigen d'air). Notons également a ce niveau
le récent intérét de l'industrie pharmaceutiquer pegiréacteurs dits "disposables” ou jetables.
A I'heure actuelle, ces bioréacteurs en matierestigues ont des volumes restreints a
guelques centaines de litres et sont limités aapedications de type culture cellulaire pour
des produits a tres haute valeur ajoutée. Lesipgaae dimensionnement qui seront énonceés
dans les paragraphes qui suivent seront donc 8maéx bioréacteurs classiques
mécaniquement agités qui sont les équipements lles largement répandus a I'échelle
industrielle (Charles 2010).

D'un point de vue géométrique, I'extrapolation pEte représentée suivant le schéma montré
a la figure 1A ou le calcul consiste a suivre ll&tion des parametres de l'opération de
mélange lorsque le diamétre du bioréacteur passeide D,. Les calculs d'extrapolation
requiérent la connaissance de plusieurs variab&ed'opération de mélange qui seront
brievement présentées au paragraphe suivant.

3.1 Dimensionnement de base et extrapolation des bior&aurs
mécaniquement agités
La premiére étape du dimensionnement d'un bioréactecaniquement agité consiste a
déterminer le régime d'écoulement du fluide agiédninaire, transitoire ou turbulent. Il est en
effet important, dans la plupart des cas, d'opérerégime turbulent afin d'intensifier les
opérations de transfert (masse, chaleur et quadéténouvement). Le calcul du régime
d'écoulement au sein d'un bioréacteur mécaniqueaggté peut étre effectué a l'aide d'un

nombre de Reynolds adapté :

p.N.d?
Ll

Be =




Avec p étant la masse volumique du fluide agité (kg/me)le taux d'agitation §, d le
diametre du mobile d'agitation (rm)Ja viscosité du fluide (Pa.s).

Dans le cas de I'eap,est de 1000 Kg/m? et est de 0,001 Pa.s. Dans les milieux dont la
rhéologie est proche de celle de I'eau, on obtiemic facilement un nombre de Reynolds
important. Pour Re > £ple milieu agité est considéré comme étant enlénent turbulent.

Le fait d'opérer en écoulement turbulent permedinplifier le calcul des paramétres de base
de l'opération de mélange, telle que la puissaiggpée au niveau du mobile d'agitation.

Cette puissance peut étre calculée a l'aide dddtan suivante :

P= p.N,.N°.d°

N, correspond au nombre de puissance ou de Newtest ebnstant en régime d'ecoulement
turbulent (il ne dépend que du type de mobile théigh utilisé et est généralement fourni par
le concepteur).

Le calcul de la puissance dissipée par le systéagtation est une étape importante lors du
dimensionnement d'un bioréacteur. En effet, plusecpuissance est importante et plus
l'intensité des opérations de transfert sera grandseein du fluide agité. Des corrélations
directes sont en effet observées entre la puissdiesgpée et le temps d’'homogénéisation du
réacteur, ainsi que du coefficient de transfertxytjene (Palomares 2010). Ces deux
parameétres constituent souvent les étapes limgamel'extrapolation des bioprocédés. La
puissance dissipée est souvent considérée comingarant dans les calculs d'extrapolation.
Un invariant est un parametre de l'opération deangd qui a été identifié comme ayant un
impact majeur sur le procédé et qui est maintemstemt lors de I'extrapolation. Il permet de
fixer I'évolution de I'échelle temporelle du proééddans les bioprocédés, vu l'impact des
phénomenes de transfert, la puissance volumiquéWen) est souvent considérée comme
invariant. Les critéres d'extrapolation utiliséspeatique au niveau industriel sont les suivants
. puissance volumique constante (30% d'utilisaticzgefficient de transfert d'oxygene
constant (30%), vitesse périphériqueN.d constante afin de limiter les stress liés au
cisaillement (20%), concentration en oxygene dissmunstante (20%) (Garcia-Ochoa 2009).

3.2. Problemes associés a l'intensification des transtsrgaz-liquide

L'oxygene est tres peu soluble dans les milieuweaxula concentration a saturation dans le

liquide étant d'environ 8 mg/L dans les conditiosgelles de bioprocédé. Le bioréacteur doit



donc étre dimensionné de maniére a maximiser éssdt de transfert de I'oxygene de la phase
gazeuse vers la phase liquide. Cette vitesse dsféra peut étre caractérisée par la relation

suivante :

dc,

- Kia.(C?-C)

Ou le K.a est le coefficient volumique de transfert d'oxgés'). Ce coefficient peut étre
facilement mesuré et est souvent considéré comitegecde performance pour caractériser

I'efficacité de transfert d'oxygéne des bioréactéGarcia-Ochoa 2009).

L'intensification du Ka est effectuée en augmentant la vitesse d'agitatide débit d'air
selon des proportions bien définies afin d'évikephénoméne d'engorgement des mobiles
d'agitation par les cavités gazeuses (Nienow A.\M98L D'autres solutions peuvent
eégalement étre envisagées, comme par exemple kaugion de la pression interne du
réacteur afin d'améliorer la solubilité de l'oxygédans le milieu aqueux, ou encore
I'enrichissement de l'air injecté dans le réagbeurde I'oxygéne pur.

Un probléme technologique majeur des processusbiaérantensifs est la formation de
mousses (Van't Riet K. 1992; Vardar-Sukan F. 1998lvigne 2010). La présence de
protéines ou de biosurfactants dans le milieu r@acel tend a stabiliser la dispersion gaz-
liquide au niveau de l'espace de téte du réactam'f Riet K. 1992). Le moussage du milieu
de culture peut entrainer le débordement du régatewqui induit des problemes de perte de
produits et de contamination. De hombreux progrésete envisagés a ce niveau, comme le
réglage des conditions d'agitation et d'aératiour pioniter la formation de mousse tout en
gardant une capacité de transfert d'oxygéene opminfeloeks 2003), la conception de
nouveaux antimousses chimiques (Etoc 2006) ou erdaaronception de capteurs dédiés a la
détection de lintensité du phénomeéene de mousssgdey 2004). Malgré ces efforts
entrepris, la formation de mousses reste un prabl@&ohnologique majeur dans la mise en

oceuvre des bioréacteurs.

4. Deuxieme niveau de dimensionnement des bioréacteumnhesure et

contrble en ligne des parametres environnementaux

Les bioréacteurs sont équipés de systemes de tiéguiaes performants qui permettent de maintenir

des conditions de culture a un niveau constantx<€ecomprennent un couple senseur (une sonde qui
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mesure un parametre donné, comme le pH ou la tetopé) - actuateur (un systeme qui permet
d'ajuster la valeur du paramétre mesuré, commexganple une pompe d'injection de base ou d'acide
pour la régulation du pH). Les deux composants s#idts par une boucle de régulation. Une stratégie
d'extrapolation peut donc étre de mettre en évigldex paramétres physico-chimiques critiques pour
le procédé et de les maintenir & un niveau constantsysteme de régulation peut en effet étre
facilement transposé a I'échelle industrielle. pasagraphes qui suivent présentent la mise en place
des boucles de régulation classiquement retroué@$veau des bioréacteurs ainsi que leur limiatio

lors de I'extrapolation des bioprocédés.

4.1. Régulation du pH, de la température, de I'oxygéneigsous et du niveau de

substrat dans le volume réactionnel

Les systémes de régulation standards équipantidesabteurs font intervenir une boucle de
régulation pour le pH et une boucle de régulationrga température. Ces deux parametres
sont relativement bien maitrisés dans les bioréexictuels. Un autre paramétre crucial lors
d'une culture de micro-organisme est le niveau wlestsat carboné disponible pour la
croissance et/ou la production de métabolites. fifat, ecelui-ci conditionne directement la
vitesse de réaction microbienne. Dans certains leasexcés de source de carbone sont
indésirables car ils entrainent la formation dessmoduits. C'est le cas par exemple de la
levure S. cerevisiae, pour laquelle un exces en glucose entraine lamdbon d'éthanol en
condition aérobie par un schéma réactionnel apgfédé glucose. Dans ce cas, le niveau de
glucose doit étre maintenu a un niveau tres bas doulong de la culture par un apport
progressif de typded-batch. La levureY. lipolytica n'est pas sensible a I'effet glucose.
Néanmoins, des résultats expérimentaux ont monte2l@ synthése de lipases est induite
lorsque la source de carbone hydrophobe devieltalite dans le milieu de culture (Fickers
P. 2004). Ce phénomeéne d'induction résulte d'uaetation de la levure a une disponibilité
tres faible en substrat. Dans cette optique, upglagonfed-batch de I'apport en substrat peut
étre envisagée afin de maximiser le rendementparsdi. Une telle approche a été envisagée
en séparant une phase de croissance de la biomasggucose suivie par une phase de
production de lipase sur méthyloléate (Turki 200Qrki 2010). Un autre parameétre
environnemental critique pour la production de $pagarYarrowia lipolytica est le taux
d'oxygene dissous présent dans le volume réactioBneeffet, Y. lipolytica est un micro-
organisme aérobie strict et il a été montré qugdkie a un effet négatif sur le rendement
spécifiqgue, mais aussi sur le niveau d'expressiogéme lip2 responsable de la synthése de la

11



lipase extracellulaire (Kar 2008). Malgré les noeuses possibilités offertes au niveau de la
régulation du taux d'oxygéne dissous (modulatiodadeitesse d'agitation et du débit d'air,
enrichissement des gaz d'entrée en oxygene,...)nawirices stratégies n'a été envisagée de

maniere concrete pour la régulation du procédédduation de lipase.

4.2. La diminution de l'efficacité de mélange lors de Extrapolation : cause

majeure de perte de rendement des bioprocédés ?

Les systémes de régulation actuels sont baségsunadicles de contréle mettant en ceuvre un
senseur et un actuateur. Ces deux systemes saitjpbyent séparés au niveau du volume
réactionnel. De plus la zone de scrutation du sensst limitée a une portion relativement
faible du volume réactionnel. Pour des bioréactedes petit volume montrant un
comportement dynamique proche du réacteur parfaitemgité, ces limitations n'‘ont pas de
conséquences. Par contre, pour les bioréacteursstimels, dont les temps de mélange
peuvent atteindre plusieurs centaines de secordigsigne 2006), cette méthodologie de
régulation pose des problémes de temps mort emtmeebure du paramétre environnemental
par le senseur et sa régulation par l'actuateurs Ra cas, une méthodologie de régulation de
type "boucle ouverte", c'est-a-dire pour laquelbctuateur est actionné sur base d'une
éguation prédéfinie par I'opérateur, est préféd@s. problemes de transposition des systéemes
de régulation a I'échelle industrielle ont un impaégatif sur la cinétique globale du procédé
avec une réduction du rendement en biomasse et/métabolites. D'un autre c6té, plusieurs
études ont montré que, outre la perte de rendegiebale, I'apparition d'hétérogénéité au
sein des réacteurs peut avoir des conséquencefigb@séau niveau de la physiologie des
micro-organismes (Patnaik 2002). Une amélioratierladviabilité cellulaire a ainsi pu étre
mise en évidence lors du passage a I'échelle imelissd'un procédéed-batch de production

de Escherichia coli (Hewitt 2000).

5. Troisieme niveau de dimensionnement des bioréactesir estimation

du stress microbien face aux conditions de procédeés

5.1.Stress environnementaux rencontrés dans les bioprédés : nature, échelle spatiale et

temporelle
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La notion de stress n'est pas bien définie au nivé@s micro-organismes. Une notion
généralement acceptée de stress microbien est deqgation du métabolisme et de la
cinétique de croissance suite a un changementoeamémental (choc osmotique, thermique,
mangue en source de carbone,...). La capacité dasémux conditions stressantes est tres
importante a prendre en compte afin de prédireofaportement des souches de levures en
bioréacteur. En effet, lintensité des perturbajomais aussi leur fréquence affectent la
dynamique de la réponse microbienne face au sfReigenga K.A. 2005). Les fluctuations
en oxygene dissous, en substrat et en pH décrites k& paragraphe précédent sont donc
potentiellement impliquées dans la génération desstmicrobienLa complexité du phénomeéne
de réponse au stress réside dans la multiplické&eataps caractéristiques mises en fgaux-ci sont
schématisés a la figure 3 par la cascade de répgdnse ARN, protéine. Cette figure montre
gue le promoteur de stress (Pstress) est induie suilinteraction avec un facteur de
transcription (TA). Dans ce cas, la cascade oédeau de régulation qui entraine la synthese
de ce facteur de transcription a été ignorée paciste simplicité. Le complexe TA_DNA
formé est responsable de la synthése des ARN nwssagrrespondant (processus de
transcription). Ces ARN messagers permettent d&osynthése d'une protéine (processus de
traduction). Cette protéine peut étre une enzynienianant dans le métabolisme, une
chaperone ou encore un facteur de transcriptiamsi€lrs études ont montrés que certains
géenes pouvaient de cette maniére étre considénéimeandicateurs du stress encourus par les
micro-organismes lors de la culture en bioréactéschweder 1999; Schweder 2002;
Schweder 2004; Pioch 2007).

Selon ce modéle simplifié, la synthése de la pnetélie stress est soumise a un schéma faisant
intervenir 8 réactions (caractérisées par le tauxédctions allant de k1 a k8) représentant la
dynamique des 5 especes biochimiques mises efifelDNA, TA_DNA, RNA et GFP). La
valeur de ces différents taux reflete bien la mplitité des échelles de temps mises en jeu
dans les processus physiologiques. A titre d'exenipltemps de demi-vie d'une protéine trés
soluble dans le cytoplasme excéde les 24 heumas, glie celui de certains ARN messagers
n'excede pas 1 a 2 minutes. La dynamique de réagieut donc étre représentée
mathématiquement par un modele comprenant 5 éqgsalitférentielles ordinaires :

dTA
——=ki—k; TADNA— ko TA + k3. TADNA

dTA_DNA

—— = k2.TA.DNA—k;.TA DNA—k;.TA DNA

13



dDNA
———— = k3.TADNA—k,.TA.DNA

dt
dRNA
F = ks.TA DNA—k,.RNA —Ek;.RNA
dProt

o = ks . RNA — ky.Prot

Ces équations peuvent étre résolues numeériquenagninpalgorithme adapté de maniere a
donner I'évolution de la concentration des 5 espacecours du temps. Néanmoins, il est
maintenant évident que les processus biologiquééckelle cellulaire sont soumis a des
phénomenes aléatoires ou stochastiques. Cetteastmité peut étre attribuée au nombre
relativement restreint de molécules mise en jews darvolume cellulaire (MacAdams H.H.
1999; Patnaik P.R. 2006). Dans ce cas, il est phasiste d'envisager un algorithme de
résolution des équations différentielles qui pread compte la partie aléatoire (ou
stochasticité) des processus de synthése. Nous aMitiné pour cela une version adaptée de
l'algorithme de Gillespie (Gillespie D.T. 2001). Wxemple de simulation stochastique du
modele décrit a la figure 3 est montré a la figtire

La difficulté a ce niveau est que le bruit assaxita synthése de la protéine fluorescente
dépend non seulement des fluctuations encourussiauwu bioréacteur, mais également des
fluctuations intrinseques liées a des processusodigques (phase du cycle cellulaire,
mutation,..(Mdller 2010). Une alternative est la mise en pldaa protocole expérimental
permettant de déterminer ce bruit au niveau deyghgése protéique. A I'heure actuelle, la
technique de cytométrie en flux est de plus en piilssée pour l'analyse des systémes
microbiens (Diaz 2010; Tracy 2010).

5.2 Application de la cytométrie en flux pour le suivides bioprocédés

La cytométrie en flux est de plus en plus consigl@@mme une méthode permettant d'obtenir des
informations sur I'évolution des processus physgiigiees dans le cadre des cultures microbiennes
(Diaz 2010). Concgue a l'origine pour I'étude ddbiles eucaryotes supérieures, cette méthode est a
I'heure actuelle de plus en plus considérée pétudé des micro-organismes. Cette technique est
basée sur la séparation des cellules microbiennpartir d'un échantillon par un processus de
focalisation hydrodynamique. Chaque cellule indirllie est alors orientée vers un laser d'excitation

La séparation des différentes composantes de l@dleméfléchie permet de déterminer de nombreux
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parameétres cytologiques tels que la taille desiles] leur forme et leur fluorescence si cellessti

été colorées avec un fluorochrome. Néanmoins, figuds mettent en ceuvre la cytométrie en flux
dans le cas d¥. lipolytica. Une des rares études dans ce domaine met en @wytemétrie en flux

afin de déterminer l'adhésion de microgouttelateesubstrat hydrophobe a la surface des membranes
cellules deY. lipolytica (Aguedo 2003). Une approche innovante consistaliden des systémes de
génes rapporteurs sont le contréle de promotegix s a des stress particuliers rencontrés dans le
procédés. De cette maniere, lorsque la celluleabienne est soumise a un stress, la synthése de
protéines fluorescentes est induite et cellesacicemulent & l'intérieur de la cellule. Le couplage
cette technique avec la cytométrie en flux pernwitdnir un signal proportionnel au stress a I'tehe

de la cellule microbienne (Delvigne 2009). Cettpraphe a récemment été appliquée au sein de notre
équipe par la mise en ceuvre d'un gene rapportelarsimthese de la lipase au niveaurdipolytica

(Kar 2008).

6. Conclusion

Nous avons vu au cours de cet article que la rgctu sein du bioréacteur est controlée par
les conditions physico-chimiques régnant au seirvalume réactionnel, mais aussi par la
réponse physiologique des micro-organismes cultiiisles premiéres conditions sont
relativement bien maitrisées a I'heure actuellésferce de code de calcul de type mécanique
des fluides numeérique permettant de prédire leacténistiques des écoulements dans le
bioréacteur), il n'en va pas de méme pour les slasorEn effet, la réponse microbienne face
aux conditions de stress en procédé est complefedt @itervenir de nombreuses échelles de
temps. Afin d'effectuer une opération d'extrapolatiil est donc important de prendre en
compte a la fois les paramétres du génie chimigque [@ dimensionnement du bioréacteur,
mais également de tenir compte des réponses pbggjakes potentielles des micro-
organismes cultivés. Ces réponses sont complexdsuetdynamique fait intervenir de
nombreuses échelles temporelles et spatiales. hgleaité des phénomenes de réponse
physiologique peut a I'heure actuelle étre carséérpar la biologie systémique, c'est-a-dire
I'étude de l'arrangement des genes, protéinestaboilites en réseaux (génome, protéome et
meétabolome). A ce jour, de nombreux efforts ontedfigctués pour comprendre et maitriser la
réponse microbienne face aux conditions de prog@mé@mment en intégrant les données de
la biologie systémique (Deckwer 2006; Wang 2009)une nouvelle discipline, la fluxomique
(la maitrise des flux meétaboliques), a méme étéeldppee dans ce contexte. Nous en
sommes maintenant a considérer des modificationétiggies visant a diminuer la sensibilité

des micro-organismes aux conditions de cultureta®er micro-organismes, tel qie coli,
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ont méme été "reconstruits” avec des simplificai@onséquentes de leur génome afin
d'éliminer leurs mécanismes de réponse au stresss [B cas d¥arrowia lipolytica, seules

des délétions ponctuelles ont été envisagées aauniges systemes de synthése de protéases
afin d'améliorer le niveau d'activité de la lipddP2 retrouvé dans le surnageant de culture
(Fickers P. 2005). Néanmoins, le séquencage condplegjénome de ce micro-organisme
devrait conduire sous peu a des remodelages phséqoents du systeme de synthese et
d'excrétion de la lipase. Comme souligné par (Neeb2010), il est curieux de noter que,
malgré les progres effectués au niveau de la cdmepsion des mécanismes biologiques, rien
n'‘a été encore envisageé au niveau de la modificak#ola géométrie globale et des systéemes
de régulation des bioréacteurs afin de mieux rémoralix contraintes imposées par la

biologie des micro-organismes.
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Figure 1 : différents niveaux de dimensionnement peuvenet s en ceuvre pour I'extrapolation des procédés.
A : approche classique du génie chimique permettardalculer des parametres hydrodynamiques gloloasix
du passage de I'échelle D1 a I'échelle D2. B @by expérimentale mettant en ceuvre I'étude dasngaires de
performance indirects du bioprocédé (évolution 'deybéene dissous, dynamique d'ajout du substragt.lgs
systemes de régulation de ces paramétres. C : dmprexpérimentale mettant en ceuvre des paramétres
physiologiques directs. Dans I'exemple, le schéapaésente une cellule microbienne génétiquementifided

afin de produire une protéine fluorescente lorsiguést soumise a un stress
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Figure 1 : various levels of bioreactor design can be impeted for up-scaling the processes. A : classical
chemical engineering approach to calculate theajlblpdrodynamic parameters when bioreactor is @fesc
from D1 to D2. B : experimental investigation geallyr consider indirect bioprocess parameters (tirgsb
oxygen evolution, substrate consumptio,...) and tbetrol of such parameters. C : experimental apgroac
implementing direct physiological parameters. Fgample, the scheme represents a genetically mddifie

microorganism produced a fluorescent protein whegrosed to stress

Figure 2. photographie au microscope delipolytica. A : cellules en croissance dans un bioréacte®ir:;

cellules soumises a un choc pH induisant un phénerdé dimorphisme (Kar 2008)

Figure 2: microscopy photograph of lipolytica. A : cells growing in a bioreactor ; B : cells @ged to pH shift
leading to the induction of dimorphism (Kar 2008)
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Figure 4: simulation de I'évolution du nombre de molécWd&sRN messager et de la protéine correspondante a
I'échelle de la cellule microbienne. La simulatianété effectuée en utilisant I'algorithme stoclkjasti de
Gillespie

Figure 4: simulation of the dynamics of the synthesis of RRahd protein molecules at the single cell level.

Simulation is performed on the basis of the Giliesggorithm
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