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Définition au sens biochimique du terme

Ambiguité de la définition

Fermentation et Biologie de Synthése

» Alternative a la chimie de synthése :

pour la production a large échelle

La fermentation

de molécules complexes
via des micro-organismes
« via des outils biologiques »
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La Biotechnologie

™
™

< Biotechnologies rouges
Santée

Protéines thérapentiques,

liagnostics, thérapie génique. .. o

Biotechnologies bleues
La vie marine

Tous les produits qui en sont issis

L’environnement

Biotechnologies vertes
Agro-alimentaire

agriculture, alimentation, OGM. ..

Biotech. industrielle

Euwploi de systemes b/a/ag/gwm

Biotechnologies jaunes

Sa protection, la dépollution
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Production de I’hydrocortysone*
par Saccharomyces cerevisiae de tonnes

Une usine CELLULAIRE au service de notre santé

Plusieurs dizaines

0
H\AMNH.

produites / an SANOFI

développé par Ingénierie métabolique ETHANOL

*Corticoide anti-inflammatoire

Biosynthese a partir du métabolisme du cholestérol
via des enzymes du réticulum endoplasmique
et de la mitochondrie

Alternative a une synthése chimique en 9 étapes industrielles
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La bioproduction

La diversité des métabolismes microbiens
induit
la diversité des procédés de culture

- Quels sont les parameétres importants ?

- Selon quels modes de culture ?
Avec quelles cinétiques microbiennes ?

Dans quels appareillages ?

Les paramétres  Choix du matériel biologique

Sélection variétale

lmportants Construction de souche
Stabilité génétique
Performance métabolique
. Milieux de culture
Paramétres - Source d’azote
hysico-chimiques - Source de carbone
phy q « X » e e «S»
-pH - ,
-ro, = - Qualité de I’eau
- T°c, chaleur
- Prcssion osmotique : AW Accumulation de métabolites
- Lumicre ou produits
«P»
Paramétres cinétiques Rusticité et robustesse
- taux de dilution Adaptation métabolique
- débit d’alimentation BiOpl‘OCédé
Bioréacteur
Mode de culture
W Automatisation

des procédures
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Spore
Spo_re Germinating
Chains RGN c@%, Ordre des Actinomycctes
"
S Gram +
Bactérie filamenteuse
Hyphe en croissance
Streptomyces
Life Cycle

Freely dispersed
1.-_..
Aerial Growth

Dispersed

=
1 um 4 il —
Vegetative Mycelium %
Mycelial clumps.
or aggregates

Zone en croissance

Exemple : —
Production de spiramycine
Streptomyces ambofaciens

Définir ’environnement
physi-cochimique de croissance

Rate of Growth —>

pH 6-7

pH
T°C
PO, %
aw
& acidophile neutrophile alkaliphile
B
e
B
2
[}
L R — T T T T T
[ 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12

Optima de croissance

Température 30-37°C

Exemple de la

production d’antibiotiques
par des actinomycetes

Streptomyces

Spiramycine
Acide paspalique
Rifamycine
Nébramycine
Monensine

13/11/2024



Karine Blondeau

Analyse du métabolisme de Streptomyces ambofaciens

Temperature- an Incubat
Agitation Control

amber

Micro-
ordinateur

X
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0 T T T o
0 30 60 90 120
Temps (h)
? Métabolisme acidifiant ou alcalinisant
? Aérobie ou anaérobie
Les Modes de régulation en bioréacteur
¥
Capteurs
Boucle o B Dasl System Mom(ormg System Gaséi?g
——— de régulation Pedium, substsie
B 1 - -
. et Control System
Actionrewrs | g Comparateur p L
et 4 L anind aniind il £
régualteur — -
€ = C(msigne - mesure ‘ ﬁ

Quels mécanismes de régulation peut-on mettre en ceuvre ?
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Quel régime d’agitation choisir ?

Distributeur de
gaz (sparger)

Colonne a bulles

1-agitation
pneumatique

Réacteur Air lift,

2- agitation mécanique
colonne a bulle

Pompe
Agitation radiale
ou axiale

Stirred Tank Reactor,

Turbines a débit axial v' Efficacité du transfert en 0,

Diversité des outils de brassage

Agitation mécanique

waw
Agitation a débit axial Agitation a débit radial H

-4 "" ’W
AN IR X R\ I -,
7 IR S N LA T | VY
Ruban hélicoidal -.\ | {¢~ ) ’é_h {¥="'/}
uban hélicoidal ( = ’ \;,,:\ Paddle
N, !&:’j'f NS Turbines & débit radial

h S Temps de séjour /" Cisaillement

Hélice marine

v Fragilité des cellules
v Viscosité des suspensions
v Utilisation des volumes morts
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Bilan cinétique
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? Analyse des phases de croissance

Cinétique de croissance en culture « BATCH »
1- LAPHASE DE LATENCE

2- La phase d’accélération g |
3- LAPHASE EXPONENTIELLE - L
4- La phase de ralentissement x2 \
5- LAPHASE STATIONNAIRE o . . . .
6- La phase de déclin
3 xif 1
En phase exponentielle (3) S :
LnX
X,=X,.erAt) LnX;
2~ A€ LX; ! 5 TN
| |
_ | 3 4 s | [}
Ln (X;) =p.(t,-t)) + Ln (X)) e ! !
| |
—— |
igé 1 |
1] ty ty t
u: CSte - Ln (Xz/Xl)/(tz-tl) Courbe de croissance microbienne f(X) = }J..X+b
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En phase exponentielle :

Tg : temps de génération cellulaire
Tg=At=(t,-t))

s1
[X,] =2[X]

n=Ln (Xy/X)/(t,-t,)
p=Ln2/T,

T,=Ln2/p
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Biomasse X (poids sec g/L)

Bilan métabolique

~ 100

- S0

:SD
:70
-_ 51
:SU

E 40

T T
30 60 30 120

Temps (h)

? Métabolites primaires ou secondaires

aqnyos ’Q %,

(1/8w) supAweadg

Bilan métabolique

Métabolisme
Primaire / Secondaire

Couplage / découplage
Croissance et production
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Bilan métabolique

20

Biomasse X (poids sec g/L)

— 100
r 90

- 80

AqN[Os °Q %

(Do) damyeaaduway,

(1/8w) dupAwe.adg

Analyse des rendements et productivités du procédé ?

La notion de rendement (Y)

Bilan métabolique

et de productivité

Rendement en Biomasse

Yx/s = - dX/dS ~ - AX/AS ~ (X]]m‘[-Xmﬂ

Rendement en Produit « P »

Yy = dP/dX =

Les productivités

AP/AX = (P..-P
ry = dX/dt ~
rp = dP/dt ~

11111

AX/At
AP/At
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Exemple de Quantification des besoins nutritionnels
Modéle de Harison

Exemple : Cas d’une levure en culture aérobie

S Substrat carboné

200g CdH,Of + 104¢ NH, " + 1025 2 O,

glucose + ammonium + = oxygéne

Y5 =50% Ynasx = 10 % Yy, x = 1g de O, /g biomasse

100 g CH1’7500’5N0’15 + 72g HzO + 145¢g C02 + chaleur

X Biomasse ou Levure (v 24

Yyx = 10-15 %

Yex =50%
Culture Streptomyces ambofaciens Rendement moyen €n Biomasse
Production de Spiramycine YX/S 2
[Spiramycine]
Temps [Xx] =[P] [s]
(h) (g/L) (mg/L) (g/L)
0 01 0 20f  Rendement moyende production

10 1 0 19,5 . .
28 5 o 5 en spiramycine Ypx ?
29 9,5 0 8
30 9,8 0 7,5
31 9,9 0 7
32 10 0 6,5 ., .
3 101 o A Productivité en biomasse
47 10,2 0 4,05 d[X]moy/dt ?
48 10,3 1 4
60 10,4 15 3,5
70 10,5 30 3
30 10,7 45 2,5
90 10,8 60 2

100 109 63 15 Productivité en spiramycine

110 1 64 L d[P]moy/dt ?

120 11 65 0,5

13/11/2024
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Up-Stream
Process USP
1.
2.
3.
4.
5.
6.
Down-Stream
Process DSP

BIO-INDUSTRIAL FLOWSHEET

UPSTREAM DOWNSTREAM
= ®| | K
® ‘ K ) &
i L1 =
"O
Cell Bank Cell Bank Wave Seed Production Centrifuge Disposable Dead end Disposable
Creation Bag Bag Bioreactor Bioreactor Concentration/ Filtration Storage
e = e
’ L { 1‘ ! J E L ‘ )’""|
| 58 J s |
> > WP ,
Affinity Disposable lon Exchange Viral Disposable Gel Disposable Sterile
Cl C i Cl Filtration  C¢ i Filtration Concentration/ Filtration
Diafiltration Diafiltration Diafiltration

Exemple de process

industriel &* )
Production d’agents |
biopharmaceutiques

La préparation d’inoculum

« Propagation cellulaire »

I
v |
v 8 O
spores

1imL 10mL 100 mL

1L

Intérét de la démultiplication des étapes de culture ?

réacteur agit

< 10L

réacteur airlift

Fermentation

Karine Blondeau
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La propagation cellulaire ou la préparation des inocula

* Qualité de I’inoculum

- Adaptation cellulaire
aux conditions industrielles
- Inoculum en phase exponentielle

* Quantité d’inoculum /

tj PVitesse maximum de croissance

Réduire la durée
de la phase de latence
de I’étape terminale industrielle «—

Diversités des modes cinétiques
de culture des microorganismes en milieu homogéne

La culture La culture La culture continue La culture continue multi-étagée
discontinue Semi-continue mono-étagée
Chemostat Tubular Reach
Ouverte Fermée ubular Reactor
Batch Fed batch Perfusion
i e F
wasle wasle It — |—> —
VI vZ v3
feed o
J B
T lq tl)‘a 1
. X =4V [ X+dX r—’ E
L] L 1]
. — L = - = x5 —a=cocd e
|nterna| cell external cell -
retantion system retention system
Kz
%4 e 2ot dt
Xo ===
du ntinu a gradient de

4 une série de fermenteurs continus en cascade

14
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Ilustration de la diversité des appareillages

Process scale

COl B -ﬁ L &iﬁdﬁ“&** 6MP: good

manufacturing
Lancement i
e [

Production n-vu- ms n—m m
d'anticorps Bé é é o e

Milligrammes
Pilot scales Grammes

Studies Centaines
6LP: good laboratory deg
practice Ouelques

Duumes

Systemes de pmduchonilupg/////// Ce;etuKl;ES

v’ Bioreacteur classique ou STR
v Adaptation a la culture de microorganismes fragiles
v Adaptation aux contraintes de production volumétriques ou quantitatives

v Adaptation des niveaux d’automatisation et d’analyse

v Adaptation aux propriétés métaboliques exploitées

Bioréacteurs STR (a agitation mécanique)

Stirred Tank reactor

Moceur

Bofte de vitesse

Accouplemenc
canique

Joint ecanche

Sorcie des gaz

Brise mousse

Serpentin

froidi
retreidinapas Exemple : production d’ antlblothues
Contre-pale chez Sanofi o e,
Turbi ? o
rsine Eisiracion Streptomyces griseis g ana o
Arrivde d'air stérile i = kY

Streptomycin

sans circulation interne

Karine Blondeau
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Culture de cellules fragiles
et/ou a croissance difficile

Culture en milieu homogéne
) <

Ex : Production cellules animales

0.1a500L

Culture en milieu hétérogéne

10cells/mL

20 bouteilles roulantes

1 réacteur a fibre creuse de suspension cellulaire

Exemples de bioréacteurs
production d’anticorps

en Culture Immobilisées

Supports *Traitement cationique des
surfaces obligatoires

| conrz
({og e l
1

Packed bed Perfusion bioreactor
with microcarrier beads

Polystyréne “coaté”*
Collagene, Pronectine recombinante
Verre *, Plastique™®

AC3ITISN

“uAvEsT | O
| 29

57 MECIUM PRODUCT
BIGEEACIGR WITH FACKED KED

13/11/2024
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Ex : traitements des eaux usées
en station d’épuration

Nitrification

0 NH,* Bactéries lithotrophes
2 aérobie-strictes
{3 Nitrosomonas, Nitrobacter

NoO,-
Dénitrification
NOy Bactéries organotrophes

N aéro-anaérobies
2 3) Pseudomonas, Rhodococcus. ..

co,

Exo
Poly
Saccharides

Bassin d’aération

Nitrification

Bioréacteur a membranes MBR

Nitrification

Décanteur primaire
Bassin d’anoxie

Dénitrification

« Le scale up »
ou le changement d’échelle

Au plus petit

24x 2 mL de
culture
immergée

Screening

e ¥
oty /' owseco, DusoNHy
Opsca pHaer  © ' PH tomae s pcal 00 senar

0z AF % raise 0O

Du plus grand ...

Production de P.O.U. pour | "alimentation animale
Culture continue sur methanol de Pseudomonas
dans un bioréacteur de 2 000 000 L

Firme I.C.L

13/11/2024
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INSA =
. . Fatty Acid
Analyse des processus microbiens 21 et Esters

Scaling-up

| 20L /

Bioréacteurs adaptés aux de volume  —— o Haute instrumentation d’analyse
design et de I’environnement . in et ex-situ
Automatisation des processus

Matériels Equipements de mesure in situ
Cultures en milieu homogéne Physico-chimique : capteur T°, pH, pO2, analyseurs de gaz

*  mode discontinu, . . s
+ discontinu alimenté Cytologique : capteur de biomasse,, cytométrie de flux,

¢ comtinu Biochimique :  GC-MS ; HPLC; spectrométre, balance

Culture en milieu hétérogene

*  Bioréacteurs & membranes . . . . .
Autres mesures « off-line » : analyses transcriptomiques & protéomiques

ROBOLECTOR m2P 48 ucuves

Multi-capteurs

Dissolved
s Biomass &
as® fluorescence

BIOLECTOR m2P
Suivi cinétique Screening

FIERRAT O \

gy
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Bioréacteurs a agitation pneumatique

Avec circulation externe i .
e gaz purifié sort par
PPapex du bioréacteur !
Lumiére I

solaire |

Mélange gazeux

Centrale de cogénération

(€02, NOx...)
(Cogen) du Massachussets
consomment
Institute of Technology (MIT) le CO2 et
couplée aux

les Nox l

/ Le milieu contenant
4 les algues circule

2/ contre le flux gazeux

photobioréacteurs
& microalgues de
GreenFuel Corporation

Gaz entrant entrant!
venant de assurant ainsi un enant de
la centrale meélange adéquat la centrale

60 660 666

La culture urbaine en Plug Flow
Tubular Reactor

Utilisation des gaz d’échappement (Nox, CO, CO,)
Production d’algocarburant (lipides) par des micro-algues. " X
Photobioréacteur Urbain

Solabia Algatech (Israél/ Beauvais)
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