Section 8 : Microbiologie industrielle et génie fermentaire

EXERCICES REVISION CINETIQUE MICROBIENNE

1998
1. Dans le but de trouver une souche qui produise des plasmides en quantité importante, on a procédé à la comparaison des caractéristiques de croissance et de production de 2 souches A et B.

1.1. L'extraction-purification de plasmides réalisée par lyse alcaline à partir de 15 mL de culture de la souche A en phase stationnaire permet d'obtenir 500 µL de solution plasmidique purifiée. La mesure de l'absorbance à 260 nm donne une valeur de 0,912 pour une dilution au 1/4 de cette solution de plasmides. Calculer la concentration de plasmides présente dans le milieu de culture et exprimée en µg/mL de culture de la souche A. On rappelle qu'à une unité d'absorbance à 260 nm correspond une concentration de 50 µg d'ADN plasmidique / mL.

1.2. La souche A a une vitesse spécifique de croissance en phase exponentielle µB de 1 h-1, l'absorbance finale à 650 nm est de 1,22. La souche B a une vitesse spécifique de croissance en phase exponentielle µb de 1,8 h-1, l'absorbance finale à 650 nm est de 1,350 et la concentration de plasmide obtenue en fin de croissance est de 2 µg de plasmide par mL de culture.

Calculer, pour les souches A et B, la production d'ADN plasmidique par g de biomasse sèche. (1 unité d'absorbance à 650 nm correspond à 0,70 g de biomasse sèche par litre de culture).

1.3. Déterminer quelle souche paraît la plus intéressante en vue de cette obtention d'ADN plasmidique, justifier votre réponse.
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L'usage d'un dictionnaire anglais-frangais est autorisé.
Calculatrice autorisée.
1 feuille de papier millimétré.

EPREUVE: ETUDE DE PROJET

QUELQUES UTILISATIONS BIOTECHNOLOGIQUES DES BACTERIES LACTIQUES
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2.1, Le document 44 présente les voies métaboliques de la production d"acide lactique.

2.1.1. D'aprés les voies métaboliques, quel type de bactéries lactiques choisir pour une telle
production ? Argumenter la réponse.

2.1.2. En s"appuyant sur le document 4B, indiquer en quoi une production par procédé
microbiologique est plus intéressante qu'une synthése chimique.
2.2. D'aprés le document 5 :
2.2.1. Tracer sur la méme feuille de papier millimétré les courbes
courbe de croissance
[acide L-lactique] = f(t)
o pH=f0)
2.2.2. Expliquer la baisse du pH.
2.2.3. A quel type de métabolite appartient I'acide I -lactique ? Justifier la réponse .
2.2.4. Déterminer la productivité volumique horaire finale en acide lactique.
2.2.5. Estimer la productivité horaire finale par cellule.

2.2.6.Calculer la quantité de substrat restant & la fin de la fermentation, sachant que le
rendement de production en acide L-lactique par rapport au glucose consommé est de
95 % (m/m).
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Les voies métaboliques de la production d’acide lactique
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- HETEROFERMENTAIRES | Ethanol
HOMOFERMENTAIRES

FERMENTATIONS LACTIQUES

Homofermentaires obligatoires : absence de glucose 6 P-déshydrogénase
Homofermentaires facultatifs : présence des 4 enzymes

o Hétérofermentaires obligatoires : absence d’aldolase
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Obtention d'acide lactique par deux procédés différents
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Croissance de Lactobacillus delbrueckii libre en milieu non renouvelé
(glucose 4,8 % (m/v) ; fermenteur de 20L ; T : 43°C ; densité cellulaire finale : 1,5.10° cellules/mL)

Biomasse Acide L-lactique

_Temps (heure) (A 2 600 nm) @L) pH
0 0,100 1 0 6.5
2 I 0,200 0.3 6
4 0,500 2,5 53 |
6 1,300 48 s

[ 8 | 1,600 7.6 4.7
10 2,000 94 4,5
12 2,400 102 4,35
14 2,600 i1 425
16 2,700 18 | 41
20 2,875 12,1 4
30| 2950 | 121 38
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Remarque : I'usage du dictionnaire bilingue anglais-francais est autorisé.

LA CALMODULINE
PROTOTYPE DES CALCIPROTEINES

La calmoduline (CaM) est une petite protéine soluble présente dans le cytoplasme de toutes les cellules
eucaryotes.

Il s'agit d'une calciprotéine qui reconnait et fixe sélectivement les ions calcium comme d'autres
protéines du méme type (Troponine C des cellules musculaires des mammiferes, Parvalbumine des
poissons, reptiles et batraciens...).

Ces protéines agissent entre autres comme des intermédiaires qui activent des enzymes dépendant du
calcium et sont responsables des effets du "Signal Calcium".

Les calmodulines participent ainsi & de nombreuses fonctions physiologiques telles que division et
mobilité cellulaires, contraction musculaire et sécrétion.

L'étude de la structure et des activités biologiques des calmodulines est une condition préalable
indispensable & des applications importantes en thérapeutique humaine.
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Cette production a été réalisée par culture d'une souche d'E.coli en fermenteur de 300 litres sur
milieu synthétique HM.

La souche résulte de la transformation d'E.coli par un vecteur d'expression type pBR322 modifié
dans lequel a été cloné ' ADNc de la calmoduline.

La calmoduline, protéine intracellulaire, est récoltée par lyse des cellules bactériennes, extraction
et purification.

L'objectif de la culture est donc l'obtention d'une masse cellulaire importante.

La mise en oeuvre de la fermentation est présentée dans le Document 7.

3.1. Pourquei utilise-tson deux milieux de culture différents (LB et HM) lors des étapes
préliminaires au lancement du fermenteur de production.. =¥~ 7.
La composition des milieux figure dans le Document 8.

3.9 Tracer la courbe de croissance de la souche d'E.coli en utilisant les résultats expérimentaux
proposés dans le Document 9.
Déterminer le temps de génération G et la vitesse spécifique de croissance maximum.

X
3.3. Déterminer le rendement de croissance Y -é- pendant la phase exponentielle a 1'aide des

données du Document 9.
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Jour i

- Ensemencer la culture d’E.coli conservée par congélation &
- 80° C dans un erlenmeyer contenant 50 ml de milieu LB.
- Incuber toute la journée a 379 C sous agitation .
- En fin de journée mesurer 1’absorbance de la culture & 600 nm
- Inoculer 500 ml de milieu HM par 5 ml de cette culture et
incuber 24 heures & 37° C sous agitation .

Jour 2 :

-= A 16 heures mesurer 1’'absorbance de la culture & 600 nm .
- Utiliser les 500 ml de cette cu;ture pour ensemencer le

fermenteur de 14 litres contenant du rﬁilieu HM (volume utiie :-10 litres)

- Laisser se dérouler la culture toute la nuit dans les
conditions suivantes ; :
agitation : 400 rpm

débit d’air : 10 l.min-!?
température : 37° C

PH : 7.2 régulé par NHaOH a 10 %

¥ ¥ ¥ ¥

Jour 3

- A 8 heures mesurer 1l’absorbance de la culture & 600 nm .
- Ensemencer le fermenteur de 300 litres contenant du milieu HM (volume utile 200 litres).

avec la culture obtenue en fermenteur de 14 1
- Laisser se dérouler la culture toute la journée dans les
conditions suivantes
agitation : 300 rpm
aération : 200 l.min-1!
température : 37° C
PH : 7.1 régulé par NH4OH a 10 %
- Arréter la culture en fin de journée lorsque 1l’absorbance
atteint une valeur proche de 25 .
- Centrifuger en continu a4 - 49 C , a 17000 g 3
- Congeler la pate cellulaire ainsi obtenue a - 800 C apreés
découpage .

* ¥ W *
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  [image: image13.png]ETUDE DE LA CROISSANCE DE E.COLI EN MILIEU HM.

Temps (h) Absorbance Glycérol (g/1)

0 0,58 14,6
0,75 0,82 14,4
t.75 1,14 14,2
2:75 1,65 13.9
4,75 4 13:2
575 5,4 11,25
6,75 - T:95 9,5
7,75 5.3 7.2
8,175 20 - S 8
9,25 23 1.3
9,75 26 0.5
10 .75 25,15 0,05
11,75 27 0

A 11,75 heures, apres centrifugation, on obtient 4,7KRg de pate

cellulaire.




[image: image14.png]In A

30

25

20

15+

1.0+

05

00

054

suivi de croissance de E.cali en miliew HM

b=039293 1" = O max

G = In2/y = In2/0.39293 = 1.76h = 108 minutes|

12 3 4 5 6 7 8

temns en heures




       [image: image15.png]Point ternps_h In_A
i i 058 DT
1 075 052 0.196451
2 175 T4 0131028
3 275 65 0500775
1 175 1 136629
5 575 54 1 6664
[ 675 795 207317
7 775 T2 241551
g 675 i 299573
g 525 pi] 513509

0 575 % 52581
































�











PAGE  
1

