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Résume technique :

Le projet de recherche dans lequel s’inscrit mon stage a pour objectif de réaliser la
bioconversion de la chitine présente naturellement dans les exuvies d’insectes par 1’utilisation
des levures Yarrowia lipolytica. En effet, la chitine présente diverses propriétés biologiques
d’intérét’. De plus, sa valorisation en dérivés chitiniques permet d’obtenir du chitosan et
des chito-oligossaccarides, composés d’intérét dans les secteurs nutraceutiques et
pharmaceutiques et a haute valeur ajoutée 23,

Actuellement, seules des méthodes chimiques* a fort impact environnemental permettent de
valoriser la chitine issue de diverses organismes vivants (crevette, crabe, homard, etc.) incluant
les exuvies d’insectes. Ce projet présente donc un caractére extrémement novateur, car il
propose de développer une voie de conversion biologique de la chitine via l'utilisation de
levures. L’ensemble de la méthodologie, des résultats et de la discussion qui y sont associes
sont détailles dans les sections suivantes.
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Introduction

Le marché des insectes comestibles est en pleine expansion. Il est axé principalement au niveau
de la nourriture animale (domestiques et d’¢levage) mais il tend a s’ouvrir pour I’alimentation
humaine. Plus specifiqguement, les insectes sont consommés par environ deux milliards de
personnes dans le monde.> L’entomophagie, en plus de I’apport nutritionnel qu’elle représente,
semble répondre aplusieurs des contraintes liées aux enjeux économiques et environnementaux
actuels. En effet, en 2014, la FAO (Food and Agriculture Organisation) a publié un rapport®
confirmant les avantages environnementaux, socio-économiques et nutritionnels inhérents a la
consommation d’insectes.

Pour autant, un sous-produit de cet élevage, les exuvies, est aujourd’hui encore relativement
peu, voire pas du tout valorisé. Egalement appelées "cuticules", elles forment I’exosquelette des
insectes et sont récupérées lorsque ceux-ci muent. Il est considéré que, pour cent tonnes
d’insectes produits par entomoculture’, deux tonnes et demie d’exuvies sont générées.
Paradoxalement, alors méme qu’il s’agit d’un déchet organique, a I’heure actuelle, c’est une
voie chimique a fort impact environnemental qui permet de valoriser ces exuvies. en Composés
de type chitosan et chito-oligosaccarides (ou COS) d’intérét pour les secteurs pharmaceutiques®
et nutraceutiques®.

Ainsi, ce stage visait a développer une voie biologique permettant de bioconvertir les exuvies
d’insectes en tant qu’alternative a la voie chimique traditionnelle ayant un fort impact
environnemental. Plus spécifiquement, 1’objectif principal était d’utiliser la fermentation de
micro-organismes sur un substrat riche en exuvies d’insectes pour les valoriser et
potentiellement les bio-convertir en composés d’intéréts.

Le projet de recherche était composé de deux phases principales. La premiére consistait a
étudier, de maniére approfondie, les capacités des micro-organismes a 1’é¢tude (levures) a se
développer sur un milieu concentré en exuvies d’insectes. La 2°™ partie visait & améliorer ce
procédé par I’utilisation de 1’ingénierie genétique pour optimiser la production de composés
d’intéréts par les micro-organismes en question.
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1. Présentation du groupe

Apres la Seconde guerre mondiale, la France a fait face a une pénurie alimentaire. Celle-ci était
due, en autres, & un retard de son secteur agricole en comparaison a celui des autres pays
développés. C'est dans ce contexte qu’est né, en 1946, I'Institut National de Recherche
Agronomique (INRA), sa mission était de mettre la science et la technologie au service du
développement agricole. Puis, le 1* janvier 2020, il s’associe a 1’ Institut National de Recherche
en Sciences et Technologies pour I'Environnement et I'Agriculture (INRSTEA) pour former le
groupe INRAE (Institut National de Recherche pour [I'Agriculture, I'Alimentation et
I'Environnement).

En premier lieu, dans le but "nourrir la France'®, ses principaux objectifs ont traversé les
époques, si bien qu’aujourd’hui INRAE a fait du "développement durable" son principal fer de
lance. Ses thématiques actuelles regroupent un large panel de secteurs allant de la sécurité
alimentaire jusqu’a la qualit¢ de vie, en passant par des spécifiques aux changements
climatiques, a la préservation de la biodiversité et des ressources, etc. 1'En ce sens, le projet de
recherche, auquel j’ai pu participer par le biais de ce stage, s’inscrit dans une démarche de
bioéconomie circulaire et durable.

Au méme titre que le CNRS (Centre National de Recherche Scientifique) a 1’échelle nationale,
INRAE se place comme le leader de la recherche scientifique publique. Bien qu’a vocation
nationale, ses thématiques de recherche sont trés larges et son rayonnement demeure
international.

L’organisation se divise en différentes Unités de Recherche, souvent sous forme d'unités mixtes
de recherche (UMRs) associées a d'autres organismes de recherche : Universités, CNRS, écoles
d'ingénieurs, etc. La premiére partie de ce stage (du 7 février 2022 au 30 avril 2022), s’est
déroulée & ’'UMR SayFood. Une unité partagée entre le campus de 1’école AgroParisTech a
Grignon et et celui de Massy. Les deux seront réunis sur réunies sur le plateau de 1’Université
Paris-Saclay a compter du mois de septembre 2022. Au sein de cette unité, sousla cotutelle de
INRAE, d’AgroParisTech et de 1’Université Paris-Saclay, j’ai pu intégrer 1’équipe CoMiAl
(Commautés Microbiennes Alimentaires). Elle est I’'une des cinq équipes de recherche de
I"UMR qui regroupe 180 personnes dont 80 chercheurs et enseignants-chercheurs!?. Durant
treize semaines, j’ai pu occuper le poste de stagiaire de recherche et accompagner la Dre
Catherine MADZAK et le Dr Eric DUGAT-BONY dans leur projet.

La Dre Catherine MADZAK, chercheure a INRAE est reconnue internationalement pour ses
travaux précurseurs en lien avec 1’expression hétérologue de protéines chez la levure non
conventionnelle Yarrowia lipolytica.

Le Dr Eric DUGAT-BONY, chercheur a INRAE, possede une forte expertise sur les
fermentations de produits alimentaires. Ses recherches visent a une meilleure compréhensiondes
processus microbiens de biodégradation et au pilotage des écosystémes microbiens dans les
aliments fermentés.

Le projet de recherche en question a remporté un appel d'offre du dans le cadre du programme
international Samuel de Champlain qui vise a "contribuer a I’excellence de la coopération
universitaire et scientifique franco-québécoise, a son développement et a sa diffusion3.11 est
en partie financé par La Commission permanente de coopération franco-québécoise (CPCFQ).
Il s’agit donc d’un projet de collaboration internationale entre 1’équipe COMIAL, et les équipes
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de recherche du Dr Alain DOYEN et de la Dre Lucie BEAULIEU, tous deux rattachés au
Département des sciences des aliments de la Faculté des Sciences de 1’Agriculture et de
I'Alimentation de 1’Université Laval au Québec. Ainsi, j’ai pu me joindre a eux dés le 1°" mai
et ce pour les onze semaines suivantes.

Les recherches du Dr Alain DOYEN visent a optimiser 1’extraction, la concentration et la
purification de biomolécules a partir de coproduits alimentaires, incluant les produits d’insectes,
via I’utilisation de procédés membranaires et a hautes pressions. La finalité de ces recherches
étant la production de fractions enrichies en biomolécules et la production d’ingrédients
alimentaires de nouvelle génération.

La Dre Lucie BEAULIEU est une experte de la valorisation des biomolécules marines a partir
de coproduits marins. Plusieurs de ses projets utilisent I’hydrolyse enzymatique des constituants
alimentaires pour la production de biomolécules d’intérét (polysaccharides, peptides, etc.).

Ce projet pluridisciplinaire nécessite I’expertise concertée de spécialistes dans des domaines
tres distincts. C’est dans ce cadre organisationnel que j’ai pu développer mes compétences au
cours de ce stage.
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2. Contexte scientifigue

2.1 L’intérét de la valorisation des exuvies d’insectes

Les exuvies d’insectes a 1’étude proviennent de 1’¢levage de larves du Tenebrio molitor, plus
communément appelés vers de farine.
Une étude de la composition des exuvies, réalisé en amont de ce stage, est présentée au sein
Tableau n°1.

Tableau n°1 : Composition du lot d exuvies d’insectes™

— - _
Protéines (%) Chitine (%) Lipides (%) Ml?OE/g)aUX

49,8+0,5 19,8+1,0 9,72%.+0,7 21+072

Tel qu’attendu, les exuvies présentaient une teneur importante en chitine (19,8 + 1,0%) validant
ainsi 1’objectif de récupérer ce constituant et obtenir des dérivées chitiniques, notamment le
chitosan et les COS qui sont des produits de dégradations. En effet, les COS possedent des
propriétés nutraceutiques et pharmaceutiques. Selon plusieurs études et notamment (llias
Marmouzi, et al 2019),*les COS auraient des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antidiabétiques. A cela s’ajoute que "les COS peuvent également étre considérés comme des
nutraceutiques potentiels en raison de leurs activités biologiques polyvalentes, de leurs
propriétés hydrosolubles et de leurs propriétés d'absorption dans l'intestin”, (Jae-Young Je, et
al 2021)™. Le chitosan est un polymeére trés utilisé pour ses propriétés de mucoadhésivité, son
pouvoir anti-inflamatoire, antioxydant, antimicrobien, antifongique, antitumoral et pour sa
capacité a faciliter la cicatrisation des plaies?®.

2.2 Les procedés et méthodes actuels de valorisation de
la chitine d’exuvie d’insectes

Conventionnellement, la voie chimique permet d’effectuer la conversion des exuvies en
chitosan et COS. Cependant, I’équipe du Dr. Doyen a généré, a partir d’exuvies de vers de
farine, des COS (rendement de production de 56%) par voie enzymatique (pepsine et a-amylase
utilisees pour les étapes de déprotéinisation et de conversion de la chitine en COS). Cette voie
enzymatique permet de substituer certaines étapes chimiques. En effet, I’étape de désacétylation
de la chitine en chitosan (soluble) est actuellement faisable uniquement par voie chimique
puisque les enzymes nécessaires a la réalisation de cette étape sont extrémement colteuses.

La Figure n°1 présente les étapes successives de valorisation de la chitine des exuvies d’insecte
par voie chimique et enzymatique.

A Résultats non publiés

AIT-TAHAR Idriss e |
Rapport de stage TNO9 b | - u tC
10 UNIVERSITE |



VOIE ENZYMATIQUE

Exuvies
/N Chiti h
Itine i
/ Protéines 50% ) AT Chitosan , AT cos
f | — o - — OH
Chitine 20% | o - ) o
| \ o Jo — \__ e OH HO
Lipides 10% | LA Ly A Z “{‘ N o
\ ! N I 1 ! HO- 0
i o [ — o={ " — NH
. Minéraux3% /L) NaOH, AT L HCI, AT 2

\\\.

|  voiEcuimioue |

Figure n°1 : Schéma des deux voies de valorisation de la chitine d’exuvies d’insectes.

Les détails des protocoles et des méthodes sont présentés a I’

Annexe n°1. Le potentiel d’utilisation de levures productrices d’enzymes pour la production de
COS a partirde la chitine des exuvies d’insectes n’a jamais été testé. C’est dans cette logique
que s’inscrit ce projet de recherche.

2.3 Etat de ’art sur Yarrowia Lipolytica :

Les micro-organismes choisis sont des levures, principalement celles du genre Yarrowia et de
I’espece lipolytica. Préalablement & la dénomination du genre Yarrowia pour cette levure, en
1980%7, elle était attribuée par défaut au genre Candida, sa reproduction sexuée étant alors
encore inconnue. Y. lipolytica est ensuite restée jusqu'en 2013 la seule espéce connue du genre
Yarrowia. Depuis, 13 nouvelles espéces ont été décrites ou réattribuées a ce genre (NCBI
Taxonomy Browser). Les isolats naturels sont dans la plupart des cas haploides®.

Aprés avoir attiré I'attention de certains industriels dés les années 1950, la levure oléagineuse
non conventionnelle Yarrowia lipolytica est reconnue depuis plusieurs décennies, comme un
hote intéressant pour l'expression, la sécrétion et 1’exposition de surface de protéines
hétérologues®®.

2.3.1 Les sources de carbone

Y. lipolytica est capable d'utiliser comme source de carbone un large éventail de substrats de
nature hydrophile ou hydrophobe?. Les sources de carbone hydrosolubles ne comprennent que
quelques sucres (glucose, fructose, mannose) mais aussi du glycérol et, dans une moindre
mesure, des acides organiques et des alcools. Les sources de carbone insolubles dans I'eau
comprennent les acides gras, les triglycérides et les alcanes. En

Figure n° 20 : Figure récapitulatif des matériaux et méthodes des voies chimique et
enzymatique permettant d obtenir des COS
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Annexe n°2 est présenté les différents substrats metabolisés par Yarrowia lipolytica.

Il sera noté que "la polyvalence globale que cette levure dans le choix des substrats possibles
représente un atout précieux pour le développement de bioprocedés impliquant Y. lipolytica,
notamment ceux basés sur la valorisation de sous-produits ou de déchets."?

Yarrowia Lipolytica est d’intérét pour ses fortes capacités lipolytiques et protéolytiques. Ainsi,
les isolats de type sauvage de cette levure proviennent généralement d'environnements riches
en lipides et/ou en protéines, notamment de la viande et des produits laitiers (surtout ceux
fermentés, tels que les saucissons secs et les fromages) et des eaux usées ou polluées par les
hydrocarbures.

De plus, la gamme d'écosystémes a partir desquels les souches ont été isolées s'est élargie pour
englober des habitats trés divers : les eaux marines?’, les marais salants®et les sols (en
particulier pollués® par les hydrocarbures) mais également des produits de consommation (les
fruits, les légumes ou les fruits de mer) et méme les excréments d'insectes ou devertébrés?,
Finalement, Y. lipolytica est considérée comme un organisme d’importance écologique®®
capable de développer une symbiose avec certains insectes (coléopteres) et végétaux. Elle est
égalementclassée comme micro-organisme de niveau de sécurité biologique (BSL) 1?7,

2.3.2 Conditions physico-chimiques de la croissance

A I’inverse de beaucoup de levures hémiascomycétes, Y. lipolytica est un aérobie obligatoire,
pour lequel la concentration en oxygéne constitue un facteur limitant de croissance.?® La
température de croissance de prédilection est comprise entre 25 et 30 °C?. Y. lipolytica est
capable de se développer dans une large gamme de pH : la plupart des souches peuvent étre
cultivées a un pH de 3,5 a 8,0 et quelques-unes peuvent tolérer des pH inférieurs(2,0) ou méme
trés élevés (9,7)%C.

2.3.3 Sécretion extracellulaire

L’une des caractéristiques les plus intéressantes de ces levures est qu’elles secretent

naturellement une lipase, deux protéases et une chitinase. Pour purifier ces exuvies et extraire

la chitine il est nécessaire de les déminéraliser, de les déprotéiniser ainsi que de métaboliser les

lipides présents naturellementdans 1’enveloppe externe des vers de farine.

En effet, les levures Yarrowia lipolytica :

1. Sécréte deux protéases®! : une protéase exprimée a des pH neutres/alcalins qu’on appelle
protéase extracellulaire alcaline (AEP), elle est codée par le géne XPR2. Elle secréte
également une protéase a des pH acides qui est la protéase extracellulaire acide (AXP3?).

2. Elle secrete également une lipase extracellulaire (LIP2) qui n’a pas de pH spécifique
d’expression décelé a ce jour dans la littérature. Pour autant, il est attendu que cette lipase
dégrade les lipides présents dans les exuvies d’insectes pour isoler la chitine. La sécrétion
tres efficace de la lipase extracellulaire LIP 2 contribue a I'absorption et a la métabolisation
performantes des lipides par cette levure.®

Puisque les exuvies possedent prés de 10% de lipides, cette aptitude pourrait se révéler

intéressante dans un objectif de purification de la chitine des cuticules d’insectes.

3. Enfin, Yarrowia lipolytica sécréte naturellement une chitinase3* extracellulaire (reconnue
comme GRAS (Generally Recognized as Safe®), 1’objectif principal aurait été de
caractériser sa capacité a dégrader la chitine présente dans les exuvies pour produire des
dérivés chitiniques d’intéréts (notamment les COS).
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Remarque : La diversité génétique des souches de Yarrowia lipolytica conduit nécessairement
a des différences dans I’expression des protéases extracellulaires. Ces différences seront
étudiées dans le projet de recherche, elles pourront se révéler étre un critére de choix dans la
sélection des souches.

Cet objectif initial a d( étre reconduit puisque dans la littérature, il a été montré que cette
chitinase joue un role particulier dans le développement cellulaire. En effet, selon (Jeong-Nam
Park, et al. 2014)% de la chitine est présente dans les parois de la cellule de Yarrowia lipolytica.
Or, cette derniere secreterait sa chitinase uniquement lors de la phase de séparation entre la
cellule fille et la cellule mére. Elle servirait donc a dégrader la chitine présente dans la paroi de
la levure pour permettre 1’ouverture de la membrane. Ainsi, une éventuelle surexpression de la
chitinase risquerait de perturber la structure des parois cellulaires et n'est donc pas envisageée.
Cette chitinase semble donc ne pas étre exprimée pour dégrader de la chitine présente dans le
milieu de culture mais bien de la chitine intra-membranaire. 1l n'est cependant pas exclu que
I'activité de la chitinase présente ait un impact positif sur la dégradation de la chitine des
exuvies.

En ce sens, cette découverte fragilise 1’espoir de développer une activité chitinase suffisante
pour bio-convertir la chitine en COS. En effet, I’expression de la chitinase extracellulaire est
conditionnée par la phase cellulaire dans laquelle se trouve les levures. Il y a donc de fortes
chances que la chitinase ne soit pas exprimée par les levures en grande quantité. C’est pourquoi,
une certaine réserve sera mise sur la réussite de cette partie du projet de recherche.

Pour conclure, I’étude bibliographique a permis de mettre en lumiére plusieurs
manquements ou problématiques liés a la valorisation des exosquelettes d’insectes.
Premiérement, il apparait clairement que la voie de valorisation principale n’est pas compatible
avec une approche de développement durable. Les enjeux environnementaux nécessitent de
trouver un substitut a 1’utilisation de produits chimiques polluants, tant du point de vue de leur
production que de leur récupération post-utilisation. Il semble donc primordial de trouver une
nouvelle voie de valorisation des exuvies (cuticules) d’insectes.

Ainsi, les levures Yarrowia lipolytica semblent étre des candidates prometteuses, étant donnée
caractéristiques qu’elles présentent et leurs diversités génomiques. Aussi, il semble y avoir un
manqgue de connaissance du comportement des Yarrowia lipolytica et de leur capacité a se
développer sur un milieu riche en exuvies d’insectes.

Problématique

De cette étude du contexte scientifique de ce projet de recherche projet, les problématiques
suivantes ont pu étre dégageées :

Sous quelles conditions et dans quelles mesures les souches de Yarrowia lipolytica sont-elles
capables de déproteéiniser et de purifier la chitine des exuvies d’insectes ?

Ces levures sont-elles aptes a bioconvertir la chitine présente dans les larves de Tenebrio molitor
en deriveés chitiniques d’intéréts (COS ou chitosan) ? En d’autres termes, un micro-organisme
présent naturellement dans un écosysteme (non OGM) est-il en mesure de substituer une partie,
ou I’entiéreté d’une voie chimique a fort impact environnemental ?
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Objectifs visés

Ainsi, il sera question, dans un premier temps, d’explorer la biodiversité de Y. lipolytica en
testant 30 souches sauvages de cette levure, isolées d'écosystemes variés et de sélectionner
celles qui sont les plus performantes au regard des critéres explicités ci-apres :

1. Les performances de leurs protéases

2. Leur capacité de croissance sur milieu nutritif riche

3. Leur capacité de croissance sur milieu avec exuvies

4. Leur résistance aux différents pH

Dans le but de caractériser leurs performances, il faudra, dans un second temps, composer un
milieu de culture riche en composés d’exuvies. Ainsi, le choix d’un milieu de culture optimal
sera effectué¢ au regard de son pH, de sa concentration en exuvies d’insectes et de sa teneur
protéique.

Finalement, il sera nécessaire de caractériser le produit des fermentations sur les milieux riches
en exuvies d’insectes.
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3. Matériels et méthodes :

3.1 Exploration de la biodiversité de Yarrowia lipolytica
et selection des souches les plus efficaces

Ensemencement des souches sur boftes de pétri

Le milieu nutritif riche appelé "YPD-agar", se compose de 1,6% (rapport masse/volume®)
d’agar, d’1% (m/v) de glucose, de bactopeptone et d’extrait de levures, le reste du volume étant
de I’eau. La solution liquide est ensuite autoclavée (115°C pendant 15min). Puis, 40 mL sont
déposés, de maniere stérile, dans chaque boite de pétri. Les souches sont ensemencées par
striage sur la boite, par la méthode des quadrants®’ qui permet d’isoler les colonies et ainsi
pouvoir observer leur aspects ou la présence d’éventuelles contaminations. Des photographies
des colonies ont été prises dans des conditions d’éclairage et de distance standardisées a 1’aide
PentaxMx1, format carré, 1003-4 pixels par coté.

Tests d’activité protéolytiques

Une préculture a été réalisée dans 2 mL de milieu nutritif riche liquide (YPDliquide), les
souches sont ainsi ensemencées "overnight™ (16h). Ce milieu nutritif riche est composé de 1%
de glucose, de bactopeptone et yeast extract. Par la suite, il est autoclavé a 115°C pendant 15
min. Par une mesure d’absorbance a 600nm il est possible de calculer “la dilution permettant le
dépot d’un méme nombre de cellules sur la boite de pétri quel que soit la souche.

D’autre part, 8% (m/v) de lait écrémé en poudre est ajouté a 3,4% (m/v) de la base azotée de
levure (yeast nitrogen base), 2% (m/v) de glucose, 2%(m/v) d’agar ainsi que 5% (m/v) de
tampon phosphate de potassium (pH 6,8) ou citrate (pH4) 1M. Le tampon potassium-phosphate
a pH 6 .8, nécessite une proportion de "49,7% de K:HPO. (1M) et 50,3% de KH.PO. (1M). Pour
réaliser le tampon citratea pH 4, il faut une proportion de "59% d’acide citrique (0.1M) et de
41% de trisodium citrate (0.1M)". Enfin, le milieu est coulé dans les boitesde pétri, les souches
sont ensuite ensemencées sur boite a une densité optique initiale de 0,1.

Deux depdts différents par souches ont étéréalisés, I’un via I’utilisation patch stérile (Annexe
n°4). D’autre part, dépdt sans patch est également réalisé. Finalement, les boites de petri
ensemencées sont déposées a 1’étuve a 28°C. Des relevés de la taille des halos
d’éclaircissements ont 6té réalisés a des intervalles temporels réguliers (24h). La mesure des
halos d’éclaircissement s’effectue du centre de la colonie a I’extréme bord du halo
d’éclaircissement (Annexe n°4).

Caractérisation de la dégradation des lipides

Pour realiser cette expérience, plusieurs méthodes ont été testées :

Méthode n°1% : 0,5% d'extrait de levure, de I'agar (2% m/v) et du bleu d'alcool (0,02% m/v),
ainsi que 22% de substrat a lipase contenant de la tributyrine, du polysorbate 80 et des
triglycérides.

Méthode n°2% :, elle consiste & mélanger 2,5% (m/v)P d’agar, 2% (m/v) de substrat Tween 80
et un colorant bleu a 0,01%. Le Tween 80 est un acide oléique, c’est lui qui est métabolisé par
les levures et qui entraine un halo d’éclaircissement. Le volume d’cau équivalent est ajoute et

B Le "rapport masse/volume" sera, par la suite, remplacé par I’abréviation "m/v".
€ Par I'utilisation de la formule suivantes : DOinitiate X Vinitiat = DOfinate X Vinale
P 1% correspond a 1g/100mL
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la solution est autoclavée a 115°C durant 15min. Enfin, le milieu est coulé dans les boites de
pétri, les souches sont ensuite déposées aune DO initiale de 0,1 sur patch. Finalement, les boites
de pétri ensemencées sont déposées a 1’étuve a 28°C et les estimations de leurs halos
d’éclaircissement seront effectuees a intervalles temporels réguliers (toute les 24h). Cette
derniére se déroule de la méme maniere que pour les boites riches en protéines de lait.

Mesure de la turbidité a [’aide du Biotek H1

Une préculture a été realisée en amont de I’expérimentation, ainsi les souches sont ensemencées
dans 2 mL de milieu nutritif riche liquide durant 16h. Elles sont ensuite ensemencées a une DO
de 0,01 dans ce méme milieu nutritif riche liquide. Pour finir, un volume de 200 puLF est déposé
dans chaque puit de la plaque 96 puits a fond plat. Cette derniére est placée dans 1’appareil de
mesure de DO en temps réel (Biotek H1). Les conditions de I’expérience étaient les suivantes :
température, 28°C ; agitation continue (731 battements par minute), lecture a 600 nm durant 72
h. La température est de 28°C pendant toute la durée de I’expérience). L’agitation est continue
et est réglée sur 731 battements par minute. La longueur d’onde d’émission est de 600nm, elle
correspond au maximum d’absorption des levures. La mesure s’effectue sur une plage horaire
de 72h, plage qui permetaux levures de croitre jusqu’a atteindre leur turbidité maximale dans
les conditions de départsexplicitées précédemment.

Avant de présenter les résultats, il est nécessaire de revenir sur les paramétres qui vont étre
extraits de cette mesure de turbidité par le Biotek H1. 1ls sont présentés en figure n°3.
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Figure n°2 : Représentation schématique du logiciel Gen5 (version 2.06)

E Volume permettant le remplissage au % du puits pour éviter les débordements lors de 1’agitation et garantissant une meilleure 0xygénation
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e e lLag-time (heures) : il s’agit du temps de latence, c’est la durée de la phase de latence
ou le taux de croissance est nul. La durée de cette phase dépend essentiellement de 1’age
des levures et de la composition du milieu. C’est le temps nécessaire a la bactérie pour
synthétiser les enzymes adaptées au nouveau substrat®®. Elle précéde la phase de
croissance exponentielle.

e LaVmax (sans unité) : c’est ce qu’on appelle également le p=max ou taux de croissance
maximal. Il est atteint dans la phase de croissance exponentielle lorsque la vitesse de
multiplication des levures est a son apogee.

e La DOmax (sans unité) : le taux de croissance redevient nul (u = 0), c’est la phase
stationnaire. Les levures qui se multiplient compensent celles qui meurent.

Parfois, il pourra étre également pris en compte, la phase de déclin : elle correspond a la période
finale ou toutes les ressources nutritives sont épuisées. Il y a accumulation de métabolites
toxiques. Il se produit une diminution d’organismes Vviables et une lyse cellulaire sous 1’action
des enzymes protéolytiques endogénes.

Incertitude sur la souche W29
Ces mesures ont été effectuée a la régle, on peut donc conclure qu’il y a 1a une incertitude due
a I’appareillage que 1’on appelle aussi erreur incertitude systématique. 'incertitude de lecture
associee a un instrument de mesure analogique correspond a la moitié de la plus petite
graduation de l'instrument. Ainsi, I'incertitude absolue d'une régle graduée en millimetres est de
0,5mm.
De plus, il peut y avoir une erreur liée a I’appréciation du halo, il est vrai que la limite de ce
dernier est parfois relativement complexe a évaluer. En ce sens, une incertitude de jugement
peut donc étre justifiée. Dans ces cas, I’incertitude reliée a la mesure est égale a la somme des
incertitudes sur chaque lecture. Lorsqu'on utilise une régle, il faut considérer I'incertitude a
I’endroit ou la mesure est prise surla regle, mais également celle au zéro. Ainsi, I’incertitude
due a I’observateur est ici de 1 mm.
De plus, il existe egalement une erreur de mesure aléatoire qui résulte de la répétition des
mesures sur une méme souche. L’incertitude de type A résultante est le fruit d’une étude
statistique. Ici, la souche W29 a été ensemencee a trois reprises dans les mémes conditions
d’expérimentation, dans le but d’en extraire une erreur incertitude de type A. L’ objectif est de
I’extrapoler aux autres souches, la limite du raisonnement se situe ici.
De plus, dans la réalité, on ne peut prendre qu’un nombre limité de mesures, ¢’est pourquoi un
calcul de I’incertitude élargie sera effectue.
Ainsi, le calcul de I’incertitude de type A élargie est :

Uy =k On-1

Vn

OU o.est ’écart-type a la moyenne, autrement, 1’écart-type standard *‘sur Excel. "n" étant le
nombre de mesure (ici égale a 3) et k le coefficient d’¢élargissement.

Lors d’un mesurage, la détermination de I’erreur de mesure nécessite de prendre en compte les
deux composantes précédentes (type A et B).

Ainsi, Uroraie = 24/UZ + U3

Soit, & pH 4, I’incertitude totale est de 3 mm (un seul chiffre significatif) au niveau de confiance
de 95%.

A pH 6.8, I’incertitude totale est de 4 mm au niveau de confiance de 95%.
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3.2 Détermination d’un substrat optimal

Maximiser la solubilisation des protéines des exuvies — Influence du pH et de

la sonication

Les exuvies a 2,5 % (25 g/L) sont ajoutées a un milieu minimum YNB liquide®?, le reste du
volume étant de 1’eau stéri}e. Chaque solution est ajustée a un pH précis, soit par acidification
via I’utilisation de HCI (1M), pour les pHs de 2, de 2,5, de 3 et de 4, soit par ajout de NaOH
(AM) pour les pHs de 6, de 6,8 et de 8. Les différents milieux sont ensuite autoclavés
(115°C/15min). Ainsi I’extraction protéique qui est une hydrolyse, dure ici 15min. Deux
duplicatas pour chaque pH ont été réalisés et 1’un d’entre eux subit un cycle de sonication de
60 min a 40 kHz milieux et centrifugés a 5000g pendant 10min. Le surnagent est récupéré pour
étre filtré stérilement (0.22 um) a I’aide d’une seringue ou d’une unité de filtration sous-vide.
Les filtrats d’exuvies extraits aux différents pH précédemment mentionnés ont ensuite été
utilisés pour caractérisation de leur teneur protéique.

Etude de 'impact de I’autoclave et de la durée d hydrolyse
Les exuvies*® & 2,5 % (25 g/L) ont été ajoutées a un milieu minimum YNB liquideF, le reste du
volume étant de I’eau stérile. La solution a, par la suite, été séparée en deux volumes égaux. Le
premier volume a également été séparé en deux, 1’un est ajusté a pH 2 par acidification via
I’utilisation de HCI (1M), ’autre est ajusté a pH 10 par I’utilisation de NaOH (1M). Les deux
milieux ont ensuite autoclavés (121°C/15min), puis agités a 45°C sur plaque chauffante durant
45min. Une fois la durée d’extraction (60 min) écoulée, les milieux a pH 2 et pH 10 ont été
centrifugés a 5000 g “‘pendant 10min. Le surnageant a été récupéré pour étre filtré stérilement
(0.22 micron) a I’aide d’une seringue.
Le second volume (YNB liquide, exuvies, eau stérile) a été séparé en deux et ajusté a pH 2 et
pH 10 comme précédemment. Cette fois, I’extraction des protéines est effectuée uniquement
par une agitation sur plaque chauffante (45°C) durant 60 min. La solution est ensuite centrifugée
(5000g pendant 10min), le surnagent est récupéré pour une filtration stérile (0,22 um (Figure
14).
Chacune de ces 4 solutions est répliquée trois fois pour évaluer la reproductibilité de
I’expérience. Ainsi douze solutions sont obtenues :

e Trois solutions a pH 2 et trois solutions pH 10 avec cycle d’autoclavage

e Trois solutions a pH 2 et trois solutions a pH 10 et sans cycle d’autoclavage
Des témoins négatifs (sans exuvies) ont été réalisés de la méme maniere, il y a donc un témoin
négatif pour chaque condition.
Le schéma représentatif de cette expérience est présenté en Figure n°3

F 0,17% de yeast nitrogen base, 0,1% de glucose et le volume d’eau correspondant
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Figure n°3 : Schéma représentatif du protocole de I’étude de ['impact de [’autoclave et de la
durée d ’hydrolyse sur la teneur protéique des filtrats d’exuvies d’insectes

Ces solutions sont ensuite lyophilisées et la quantification des protéines extraites par I’hydro-
lyse va étre mesurée par la méthode de Dumas. Ce procédé *>consiste a faire la combustion
compléte de 1’échantillon organique dans un four a haute température en présence d'oxygene
pur a environ 1000°C. Puis, Les gaz de combustion traversent du cuivre pour éliminer I'oxygéne
et convertir les oxydes d'azote en azote moléculaire, de plus, des "piéges” dédiés eliminent I'eau
et le dioxyde de carbone. La teneur totale en azote est mesurée par un détecteur de conductivité

thermique. Le facteur de conversion de 6,25 a été utilisé pour convertir 1’azote en protéines*®.

Un substrat qui permet une croissance optimale - Croissance sur milieu non
ajusté

Préparation des précultures : environ 16 h avant, il est nécessaire de mettre en place des
précultures des souches d’intéréts. Une quantité approximative de levure (une oese environ) est
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ensemencée 2ml de milieu YPD liquide (milieu nutritif ®riche). Les cultures sont agitées 16 h
environ a 160 rpm a 28 °C. Un témoin positif est réalisé, il s’agit d’un milieu riche a base de
protéose peptone (2,5% m/v), mélangé au milieu minimum YNB liquide. Les solutions
précédentes contenant les levures sont ensemencées a une DO initiale de 0,01 dans les filtrats
d’exuvies correspondants ainsi que dans la solution a base de protéose peptone et dans le milieu
minimum YNB liquide.

L’évolution de la DO est mesurée grace au Biotek H1, aprés dépot de 200 L dans chaque puits.
Une plaque 96 puits a fond plat est utilisée, ainsi qu’une agitation de 731 rpm, une longueur
d’onde d’absorption de 600nm et durant 72h a 28°C.

Un substrat qui permet une croissance optimale - Croissance sur milieu ajusté

De la méme maniere que précédemment, les filtrats d’extraction protéique a pH 2 a base

d’exuvies d’insectes sont obtenus :

Pour les extractions protéiques effectuées en France avec une durée d’extraction de 15min se

référer a "Erreur ! Source du renvoi introuvab(ie.". Pour celles d’une durée hydrolyse de

60min se référer au protocole précédent "Erreur ! Source du renvoi introuvable.”.

Ces derniers sont ajustés au pH souhaité a I’aide de NaOH (1M). L’ajustement nécessitant un

pH-métre et ce dernier n’étant pas stérile, la solution obtenue est filtrée.

Dans le cas du Canada, s’agissant d’un ajustement de pH 10 vers pH 4 par I’ajout de HCI (1M),

le point isoélectrique est dépassé. Ainsi, certaines protéines forment des agrégats. Cependant,

pour éviter le biais engendré par une seconde filtration (0.22 micron) et un filtrat appauvri des

protéines agrégées, il été décidé d’ajuster le pH de maniére stérile pour ne pas effectuer de

seconde filtration.

Ainsi ont été obtenus les filtrats d’exuvies suivants selon les deux temps d’extraction protéique

et les pH d’ajustement :
e pH 2 non ajusté |

pH2 ajusté a 2,5

e pH2ajustéa3

15 min d’extraction protéique

e pH2ajustéa3,s

e pH2ajustéad

e pH2ajustéab

e Extraction a pH10 (sans autoclave) ajusté a pH 4 N

e Extraction a pH10 (avec autoclave) ajusté a pH 4
L 60 min d’extraction protéique

e Extraction a pH2 (sans autoclave) ajusté a pH 4

e Extraction a pH2 (sans autoclave) ajusté a pH 4

¢ Milieu réalisé avec 1% de glucose, 1% bactopeptone, 1% yeast extract, le volume correspondant d’eau distillée
et autoclavé (121°C/15min).
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3.3 La croissance des souches les plus performantes sur
exuvies completes

La croissance des souches les plus performantes sur les exuvies complétes
Les solutions vont étre préparées dans un volume total correspondant a 1/8 d’erlenmeyer, cette
proportion permet I’oxygénation” maximale pour les levures Yarrowia lipolytica.

Ainsi, 2,5% (m/v) de poudre d’exuvies est mélangée au milieu minimum YNB liquide et ajusté
a pH 2 pour I’extraction protéique, il est finalement autoclavé (121°C/15min). Chaque solution
est répliquee trois fois. Le milieu est ensuite ajusté a pH 4 par ’ajout de HCI1 (1 M) avant mise
en contact avec les souches. Les levures sont ensuite ensemencées a une DO initiale de 0,01".
Comme auparavant, une préculture est nécessaire. Celle-ci elle se déroule exactement de la
méme maniere que celle détaillée a I’étape I1. Les erlenmeyers sont agités de maniere continue
a 160 rpm, a I’étuve (28°C). Puis, de maniére successive, des volumes de 1 mL sont prélevés
pour mesure du pH, ainsi que pour le dépdt sur des boites de pétri (milieu riche YPD-agar’).
Les heures de prélevements sont les suivantes : 5h, 23h, 28h, 48h, 72h, 144h et 168h.

I est important de noter qu’un témoin négatif est réalis¢ a chaque fois, il s’agit de la souche
SWJ-1-b en présence du milieu sans les exuvies d’insectes. Ce témoin est utilisé pour mesurer
la turbidité de la culture aux intervalles temporelles stipulées ci-dessus. En effet, sachant que 1
DO correspond a 3,10"7 cellules® chez Yarrowia lipolytica, des dilutions successives au sein
du milieu minimum liquide permettent de réaliser des dépoéts finaux d’environ 50 souches sur
boites. Pour chacune des souches, les boites de pétri sont déposés a I’étuve durant 24 h a 28 °C.
Un comptage des colonies est réalisé, en fonction de celui-ci et de la dilution opérée, il est
possible de remonter a la quantité de cellules initialement présente dans la solution. De plus, au
temps Oh, 48h et 168h un volume de 1 mL est prélevé puis centrifugé (5000g/15min), le
surnageant est conservé pour étude des produits de dégradation (protéines et dérivés
chitiniques) des levures sur le substrat d’exuvies compleétes.

La croissance des souches les plus performantes sur les exuvies complétes

(avec tampon pH 6.8)

Le protocole précédent reprend exactement ce qui a été fait ici, a la différence pres qu’ici, dés
lors qu’une solution se rapproche de pH 6.8, cette derniere est tamponnée de manicre stérile a
ce pH 6,8 a I’aide d’un tampon phosphate non métabolisable par les cellules. Ce tampon
phosphate de potassium*’

La caractérisation de leurs produits de dégradation - Analyses protéiques

Ne connaissant pas la teneur protéique des surnageants de culture, pour chaque solution il a eté
déposé le méme volume d’échantillon (20 pL). II est ajouté un volume de tampon de charge
natif (20 uL) Puis, le tampon de migration dilué au 10° (Tris/Glycine/SDS) est versé apres avoir
déposé le gel de polyacrylamide dans son support. Finalement, 5 yL de standard de poids
moléculaire sont déposés dans le premier et dernier puit du gel. Puis, 10 puL de chaque
échantillons sont déposés dans chacun des puits. La migration a été effectuée a 15mA/gel puis
celui-ci a été colore dans une solution de bleu de Coomassie et décoloré dans une solution 10%
acide acétique/10% méthanol/80% eau.

H C. Madzak, résultats non publiés

! Oinitiale x Vinitial = DOfinale x Vfinal, de maniére générale Vf est 2mL de filtrats d’exuvies, DOf est 0,01 et
DOi celle qu’on vient de mesurer.

I Milieu YPD-agar : 1% glucose, 1% yeast-extract, 1% bactopeptone, 1,6% agar

K C.Madzak résultats non publiées
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4. Reésultats et discussions

4.1 Exploration de la biodiversité de Yarrowia lipolytica
et selection des souches les plus efficaces

Les souches sélectionnées en amont de ce stage sont répertoriées a I’Annexe n°3. 1l s’agit de
30 souches d’origines diverses et d’environnements différents. Ces 30 souches proviennent
d’environnements pollués, non pollués, d’animaux, de 1’industrie agro-alimentaire, de produits
laitiers (lait, fromage), et d’autres aliments. Il est important de noter que les souches nommeées
ME-37 et ME-54 n'ont pas encore été attribués a une espéce précise du genre Yarrowia : on dit,
on dit alors qu’elles sont Yarrowia sp (abréviation de species). Celles-ci ont été sélectionnées
car elles proviennent d’insectes et plus particulierement du scarabée Hoplia coerulea (un
insecte de la famille des coléopteres, connu pour sa couleur bleu métallique chez le male). Bien
que n'appartenant peut-étre pas a l'espéce lipolytica (auquel cas leurs caractéristiques attendues
seraient de ce fait mal connues), elles ont été sélectionnées pour ce projet de recherche dans
I’espoir d’avoir des capacités spécifiques a un substrat riche en exuvies d’insectes.

Figure n°4 : Illustration de Hoplia coerulea®®

4.1.1 Ensemencement des souches sur boftes de pétri

A la réception des souches en provenance du CIRM-Levures (Centre Internationale de
Ressources Microbiennes INRAE dédié aux levures) de Montpellier®®, la premiére étape a été
d'observer l'aspect sur 1’aspect macroscopique des différentes souches en les ensemencgant sur
des boites de pétri en milieu nutritif riche. L’objectif était double : détecter des potentielles
traces de contamination et observer l'aspect des colonies afin de détecter de possibles
similitudes entre les souches entre-celles provenant d’un méme milieu, ou d’environnements
proches.

A la loupe binoculaire aucune contamination n’a été détectée pour les souches enprovenance du
CIRM levures de Montpellier, des similitudes ont pu étre cependant observees entre celles-ci.
Dans le cas des souches laitiéres et fromageéres, ces souches ont un aspect lisse et trés peu
filamenteux. L’apport, par le milieu, en nutriments, sSemble étre suffisant pour leur croissance
et que méme apres un temps de croissance relativement long (72h) elles ne sont pas en carence.

Souches fromageéres

1EO7 :

TL 302
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Figure n°5 : Photographies de deux souches, PentaxMx1, format carré, 1003-4 pixels par coté

Cependant, au sein d’un environnement proche les caractéristiques morphologiques des levures
different. Ci-dessous, il est présenté des souches qui proviennent toutes du sol, pourtant, leur
apparence est bien différente.

Souches du sol

CLIB 703 H222

Figure n°6 :_photographies de trois souches, PentaxMx1, format carré, 1003-4 pixels par
coté

Les différentes souches de cette levure présentent une grande variété d'aspect des colonies a
cause de la filamentation. Elles montrent toutes une forte filamentation mais leurs différences
résident dans le degré de filamentation et la facon dont il modifie la forme de la colonie. Le
dimorphisme (cellules de forme ronde ou hyphe/pseudo-hyphe) est variable d’une souche a
I’autre selon les conditions de culture. De maniere générale, 1’hypothese la plus probable
provient des profils génétique différent, le mécanisme de transition dimorphique étant
complexe.

Aussi, cela peut s’expliquer par le fait que des structures microscopiques filamenteuses ont un
impact sur 1’aspect macroscopique de la colonie. En effet, en observant microscopiquement les
souches filamenteuses il a été possible de se rendre compte des différences microscopiques sur
la structure des hyphes et des pseudo-hyphes.

Figure n°7 : Photographie microscopique de la souche A-101, x40, 24h d’incubation sur
milieu nutritif riche a 28°C

Aprés 24h d’incubation, les cellules sont arrondies et ne présentent pas de structure incluant des
hyphes ou des pseudo-hyphes. IL est possible de déduire qu’a ce stade les cellules ne sont pas
en carence et qu’il reste encore des composants métabolisables dans leurenvironnement. D’un
point de vue macroscopique, 1’absence de filamentation se caractérise par un aspect lisse.
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Figure n°8 : Photographie microscopique de la souche A101, x40, 72h d’incubation sur
milieu nutritif riche a 28°C

Aprés 72h d’incubation a 28°C, la souche A101 voit ses cellules s’allonger et former des hyphes
et pseudo-hyphes (ramification sans noyau). On peut en déduire qu’a ce stade une partie des
cellules sont en carence. Ainsi, elles doivent s’allonger pour augmenter leur surface de contact
avec le milieu. Leur objectif étant de métaboliser les éléments du milieu nutritif riche encore
disponibles. D’un point de vue macroscopique, cette filamentation se caractérise par un aspect
rugueux.

Pour conclure, on a pu remarquer qu’au sein d’une méme espéce, I’environnement de
développement des souches les conduit a adopter des caractéristiques morphologiques
différentes. Ce sont ces mémes mécanismes d’adaptation, propres a tous les étres vivants, qui
ont conduits ces 30 souches a développer un aspect macroscopique et microscopique différent
et en adéquation avec leurs environnements.

11 est alors possible d’émettre I’hypothése que ces différences ne s’arrétent pas uniquement a
leurs aspects mais que leurs caractéristiques intrinséques different égalementd’une souche a
’autre.

4.1.2 Tests d’activités protéolytiques

La capacité des levures a métaboliser les protéines est I’un des critéres pour sélectionner les
souches les plus efficaces a envoyer au laboratoire canadien. Pour se faire, il a été question de
mettre au point un test permettant de mesurer cette activité. (Asha Bhakthavalsalam, et al 2018)
Oprésente un test utilisant du lait écrémé en poudre (skim milk powder en anglais). Ce dernier
permet de visualiser, directement sur la boite de pétri, des halos d’éclaircissement autour des
colonies ayant métabolisé les protéines contenues dans le skim milk. Pour chacune des souches
un dép6t avec ou sans patch a été effectué, 1’idée était de noter une potentielle différence de
comportement cellulaire entre les deux méthodes de dépots.

Chacune des souches a été ensemenceée sur deux boites de pétris distinctes :

- le milieu riche en protéines laitiéres a pH 4

- le milieu riche en proteines laitiéres a pH 6,8

Ce choix visait a maximiser I’activité de I’une ou I’autre des deux protéases sécrétées par les
levures Yarrowia lipolytica. En effet, les deux pH maximums d’expression des protéases sont
le pH 4 (AXP, protéase acide) et le pH 6.8 (AEP, protéase neutre/alcaline)®*.

Ainsi, ’activité protéolytique de chacune des deux protéases a pu étre observée par selon leurs
conditions d'expression respectives. Autrement dit, chacune est réprimée dans les conditions de
pH maximisant I'expression de l'autre.
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4.1.3 Influence de 1’utilisation du patch

Dans un premier temps il a été question de chercher a savoir si I’utilisation du patch, présenté
ci-dessus, avait un impact sur I’activité protéolytique des levures.

Figure n°9 : Dépdt avec et sans patch 8 souches (20uL, DO = 0,1)

Pour cela, la variation des mesures selon que 1’on effectuait un dépdt sur patch ou un dép6t
sans le patch a été calculée. Cette étude a été effectuée sur les 8 premiéres souches en possession
du laboratoire de INRAE. Les résultats de 1I’étude de I’influence du patch sur I’activité
protéolytique des levures sont presentés en sur le tableau n°2 :

Tableau n°2 : Tableau de [’étude de la variabilité des mesures de halos avec sans patch sur
8 souches de Yarrowia lipoltyica

t = 48h t=72h

pH 4 (AXP) pH 6.8 (AEP) pH 4 (AXP) pH 6.8 (AEP)

Avec Sans Ecart |[Avec Sans Ecart [Avec Sans Ecart |Avec Sans Ecart
Souches patch patch relatif | patch patch relatif |patch patch relatif |patch patch relatif
W29 14,40 14,20 0,01 |16,92 16,80 0,01 |24,00 23,80 0,01 |28,20 28,10 0,00
Polt-témoin négatif 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
H222 22,20 22,00 0,01 |0,00 0,00 37,00 36,80 0,01 [0,00 0,00
Al101 18,60 18,90 0,02 |16,98 17,20 0,01 31,00 31,40 001 |28,30 28,50 0,01
CLIB 79 15,06 14,90 0,01 |16,38 16,30 0,00 |2510 24,90 0,01 |27,30 27,00 0,01
EL13-B1-2-1 18,72 18,80 0,00 |0,00 0,00 31,20 31,00 0,01 |0,00 0,00
TL 301 13,86 13,70 0,01 |17,04 17,30 0,02 |23,10 22,90 0,01 |28,40 28,50 0,00
CLIB 200 12,12 11,90 0,02 |13,92 14,10 0,01 |20,20 19,90 0,01 |23,20 23,40 0,01
Variabilité moyenne 1,20% 1,06% 0,92% 0,67%

Il est important de noter que I’écart relatif mesure 1’écart d’une valeur & une valeur théorique.
Pour chacune des mesures, des duplicatas ont ét¢ effectués, en ce sens, il n’y a pas de valeur
théorique a laquelle comparer 1’une et I’autre des valeurs. C’est pourquoi la formule de 1’écart
relatif a été adaptée en :

Mesure n°1 — Mesure n°2

Ecart relatif =
cart T8 = Moyenne (Mesure n°1 ; Mesure n°2)
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L’intérét de cette formule est qu’elle permet de caractériser la dispersion des valeurs par rapport
a la moyenne des deux valeurs. En ce sens, elle permet de palier au manquement d’une valeur
théorique de référence.

La moyenne des écarts relatifs condition par condition a été effectuée. Une moyenne totale
appelée ""Variabilit¢ moyenne totale” a été calculée sur la base de tous les écarts relatifs
moyens, elle est de 0.96%.

Au regard de cette valeur, on peut conclure que I’utilisation du patch ou sa non-utilisation
n’influence pas significativement la mesure des halos d’éclaircissement et donc par extension
I’activité protéolytique des levures sur milieu riche en protéines de lait.

Le choix a été fait pour la suite des expérimentations de déposer ce patch pour plusieurs raisons.
Premierement, le dépét des souches étant sous forme liquide, il permet de limiter les projections
de gouttes. Deuxiemement, il garantit une meilleure régularité des halos d’éclaircissement (en
conservant la forme circulaire du patch). Derniérement, le diametre du patch étant harmonisé
a 6mm, il permet facilement d’avoir une échelle de conversion sur toutes les photos.

4.1.4 Mesures des halos sur ’ensemble des 30 souches :

Les résultats de la mesure de I’activité protéolytiques des 30 souches sont présentés en Annexe
n°5. 1l s’agit des valeurs des halos d’éclaircissement mesurés aprés 72h d’ensemencement
d’une DO de 0,1 a 28°C. A noter que dans le cas de certaines souches, une deuxiéme valeur de
mesure du halo est visible. En effet, il s’agit de souches dont le halo n’était pas visible & 72h
mais le devenait a 120h.

Une nouvelle fois, la souche témoin — Polt — a été ensemencée de maniére a pouvoir palier a
d’éventuels problémes d’interprétation des résultats. Il s’avere que la aussi, elle n’a produit
aucun halo d’éclaircissement, pour autant, ce résultat n’est pas présenté dans I’Annexe n°5
puisque Polt n’est pas une souche sélectionnable pour notre étude. En effet, elle est
génétiqguement modifiée et ne sera en aucun cas choisie pour étre envoyée au Canada. Dans le
but de gagner en précision dans I’interprétation des résultats, il convient d’ajouter une incertitude
sur la mesure des halos d’éclaircissement.

4.1.5 Incertitude sur la souche W29

Les calculs d’incertitude sur les mesures des halos d’éclaircissement de la souche ont été
réalisées. En effet, pour étre parfaitement rigoureux, il aurait fallu répéter cette étape pour
toutes les souches, mais compte tenu du fait qu’il y a 30 souches a étudier, par manque de temps
et au regard du résultat obtenu, il a été décidé que le résultat du calcul de I’erreur de mesure
aléatoire sur W29 allait étre extrapolé aux autres souches

Ainsi, les valeurs des incertitudes de type A, B et de I’incertitude composée sont visibles ci-
apres :

Tableau n°3 : Tableau des incertitudes de type A, B et de [’incertiude composée sur les
mesures des halos d’éclaircissement de W29 sur un milieu riche en protéines de lait
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pH 4 (72h) pH 6,8 (72h)

Moyenne (mm) 24,03 28,17
Incertitude de type A (mm) A 0,52 1,03
Incertitude de type B (mm)# 1,00 1,00
Incertitude composée (mm)* 2,25 2,87

ALe niveau de confiance étant de 95%.

Au regard des mesures de halo d’éclaircissement, il semblerait que ces deux incertitudes soient
relativement élevées. Cela est principalement di au matériel utilisé pour la mesure (mesure avec
une régle), un logiciel de mesure électronique aurait permis de diminuer!’incertitude de type B.
Un nombre plus important de répétition aurait éventuellement pu permettre a I’incertitude de
type A d’étre moins élevée.

Cependant, on cherche seulement, avec les mémes conditions, a établir un classement de
I'efficacité protéolytique entre les souches. La marge d'erreur étant similaire pour toutes les
mesures, leur comparaison est donc possible. 1l est vrai que la caractérisation de leurs activités
protéolytiques seule ne peut étre a I’origine de la sélection des souches les plus prometteuses.
C’est pourquoi, il convient d’étudier d’autres aspects des levures Yarrowia lipolytica et ainsi
d’explorer plus en profondeur la biodiversité de ces souches.

4.1.6 Estimation de la dégradation des lipides

Les lipides étant présents a hauteur de 10% dans les exuvies d’insectes, il convient decomparer
I’activité des lipases extracellulaires des différentes souches.

Contrairement au milieu composé de protéines de lait, le milieu n’a pas été tamponné puisque
la lipase extracellulaire des souches Yarrowia lipoltyca n’a pas de pH d’expression particulier.
Au regard des resultats obtenus plus tot sur I’influence des patchs dans la mesure de leur activité
protéolytique, il a été décidé d’utiliser des patchs pour les raisons précédemment présentées.

Cette analyse qualitative de I’activité de la lipase extracellulaire a soulevé certains problémes.
Plusieurs méthodes ont été testées car la difficulté suivante a été rencontrée : le caractere
hydrophobe de la solution lipidique a entrainé la création de sphéres oléique entre le moment
ou la solution liquide est déposee sur la boite de pétri et le moment ou 1’agar se solidifie. Il a
été question d’accélérer cette solidification par le dépot de blocs glacés sur la surface de la hotte
mais, la encore, le probléeme a persisté.

Il semblerait qu’il s’agisse, en réalité d’un probléme d’accessibilité de la solution oléique aux
lipases extracellulaires. En effet, avec la premi¢re méthode aucun halo d’éclaircissement n’était
visible. Pourtant, les souches semblaient avoir s’étre développées sur ce substrat.
Nécessairement elles avaient ddmétaboliser du substrat (la tributyrine en 1’occurrence) mais les
halos restaient invisibles, probablement a cause de la séparation en micelles lipidiques tombant
au fond de la boite.

Cependant, la deuxieme méthode et 1’hydrophobicité moins prononcée du Tween a permis
d'estimer la taille de halo faiblement visibles. Pour autant, la visualisation des halos reste
subjective et a I’appréciation de I’observateur. C’est pourquoi, aucune mesure n’a été effectuée.
Une évaluation qualitative a été effectuée, elle se base sur une échelle allant d’"activité lipase
tres faible" & "activité lipase forte". Les détails des résultats de cette partie sont visibles en
Annexe n°6.
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Il est tout de méme possible de remarquer que la souche qui semble se démarquer du point de
vue deson activité a métaboliser les lipides par le biais de sa lipase (lip2) est W29. Cette souche
a été isolée des eégouts de Paris, en ce sens, il ne parait pas étonnant d’y constater une activité
fortede sa lipase. En effet, les égouts sont, en général, un milieu riche en composés lipidiques,
il est tout a fait cohérent de voir que cette souche de Yarrowia lipoltyica s’y soit adaptéeety ait
développé une forte capacité a secréter une lipase extracellulaire efficace.

A I’inverse, il n’est pas non plus incohérent que les souches laitiéres ou fromagéres n’aient une
activité lipase que "faible" qui témoigne d’un halo d’éclaircissement a peine visible. En effet,
Yarrowia lipolytica n'est pas ensemencée volontairement au début du processus de création des
fromages, elle doit s'implanter en concurrence (ou en symbiose) avec de nombreux autres
microorganismes (bactéries, levures, champignons). Certains peuvent avoir des activités
lipolytiques dont elle profite sans avoir a sécréter elle-méme de lipase. Il est possible que les
souches fromageres aient été naturellement sélectionnées pour leur activité protéolytique afin
de tirer parti de ressources moins exploitées par les autres microorganismes fromagers. Il est
vrai que ces levures sont connues pour participer a la maturation de certains fromages grace a
son activité protéolytique.>?

Ainsi, il est nécessaire de garder toute mesure quant a la pertinence de ces résultats puisque
I'estimation de I’activité lipolytique n'est pas quantitative.

4.1.7 Données générales de croissance des 30 souches sur
milieu nutritif riche

Jusqu’a maintenant, le processus de sélection des souches les plus efficaces n’était basé que sur
des analyses purement qualitatives (pour les activités lipases) et quantitatives mais influencées
par I’observateur (pour I’activité protéolytiques). Désormais, il s’agit de présenter des résultats
purement quantitatifs, ces derniers venant enrichir les résultats précédents dans 1’objectif de
caractériser les performances des souches sur un milieu de croissance nutritivement riche.

Premiérement pour avoir une meilleure idée de la comparaison que 1’on peut faire entre les
croissances des souches, il semble nécessaire de prendre un exemple. Ainsi, ci-dessous on
peut prendre pour illustration deux souches ensemencees dans les mémes conditions mais qui
croissent assez différemment, les données correspondantes sont présentes en Annexe n°7
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Densité Optique

2,50
2,25
2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00

p 255883 T 00
1. L eoos=t Paramétres CAM 25-E  ME 37
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40  Vmax 5,368 3,477
Temps de culture (heures) Lagtime 09:42:54 15:33:42
—e—CAM 25-E —e— ME-37 DOmax 2,315 2,31

Figure n°10 :_Graphique et tableau des données de croissance cellulaire de deux souches sur
milieu riche (YPD),réalisé a partir de 5 réplicas par souches.

Les "barres d’erreur" sont présentes sur le graphique elles correspondent aux écarts-types de
Pearson calculés a partir des cing réplicas. On remarque que ces dernieres sont plus élevées
pour la souche mE-37, ainsi I’échantillon en question a une croissance moins reproductible que
pour celui de la souche CAM 25-E.

On peut observer que la souche CAM 25-E débute plus rapidement sa phase de croissance
exponentielle (lag-time plus court), de plus sa Vmax sur ce substrat est plus importante. On peut
déja en déduire qu’en milieu liquide riche (possede les nutriments essentiels a leur
développement), la souche laitiere CAM 25-E a des capacités de croissance plus intéressantes
que son homologue ME-37. En effet, cette derniere semble ne pas étre en mesure d’extraire de
son environnement les composés qui lui permettent de croitre efficacement, sa croissance s’en
voit alors ralentie.

On peut voir que la DOmax est atteinte plus tardivement pour ME-37. Toutefois, les deux
souches atteignent la méme densité optique finale. Cette derniéere constatation s’explique parle
fait que les levures ont atteint leur concentration maximale au sein du volume qui leur permet
d’avoir un équilibre entre les cellules qui naissent et celles qui meurent. Cette stabilitéest mise
en place pour garantir un apport en composés métabolisables (provenant du milieu ou des
cellules mortes) continu et stable pour les cellules naissantes.

Il semblerait que certaines souches présentent des caractéristiques de croissance moins
intéressantes du point de vue du projet recherche. En effet, les souches qui se développent
relativement plus faiblement sur un milieu nutritif riche auront plus de difficultés a se
développer sur un milieu encore plus pauvre nutritivement (en 1’occurrence un milieu riche en
exuvies d’insectes).

Remarque n°1 : Chacun des trois parametres présentés a éte extrait grace au logiciel du Gen5
associé a I’appareil de mesure de turbidité : le Biotek H1. De plus, la mesure n’est soumise a
aucun biais de subjectivite, puisqu’ elle est obtenue sans intervention.
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De plus, on peut remarquer que les deux souches dont I’espéce n’a pas été officiellement
reconnue (ME-37 et ME-54) ont des performances de croissance bien inférieures a celle des
autres souches. Leur appartenance a une autre espéce que lipoltyca pourrait expliquer ces
différences, cela nécessitera une étude plus compléte par sequencage de région génomiques
clés, qui devra étre effectuée ultérieurement par le CIRM-Levures.

L’Annexe n°8 présente un tableau récapitulatif complet de cette étude de la biodiversitédes 30
souches du genre Yarrowia et dont 28 sont avérées de 1’espece lipolytica. Au vu de la littérature
scientifique actuelle, il s’agit de la premicre étude fine des caractéristiques de croissance levures
Yarrowia lipolytica a une échelle aussi importante (30 souches).

4.1.8 Conclusion

Ce tableau et les caractéristiques qu’il présente ont conduit a sélectionner 7 souches qui ont été
qualifiées de "plus performantes”. Ces 7 souches ont été envoyées au Canada au sein de
I’équipe du Dr Alain Doyen pour que les produits de dégradation soient caractérisés plus
spécifiqguement sur un milieu riche en exuvies. Ainsi, les 7 souches sélectionnées sur les critéres
précédemment explicités sont les suivantes :

Sol Env.
CLIB 703 : H222 . CLIB 205 : W29 : A 101 :

E— =

=

Fromages
(1EO7) : TL 302 :

Figure n°11 : Photographie des 7 souches sélectionnées (PentaxMx1, format carré, 1003-4
pixels par coté

On pourra noter que la souche W29 a été sélectionnée en raison de ses de ses performances
mais également car il existe déja il existe déja des outils de manipulation génétique chez cette
souche (notamment mutants d'auxotrophies), mis au point dans I'UMR SayFood, qui
permettront d'effectuer plus facilement des surexpressions ou inhibitions de génes d'intérét.
C'est aussi le cas pour H222 A-101 et SWJ-1b, dans d'autres laboratoires a travers le monde.
En effet, dans la seconde partie du projet de recherche, il seraquestion de modifier le génome
des levures pour les rendre plus performantes sur le substratexuvies.

En plus de leurs performances sur la base des criteres précédemment explicités, elles ont
I’avantage de provenir de milieux différents. Le fait de faire un choix hétéroclite comme celui-
ci, garantit nécessairement le maintien, dans ce panel de souches, des caractéristiques quileurs
sont propres et qui proviennent de leur adaptation a leur environnement respectif.
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4.2 Determination d’un substrat optimal

Cette deuxiéme partie visait a générer une solution liquide a base d’exuvies d’insectes pour y
faire croitre les souches sélectionnées et ainsi pouvoir étudier leurs performances sur un substrat
riche en exuvies d’insectes.

L’objectif était de déterminer la capacité des levures a déprotéiniser les exuvies d’insectes
comme il a été vu dans la littérature. En effet, il a été¢ vu qu’il est nécessaire de retirer les
protéines des exuvies pour en extraire une chitine purifiée. L’idée générale de cette partie est
de créer un substrat riche en protéines d’exuvies et de caractériser la croissance des souches sur
celui-ci de maniére a cerner leurs capacités protéolytiques.

Il est important de mentionner que les exuvies d’insectes sont insolubles dans 1’eau. Ainsi, pour
étudier le comportement des levures sur un substrat riche en exuvies, il a fallu développer un
procédé qui permette d’obtenir un milieu de culture représentatif des exuvies. Deux objectifs
majeurs ont été identifiés, le premier étant de réunir les conditions optimales d’extraction de
protéines. Le second étant d’avoir une croissance cellulaire optimale sur ce méme substrat
(température, conditions pH, agitation...).

Dans un premier temps, le détail de I’obtention du substrat riche en exuvies sera présenté ;
par la suite, les résultats de la croissance des souches sur ce substrat seront explicités.

4.2.1 Maximiser la solubilisation des protéines des exuvies

Les exuvies d’insectes étant insolubles, un procédeé d’extraction des composés métabolisables
associés a la chitine (protéines, lipides) a été mis en place. La mise au point de ce procédé a été
commencée en France au sein du laboratoire de INRAE. L’objectif était de comparer I’influence
du pH et/ou de la sonication sur la solubilisation des protéines des exuvies d’insectes.

Puis, au sein de 1’Université Laval, le procédé précédent a été amélioré, 1’idée étant de
déterminer 1I’impact de 1’autoclavage et de la durée d’extraction protéique sur la solubilisation
des protéines.

4.2.1.1 Influence du pH et de la sonication

Les teneurs protéiques des échantillons ont été obtenues par la méthode de dosage Bradfordqui
est une méthode d’analyse spectroscopique. Elle consiste a générer une courbe d’étalonnage a
partir d’un sérum d’albumine bovine (SAB) de concentration protéique connue. L’objectif étant
de comparer la colorimétrie a 595nm des solutions apres 1’ajout de bleu de Coomassie G-250.
En effet, ce qui est physiquement mesuré est un changement d'absorbance due a la modification
de la couleur du bleu de Coomassie lorsque celui-ci se fixe (complexation) aux acides aminés
basiques (arginine, histidine, lysine) et aux résidus hydrophobes des acides aminées présents.
Ainsi, le graphique suivant a été obtenu a partir des résultats de I’Annexe n°9.
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Figure n°12 : Concentration de protéines solubilisées en fonction du pH d’extraction et de la
sonication

Tout d’abord, de part les valeurs relativement faibles des écarts-types (en moyenne 2,53

%), on peut souligner le caractere reproductible de cette méthode (trois mesures ont été
effectués par filtrats).

Cependant, des inconvénients a cette méthode de quantification par test Bradford peuvent étre
souleves :

Premierement, cette méthode est linéaire et sur un intervalle étroit, (de 2 pg/ml a 120 pg/ml),
ce qui implique nécessairement des dilutions préliminaires de I'échantillon avant analyse. Or,
les dilutions d’un échantillon & I’autre peuvent étre la cause de la dispersion des résultats.

Deuxiemement, Les acides aminés, les peptides et les protéines de bas poids moléculaire
<3000Da ne sont pas détectés par cette méthode. En effet, le bleu de Coomassie se fixe sur les
liaisons peptidiques, or les mono-peptides ne sont donc pas détectés. Ainsi, il est possible que
la sonication ait par exemple amplifié la solubilisation des protéines maisdans le méme temps
augmenté la présence de mono-peptide. Ainsi, I’apport de la sonication ne sera pas visible par
test Bradford.

En effet, la sonication peut étre utilisée pour accélérer la dissolution, en brisant les interactions
intermoléculaires. Dans les applications biologiques, la sonication peut étre suffisante pour
perturber ou désactiver un matériau biologique>3. Elle devrait donc, en théorie, permettre une
meilleure solubilisation des exuvies d’insectes et donc une meilleure extraction protéique. Pour
autant, au regard des résultats présentés ci-dessus, la sonication ne semble pas augmenter
significativement la teneur protéique des filtrats d’exuvies (excepté a pH 8). Au vu des résultats
présentés, il ne semble pas rigoureux de tirer des conclusions quant & I’impact de de la
sonication sur la teneur protéique du filtrat d’exuvies. Cette technique sera donc exclue dans la
suite de notre étude.

D’autre part, on peut voir trés nettement que I’hydrolyse acide a pH 2 classique et sans
sonication extrait le plus de protéines (1,058 pg/uL) des exuvies d’insectes.
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4.2.1.2 Etude de !’impact de [’autoclave et de la durée d’hydrolyse

I1 a été décidé d’augmenter la durée de I’hydrolyse, ce qui a contribué a améliorer la méthode.
De plus, il a été question de tester un pH basique pour le comparer a I’extraction protéique a
pH 2 qui s’est révélée étre la plus efficace en termes d’extraction protéique. Finalement, une
¢tude autour en lien avec de I’'impact de 1’autoclave et sur la durée de I’extraction protéique a
été effectuée.

Un nouveau protocole a été réalisé. Le temps d’extraction est passé de 15 min a 60 min, ainsi,

I’hypothése d’une teneur protéique plus élevée est posée. Ainsi, les résultats présentés dans le
tableau n°4 :

Tableau n°4 : Concentration de protéines solubilisées en fonction du pH d’extraction et de la
de ’ajout éventuel d’'un cycle d’autoclavage ou non

Sans autoclavage Avec autoclavage
Concentration Concentration
pH protéique moyenne protéique moyenne
(Hg/pL) (Hg/pL)
2 2,28 +0,25 4,76 £ 0,95
10 1,58+ 0,12 1,93 +0,37

Les résultats de la méthode de Dumas ne sont pas comparables a ceux présentées au -dessus
(méthode de Bradford). La méthode de Dumas mesure l'azote total provenant des protéines et
de la chitine, ainsi de Dumas permet de détecter la solubilisation des composés azotés, protéines
et chitine mélangés, ce qui reste tout a fait cohérent avec ce qu'on veut faire dans le procéde.

De plus, ce procédé est influencé par de I’homogénéité de 1’échantillon, c’est pourquoi un
nombre important de répétition sont nécessaires éviter ce biais. Malgré cela, on peut voir que
les incertitudes restent relativement élevées.

Au regard des résultats présentés, le cycle d’autoclavage permet d’augmenter significativement
la concentration protéiques de nos filtrats d’exuvies d’insectes. Ainsi, on peut en déduire que
I’autoclave a pour effet de permettre une meilleure solubilisation des protéines. De plus, en
comparaison avec la condition d’extraction a pH10, il est clair, une fois encore, que qu’un
hydrolyse acide a pH 2 permet d’obtenir une concentration protéique plus importante (4,76
Mg/pL contre 1,93 pg/pL).
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4.2.1.3 Conclusion sur [’extraction protéique

Ainsi, en repartant a la quantité initiale d’exuvies d’insectes en début d’extraction (2,5% m/v)
il a pu étre calculé le pourcentage massique de protéines extraites par rapport a la masse initiale
desexuvies. Rappelons que le pourcentage de protéines dans les exuvies d’insectes completes
estde 49,8% (voir figure n°1). Les résultats en question sont visibles au sein du Tableau n°4

Tableau n°5 : Tableau récapitulatif du pourcentage de protéines extraites des exuvies
complétes (rendement) en fonction des techniques de calcul utilisées et des protocoles

Méthode Bradford Méthode Dumas
Pourcentage Pourcentage
. Pourcentage Pourcentage , . , .
Durée H  dextraction (%) d’extraction (%) d’extraction d’extraction
d'extraction P (Soniqué) ? (Non soni é)° (%) (%)
'qu au (Sans autoclave) (Avec autoclave)
2 8,3+0,1
2,5 4,8+0,6
3 3,0+£0,1 3,6+0,2
15 min 4 1,3+£0,2 2,7+0,1
6 1,3+0,3 1,3+0,4
6,8 25+0,2 25+04
8 34+0,1 21+0,3
_ 2 0,9+0,14 1,8+0,3
60min
10 0,6+0,1 0,8+0,1

A ce stade, il est assez net que la meilleure voie d’obtention d’un substrat riche en protéines
extraites des exuvies d’insectes est d’utiliser une extraction acide a pH 2, dans les deux
protocoles c'est ce pH qui permet d’obtenir la meilleure extraction protéique (8,3% et 1,8%
respectivement). La méthode quantification difféere entre la France et le Canada, ainsi les
résultats obtenus par la méthode de Dumas et ceux obtenus par celle de Bradford ne sont pas
comparables.

Pour autant, la durée d’extraction a augmente, passant de 15 min a 60 min. Ainsi, on peut
rigoureusement supposer que cette derniere a conduit a une teneur protéique finale plus
importante que celle que I’on a pu obtenir en France. Néanmoins, la teneur maximale en
protéines qui a été extraite des exuvies reste relativement faible (8,3% de rendement), il
semblerait que le probleme de la solubilité des exuvies soit une difficulté technique assez
préoccupante.

Cependant, qu'en est-il de la croissance des souches sur ce substrat, une teneur protéique élevée
est-elle synonyme de meilleure croissance cellulaire ?

4.2.2 Un substrat qui permet une croissance optimale

Il est important de noter que le milieu YNB liquide utilisé est milieu dilué nutritif pauvre de
facon a ce qu'il ne permette que le démarrage des cultures mais soit rapidement carencé.
Contrairement au milieu YNB classique (3,4%(m/v) de la base azotée de levure, 2% (m/v) de
glucose), qui soutient parfaitement la croissance sur plusieurs jours, avec ce YNB classique la
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levure n'aurait eu aucun besoin de métaboliser les exuvies. Ainsi, caractériser la croissance des
levures sur ce milieu permet de tirer des conclusions sur leur capacité a métaboliser les autres
composants (lipides et protéines) du milieu.

4.2.2.1 Croissance sur milieu non ajusté
Une premiere idée a été celle de comparer la croissance cellulaire des souches sur les filtrats
d’exuvies qui ont été précédemment creés. Il s’agit de comparer la croissance dessouches sur
un milieu nutritif riche a base de protéose peptone (peptides et protéines du lait.), de milieu
nutritif pauvre (YNB-liquide) et des différents milieux réalisés précédemment :

e Milieu d’extraction a pH2

e Milieu d’extraction a pH2,5

e Milieu d’extraction a pH3

e Milieu d’extraction a pH6
Ainsi, le résultat suivant de cette manipulation a été obtenu en ensemencant des triplicatas de

chacune des conditions.
2,5

SWJ milieu minimum
(YNBdil)

—— SWJ milieu protéose
peptone

SWIJ + filtrat.ex pH 2

1,5

Densité optique

o— SWIJ + filtrat.ex pH 2.5

0,5
.. ——SWI +filtrat.ex pH 6

1 2 3 45 6 7 8 9 101112131415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25

Temps de culture (en heures)

Figure n° 13 : Mesure de la densité optigue de la souche SWJ-1-b en fonction de son temps
de culture sur différents substrats

Le tableau récapitulatif des données d’intéréts correspondantes est visible en Annexe n°10

En premier lieu, on peut remarquer que la dispersion des résultats entre triplicatas est plus
importante dans le cas du milieu riche en protéose peptone. En effet, ces incertitudes sont plus
élevées que pour les autres milieux. Cela peut provenir de plusieurs facteurs comme les
imprécisions liees au volume de dép6t dans les puits, a la quantité de cellules déposee ou encore
a I’homogénéité du milieu liquide. Quoi qu’il en soit, les résultats restent entierement
exploitables du fait de leur nette différence avec ceux des autres milieux

On peut voir assez nettement que les milieux générés a base d’exuvies ne permettent pas une
croissance aussi importante comparativement au milieu riche a base de protéose peptone
(protéines et peptides du lait). Cette observation est logique puisque le milieu a base de
protéoses-peptone a une teneur protéique (2,59/100mL) bien plus élevée que les filtrats
d’exuvies (0,1058 g/100mL au maximum, voir tableau n°3).
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Cependant, la croissance sur milieu minimum est bien moins importante que celle sur les filtrats
d’exuvies. En effet, la quantité de cellules en phase stationnaire (DOmax) est plus élevée, la pente
de la phase exponentielle (Vmax) est plus importante et le temps nécessaire a ’entrée en phase
exponentielle est moindre. On peut en déduire, respectivement, que les nutriments (protéines,
lipides et dérivées chitiniques) sont présents en plus grand nombre alors qu’ils sont absent dans
le milieu minimum (exclusivement composé d’un sucre et d’une source d’azote). Cela vient
confirmer le fait que les souches sont capables de métaboliser les composés extraits des exuvies
d’insectes.

Par ailleurs, on remarque que le lien entre teneur protéique des échantillons et la croissance
cellulaire n’est ici pas vérifié¢. En excluant le cas du milieu avec protéose peptone, il semblerait
que les souches croissent de maniére plus importante sur le milieu a pH 3 qui a pourtant une
teneur protéique plus faible. Le filtrat d’exuvies extrait a pH 2 est celui qui a la teneur protéique
la plus élevée, ici, on peut voir que ¢’est lui qui est a ’origine du lag-time (temps nécessaire a
I’entrée en phase exponentielle de croissance cellulaire) le plus élevé (cf fig n°20). Notons que
ce démarrage tardif est surtout imputable aux composés du YNBdil, immédiatement
disponibles, alors que l'utilisation des filtrats d'exuvies nécessite I'expression de génes et la
production d'enzymes, ce qui prend nécessairement du temps.

Pour autant, le lag-time & pH 2 est di a une mauvaise de tolérance d'un pH aussi acide par
Yarrowia lipolytica. Il est également connu que ces levures ont tendance a augmenter le pH
lorsqu’elles se développent®. Cela explique la présence du rebond que fait la culture a pH 2
vers 17h : le début de croissance lente a permis une augmentation du pH, d’ou croissance, a
postériori, plus efficace. Autrement dit, cette différence de croissance ne serait pas due a la
teneur protéique des échantillons mais au pH de la culture.

Seule une souche (SWJ-1-b) est présentée ici, pour autant, les observations sont extrapolables
a ’ensemble des 7 souches sélectionnées. Autrement dit, on observe les mémes phénoménes
quelques soit la souche.

4.2.2.2 Croissance sur milieu ajusté

Pour s’extraire de ce biais, il a été question de chercher une méthode qui permettrait d’améliorer
la croissance cellulaire sur le filtrat qui a la teneur protéique la plus élevée. Ainsi, au lieu
d’étudier directement la croissance sur le milieu a pH 2, il a été proposé de basifier la solution
pour en étudier I’impact sur la croissance des 7 souches sélectionnées.

Ainsi, dans cette expérience plusieurs criteres de comparaison sont mis en jeu : le pH
d’ajustement, le temps d’extraction et I’utilisation du cycle d’autoclavage. Pour rappel,
I’influence de la sonication a été exclue, 1’idée générale étant de trouver 1’ajustement qui permet
une croissance cellulaire maximale.

Dans un premier temps, pour discuter de 1’effet de I’ajustement suivi d’une seconde filtration
sur la teneur protéique du filtrat, une étude de sa teneur protéique a été realisee. En effet, a la
suite a d’un ajustement a pH 4 et a pH 6, la question a été posée de savoir si des protéines
avaient pu s’agréger et se retrouver dans le rétentat. Cette hypothése aurait signifié que la
quantité finale de protéines aurait diminuée dans le filtrat nouvellement ajusté.

Ainsi, les résultats sont présentés ci-apres :
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Tableau n°6 : Tableau de la concentration protéique mesuré par la méthode de Dumas selon
trois conditions d’ajustements et de filtration

Concentration protéique moyenne
(Mg/uL)

Exctraction a pH 2 non ajusté 1,064 + 0,005A

Conditions

Extraction a pH 2 ajusté 4 & filtration 1,030 + 0,004
Extraction a pH 2 ajusté 6 & filtration 0,377 + 0,004

A Incertitudes calculées au seuil de 95% grace a 1’écart-type sur la moyenne de Pearson

Au regard des écart-types calculés, il peut étre conclu quant a la répétabilité dela méthode de
quantification des protéines. Les données sont ainsi exploitables.

On peut voir que pour I’ajustement a pH 4 la concentration protéique de I’échantillon n’a pas
significativement varié apres la seconde filtration (0,22um). En effet, 1’écart relatif n’étaitque
de 3,102%. Ce résultat signifie que pratiqguement aucune protéine n’aété retenu par le filtre
0.22microns et donc qu’aucun agrégat protéique ne s’est formé suite acet ajustement. En effet,
le point isoélectrique n’a pas été dépassé.

En revanche, les résultats de I’ajustement a pH 6 montrent que la quantité protéique par rapport
au milieu non ajusté a diminué de prés de 65%. Ainsi, on peut en déduire qu’a ce niveau
d’ajustement, le point isoélectrique a été dépassé et donc une fraction non négligeable de
protéines agrégeées se retrouve dans le rétentat.

Finalement, il sera nécessaire de discuter des résultats suivants a la lumiere de ceux qui viennent
d’étre présentés ci-dessus. Il explique également notre choix d’avoir ajusté stérilement le pH
10 d’extraction a un pH 4. L’idée étant de ne pas avoir besoin de filtration post- ajustement et
ainsi de s’affranchir du biais relatif au protéines agrégés piégées dans le rétentat.

Ainsi, pour chacune des 7 souches sélectionnées, les résultats de la croissance de celles-ci sur
les filtrats obtenus a 15min d’extraction et ajustés sont présentés ci-apres.
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Figure n°14 : Graphigue des courbes de croissance de la souche W29 au sein des différents
milieux (dépdt en triplicatas)

Tout d’abord, les faibles incertitudes témoignent de la reproductibilité de 1’expérience ainsi
que du caractére exploitable des données.

Dans un premier temps, on peut remarquer que le choix a été effectué de conserver deux milieux
non ajustés, soit le filtrat d’exuvie d’extraction a pH 2 (non ajusté), il s’agit de celui qui a la
teneur proteique la plus élevée. Soit le filtrat d’exuvie d’extraction a pH 3 (non ajusté) a
également été choisi, il s’agit de celui qui permettait la meilleure croissance cellulaire.

En comparant les milieux ajustés a ceux non ajustés, on remarque que la croissance de la souche
W29 sur le milieu d’extraction a pH 2 non ajusté est bien moindre que pour les milieux ajustés
(DOmax et Vmax plus faibles, lag-time plus important). I en est déduit qu’a teneur protéique
égale, le pH de culture joue un réle prépondérant dans la croissance cellulaire des levures
Yarrowia lipolytica.

Il est observe que la croissance cellulaire de cette levure dans un milieu ajusté a pH6 est elle
aussi tres faible. Cette observation provient de deux facteurs. Premierement, la filtration post-
ajustement a diminué la teneur protéique du perméat, rendant ainsi la quantité de protéines
accessible aux souches moins importante. Deuxiémement, il faut savoir que les levures
Yarrowia lipolytica ont tendance a basifier leur environnement lorsqu’elles se développent (la
preuve de cela sera détaillée en fin de ce rapport). Ainsi, un début de croissance a pH 6 implique
que les pHs d’activité de la protéase acide AXP sont rapidement dépassés®>.

Cependant, on peut s'étonner que la croissance soit aussi bonne dans ce milieu
(comparativement a ceux ajustés a 3 ou 4) car la quantité de protéines est réduite de moitié dans
ce milieu. On peut observer a pH 6 l'effet précoce de la production d'AEP (protéase
neutre/alcaline) qui pourrait étre a 1’origine de cette meilleure croissance, dans le cas ou elle est
nettement plus performante que I'AXP, ce qui semble étre ici le cas. Par ailleurs, a cause de la
perte de la majeure partie des protéines, ce milieu est trés rapidement épuisé, d'ou la chute
brutale qui suit, avec apparemment une mort cellulaire importante (au lieu d'une phase
stationnaire).
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Il a été question de comparer les milieux ajustés au filtrat non ajusté qui entrainait la meilleure
croissance cellulaire. Ainsi, on remarque que seul le filtrat d’exuvies obtenu a pH 2 et ajusté a
pH 4 permet d’avoir une croissance cellulaire significativement améliorée. En effet, I’ensemble
des caractéristiques d’intéréts (DOmax, lag-time et Vmax) sont meilleures.

Lorsque 1’on s’intéresse aux statistiques complétes (Annexe n°l11), sur les 7 souches
sélectionnées, on peut affirmer que ¢’est un ajustement a pH 4 qui permet de maximiser ces
critéres de comparaison (DOmax, Vmax, lag-time).

Finalement, le milieu qui permet la meilleure croissance cellulaire est issu d’une étape
d’extraction a pH 2 (qui permet d’avoir la teneur protéique la plus importante) suivi d’un
ajustement a pH 4 (pH qui permet une cellulaire optimale).

4.2.2.3 Impact de [’autoclavage et de la durée d’extraction :
Précédemment il a été observé avons pu observer que le meilleur rendement protéique avait été
obtenu pour une extraction protéique avec autoclave d’une durée de 60min. Pour autant, cette
derniére information implique-t-elle nécessairement une meilleure croissance des souches ?
Au regard des résultats obtenus en France, il a été prouvé que c’est un ajustement a pH 4 qui
garantissait la meilleure croissance. C’est donc un ajustement a pH 4 qui a été effectué pour
comparer ’effet de la durée d’extraction et de 1’autoclavage sur le développement cellulaire.
Ainsi, de laméme maniére que précédemment, les résultats des suivis de croissance suivantsont
été obtenus :

1,4
1,2 a8 S 3 o0 093
of —e—TL302 + milieu minimum (YNBdil)
1
g ¥ T Tt e— TL302 + filtrat.ex pH2 (15min) ajusté
o = T T = '; 3 N
Zos SEEESERES SN & 2t
o ¥ x + TL302 + filtrat.ex pH10 avec
tg s R autoclave (60min) ajusté a 4
2 0,6 - 4 - - = L 9 $-3T T T - -
8 F x /o =it o—TL302 + filtrat.ex pH2 avec autoclave
# 3 (60min) ajusté a 4
0,4
—e—TL302 + filtrat.ex pH10 sans
0 autoclave (60min) ajusté a 4
TL302 + filtrat.ex pH2 sans autoclave
0 (60min) ajusté a 4

123456 7 8 910111213141516171819202122232425

Temps (en heures)

Figure n°15 : Turbidité moyenne de TL302 sur différents milieux de culture riches en exuvies
d’insectes (analyses effectuées en triplicata).

Pour comparer les différentes conditions, la condition optimale (extraction protéique de 15min
apH 2 et ajustement ph4) de la précédente expérience a été superposée a ce graphique. Il s’avére
que les conditions de mesure de turbidité ainsi que la turbidité initiale sont identiques, c’est
pourquoi, il est rigoureux de superposer les résultats.

Comparativement au cas de 15 min d’extraction protéique, une durée de 60 min génere une
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DOmax moins importante, un Vmax moins élevée et un lag-time plus long (voir Annexe n°12).
Cela pourrait s’expliquer par le fait que la teneur protéique des échantillons obtenus par une
hydrolyse acide plus longue est moins importante. Cependant, on ne peut étre confirmer cette
hypothése puisque les méthodes de quantification de protéines (Dumas et Bradford) ne sont pas
les mémes.

Paradoxalement, il semblerait que le temps d’extraction soit inversement proportionnel aux
performances de croissance cellulaire. Autrement dit, dans notre cas plus ce temps d’hydrolyse
est court et plus les souches croissent efficacement.

On voit également que sans autoclavage, le pH 2 permet une croissance légerement amélioree
comparativement a celui a pH 10. En effet, comme exposé plus haut, le pH 10 ajusté stérilement
a 4 entraine la formation d’agrégats protéiques (dépassement du point isoélectrique). Le choix
de ne pas filtrer aprés ajustement permettait d’éviter ce biais, pour autant, les protéines agrégées
sont, de fait, moins accessibles (a cause des agrégats). En ce sens, il est logique que la croissance
cellulaire dans ces conditions ne soit pas optimale.

Pour autant, il semble étonnant qu’une extraction a pH 2 plus longue, ajustée a pH 4 ne donne
pas des resultats similaires a la condition précédente lorsque la durée d’hydrolyse était plus
courte.

Finalement, I’influence du cycle d’autoclavage est observable en comparant deux a deux les
croissances cellulaires sur les milieux ayant subi ce cycle ou non. Il semblerait qu’au regard des
résultats présentés sur la figure et ceux présents en Annexe n°12 que les milieux sans autoclave
entrainent une croissance cellulaire moindre. Cette derniere, a pH 10 et a pH 2 conduit a une
croissance cellulaire tout de méme meilleur que le milieu minimum (YNB liquide). Cela semble
cohérent puisque qu’il y a des protéines et des peptides des exuvies dans ces filtrats.

4.2.3 Conclusion

Il a été démontré que plusieurs facteurs sont déterminants dans le choix du substrat optimal
pour la caractérisation de la croissance des sept souches de Yarrowia lipolytica. Il semblerait
que le meilleur procédé d’extraction des protéines des exuvies d’insectes soit celui qui réunisse
une extraction a pH 2 dont 15 min d’autoclavage, suivi d’un ajustement a pH 4.

Finalement, au cours de cette partie, un procédé optimisant I’extraction protéique des exuvies
d’insectes a été développé. La teneur protéique finale maximale est d’environ de 0,125% pour
2,5% d'exuvies au départ, ce résultat semble en apparence assez faible. Pour autant, il est
important de se remémorer que les exuvies d’insectes sont insolubles et que cette caractéristique
rend d’autant plus complexe 1’extraction de ses protéines.

D’autre part, aprés culture des sept souches Yarrowia lipolytica, il a été remarqué, pour la
premicre fois, qu’elles étaient capables de métaboliser les composés présents dans les filtrats:
les protéines extraites des exuvies ainsi que, probablement, les lipides. En ce sens, I’hypothese
selon laquelle les levures Yarrowia lipolytica sont capables de dégrader les protéines des
exuvies d’insectes est vérifiée. En effet, I’un des enjeux majeurs de cette étude est d’utiliser les
levures pour déprotéiniser les exuvies d’insectes. En outre, si une méthode permettait
d’augmenter la solubilité¢ des exuvies et d’extraire plus de protéines, au regard des résultats
precédents, il serait envisageable que les levures soient en mesure d’en métaboliser une grande
partie.

Alors qu’il s’agissait d’un filtrat, en substance relativement proche de celui des exuvies, il est
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legitime de se demander si une telle croissance est possible sur un milieu non filtré. Autrement
dit, il est désormais question de mettre les cellules en contact direct avec les exuvies.

4.3 La croissance des souches les plus performantes sur
exuvies completes

Cette derniére partie prend place dans la continuité des deux précédentes. En effet, la ou la
partie | et Il ont permis de sélectionner les souches les plus efficaces et de confirmer leurcapacité
a métaboliser les protéines des exuvies, cette troisieme partie s’intéresse a la croissance des
souches sur les exuvies complétes.

Dans un premier temps, il sera question de caractériser leur croissance sur ce milieu formé de
particules solides (les exuvies étant insolubles) et du milieu d’extraction optimal (liquide). Puis,
il sera question de quantifier et de caractériser les produits de dégradation des levures sur les
exuvies complétes.

4.3.1 La croissance des souches les plus performantes sur les
exuvies completes

A la lumiére des résultats précédents, le milieu qui permet une extraction protéique la plus
importante est celui ou les exuvies subissent une hydrolyse acide de 15 min a I’autoclave puis
un ajustement a pH 4 avant d’ensemencer les souches. C’est donc cette méme logique qui a été
répétée ici. Cette fois les exuvies complétes sont présentes, ainsi le milieu n’est pas filtré.
Autrement dit, les levures seront directement mises en contact avec les cuticules d’insectes.

Le choix a été fait de présenter les résultats en équivalent de turbidité, correspondant a la
croissance cellulaire. C’est de cette maniére que les précédents résultats avaient été présentés.
De plus, il semble plus commun de parler en termes de densité optique plutét que de nombre
de cellules. Néanmoins, Il faut comprendre que les densités optiques suivantes sont tirées du
nombre de cellules par boites et que c’est en connaissant le facteur de dilution que 1’on a pu
remonter au nombre de cellules par mL. C’est effectivement a partir de cette concentration
cellulaire qu’en a été déduit la densité optique correspondante.

Ainsi, le graphique suivant représente les résultats de cette premiére manipulation de
dénombrement réalisée.
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Figure n° 16 : Courbe de la DO600 (estimée —<—CLIB703 max 48h: 17,50 (5,25 x 108 cellules/ml)
par dénombrement sur boites YPD-agar) de
cultures en milieu YNBdil + exuvies "pH2HCI —¥—CLIB205 max 72h: 28,50 (8,55 x 102 cellules/ml)
ajusté a pH4" et diagramme des pH A101

correspondants
H222 max 72h : 22,75 (6,83 x 108 cellules/ml)

TL302

Compte tenu des faibles incertitudes (barres d’erreur) observables sur cette figure, on peut
raisonnablement supposer que les resultats sont exploitables et que la manipulation est
répétable.

Bien que les souches se comportaient, sur un méme filtrat d’exuvies, de maniere similaire
(comme il a été vu dans la partie Il), ici leur comportement difféere. En effet, alors que leur
turbidite initiale est la méme, au regard des résultats visible sur ce graphique, il parait évident
que la souche W29 a une faculté toute particuliére a se développer sur ce substrat.

A une concentration en exuvies égale pour toutes les solutions présentées ici (hormis le témoin
négatif sans en exuvies), la souche W29 posséde une densité optique maximale au minimum
2,8 fois plus élevé que pour les autres souches (DO = 225,5 pour W29 contre 80 pour SWJ-1-
b).

Finalement, certaine souches, telles que CLIB 703, CLIB 205, H222 et TL302 semblent guere
se développer efficacement sur ce substrat. En effet, comme on peut le voir ci-dessus, elles ont
une turbidité maximale 2 fois supérieure au milieu minimum.

Ces résultats indiquent que les souches étudiées sont plus ou moins aptes a métaboliser les
composés présents directement au sein des exuvies d’insectes.
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Une corrélation entre le pH des cultures (relevé en méme temps que le nombre de souches) et
la croissance cellulaire semble exister. La figure n°18 met en perspective ces deux variables.
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Temps de culture (heures
W SWJ témoin négatif (sans exuvie) =~ SWJ-1b EW29 mECLIB703 ECLIB205 mA-101 mH222 ' TL302

Figure n°17 : pH moyen des cultures dans un milieu YNB liquide + 2,5% exuvies

Pour le cas de W29 et A101, on observe un lien entre la décroissance cellulaire, pour les souches
se développant de fortement sur ce substrat, et le pH de la culture. En effet, lorsque celui-ci
dépasse pH 7,5 on observe une diminution conséquente de la turbidité : synonyme de
décroissance cellulaire. L’hypothése la plus probable est qu’a ce pH neutre, 1’activité
protéolytique des levures est fortement diminuée. En effet, on sait qu’a pH 7, la protéase acide
(AXP)®® n’est plus fonctionnelle.

Pour W29, il est peut-étre possible que le milieu ait été épuisé : cela serait a vérifier par exemple
par dosage Bradford du surnageant. Pour A-101, qui a une AXP un peu plus efficace et une
AEP similaire a W29 (cf. Annexe n°8) &, cela reste plus difficile a expliquer. Elle a
apparemment une lipase moins efficace, mais avec la faible teneur en lipides des exuvies
d’insectes, ¢ca ne semble pas pouvoir expliquer cette différence.

La particularit¢ de W29 réside dans la DO tres élevée qu’elle atteint, synonyme d’une forte
croissance cellulaire sur ce substrat d’exuvies d’insectes. Il y a sans doute une caractéristique
de cette souche qui la rend tres efficace en comparaison avec les autres. L une des hypothéses
est qu’elle pourrait avoir une meilleure activité chitinase, cela serait cohérent et surtout trés
important pour le projet. En effet, cela signifierait que W29 est capable de métaboliser la chitine
elle-méme et d'utiliser méme les composés qui y étaient liés au départ, lesquels semble rester
inaccessibles aux autres souches.

On sait ¢galement que les protéines représentent la source principale d’énergie présente dans
les exuvies et qui est directement accessible aux levures. En ce sens, une diminution de I’activité
protéolytique des levures entraine nécessairement une diminution de leur croissance.

Dans le cas de SWJ-1-b cette décroissance cellulaire est observable plus tardivement puisque
le pH de la culture ne dépasse pH 7 qu’a partir de 144h. SWJ-1b se maintient bien en phase
stationnaire, ce qui témoigne de sa robustesse.

Pour ce qui est des souches restantes (CLIB 703, H222 et TL302), le pH de leur culture
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n’augmente que trés lentement. En effet, on peut voir que leur turbidité reste relativement faible
tout au long de I’expérience, autrement dit, ces souches ont une croissance qui reste faible sur
ce substrat d’exuvies d’insectes. Sachant que les souches de Yarrowia lipoltytica ont tendance
a basifier leur environnement en se développant, en corrélation avec le graphique, ce pH
stagnant indique alors une mauvaise croissance cellulaire.

Au regard des résultats précédents, il a été proposé d’améliorer ce protocole en utilisant un
tampon potassium-phosphate non métabolisable. L’idée étant de conserver un pH optimal
d’activité protéolytique, la décroissance cellulaire ayant été¢ observée apres un dépassement du
pH 7, il a été décidé tamponner notre milieu au pH 6,8. Ce pH est, en outre, le pH d’expression
maximale de la protéase neutre/alcaline AEP.

Ainsi, les résultats de cette

200 Témoin négatif max 48h: 8,67 (2,26 x 108 cellules/m|)
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TEMPS DE CULTURE (HEURES)
expéerimentation sont présentés ci-dessous
—=—SWJ-1b
SWiI-1b
A— W29 max 48h : 183,33 (5,50 x 10° cellules/ml)

—<—CLIB703 max 28h: 17,50 (5,25 x 108 cellules/ml)
Figure n° 18 : DO600 (estimée par

dénombrement sur boites YPD-agar) de —¥—CLIB 205 max 72h: 31,00 (8,55 x 108 cellules/ml)
cultures en milieu YNBdil + exuvies "pH2HCI
tamponné a pH6.8" —o—A-101

H222 max 72h : 27,75 (8,83 x 108 cellules/ml)
TL302

L’¢évolution du pH de chacune des cultures est présentée en Annexe n°13.

Par ailleurs, la DOmax atteinte par la souche W29 avec tampon phosphate est seulement de
183,33, au lieu de plus de 225,83 sans ce tampon. Cet écart pourrait représenter I'effet de I'AXP
(protéase acide), qui n'est ni produite ni active a ce pH de 6,8. Cela indique que I'AXP contribue
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bien a l'efficacité globale. Cependant, le tampon a 6,8 est bénéfique pour le maintien de
croissance a long terme. En ce sens, il serait intéressant de savoir si les 2 protéases dégradent
les mémes protéines pour expliquer cette influence du tampon sur la densité optique maximale
atteinte.

On peut également remarquer 1’effet du tampon sur les souches s’étant le moins développées
(H222 et CLIB 205). Cela indique que ces souches sont capables de métaboliser une partie de
composés des exuvies d’insectes et que 1’utilisation d’un tampon leur permet de maintenir une
stabilité cellulaire.

Finalement, le tampon phosphate ne semble pas affecter les cultures des souches CLIB 703 et
TL302. En effet, leur croissance cellulaire et notamment la stabilité de la turbidité dans le temps
n’est pas vérifiée. En ce sens, on peut considérer que ces deux souches sont relativement
inefficaces sur le substrat composé presque exclusivement des exuvies complétes. En outre,
I’utilisation d’un tampon a un pH plus acide aurait pu étre testé, de maniére a avoir I’activité
protéolytique de I’AEP associ¢ a celle de I’AXP. Cependant, il n’a pas été¢ trouvé dans la
littérature de tampon acide non-métabolisable-par ces levures.

Finalement, les souches A101, W29 et SWJ-1-b sont capables de se développer sur un milieu
concentré en exuvies d’insectes. Au regard de ces résultats, elles métabolisent d’autant plus de
composés présents dans les exuvies d’insectes que leur pH est maintenu a un pH optimal
d’activité protéolytique. Une importance toute particuliére sera portée a W29 qui possede des
capacités de croissance remarguables sur ce milieu en comparaison aux autres souches. Alors
que la concentration en exuvies est égale, que les souches sont ensemencées a la méme turbidité
et que les conditions expérimentales sont les mémes, on observe chez W29 cette différence.
Peut-étre que cette différence de croissance pourrait avoir pour origine un apport énergétique
différent par rapport a celui des autres souches. En effet, il se pourrait qu’en plus de dégrader
les protéines et les lipides contenues dans les exuvies d’insectes, elle soit la seule a étre capable
de métaboliser la chitine présente.

En ce sens, une caractérisation plus préecise des produits de dégradation des souches sur ce
Substrat semble nécessaire. L’objectif plus global étant de savoir si ces différences d’un point
de vue de la croissance cellulaire sont toujours observables a I’échelle moléculaire (les produits
de dégradation).

4.3.2 La caractérisation de leurs produits de dégradation

Précédemment, il a été démontré que les sept souches de Yarrowia lipolytica sélectionnées pour
leurs performances ont été capables de croitre sur le milieu contenant les exuvies d’insectes.
Ainsi, les souches ont nécessairement puisé leurs ressources dans les composes des exuvies
qu’elles sont en mesures de métaboliser. Ces composés sont essentiellement des protéines, des
lipides et de la chitine.

4.3.2.1 Analyses protéiques

En ce qui concerne les analyses protéiques, comme il a été détaillé dans le matériel et méthodes
précédents : des aliquotes de culture au temps Oh, 48h et 150h ont été prélevés dans le but de
caractériser le surnagent de ces derniers.

L Les tampons citrate et acétate sont, en effet, métabolisable par les levures Yarrowia lipolytica.
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Dans le but de connaitre I’évolution des protéines contenues dans les surnageants au cours de
I’expérience, des gels d’électrophorése dénaturés ont été réalisés. Ce choix permet, par
I’utilisation d’un dénaturant chimique, le SDS, d’éliminer la structure tertiaire et quaternaire
des protéines.
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Figure n°19 : Gel d électrophorése dénaturé, Mini-Protean TGX / stain-free gels (4-20%)
d’acrylamide

1) Standard 10) Surnageant CLIB 703 (48h de fermentation)
11) Surnageant CLIB 703(150h de fermentation)
2) Surnageant Témoin négatif sans exuvie
(T=0hde fermentation) & sans levure 12) Surnageant CLIB 205 (48h de fermentation)
3) Surnageant Témoin négatif avec exuvie 13) Surnageant CLIB 205 (150h de fermentation)
(T=0hde fermentation) & sans levure
4) Surnageant Témoin négatif sans exuvie 14) Surnageant A101 (48h de fermentation)

(T=48h de fermentation) 15) Surnageant A101 (150h de fermentation)
5) Surnageant Témoin négatif sans exuvie
(T=180h de fermentation) 16) Surnageant H222 (48h de fermentation)

17) Surnageant H222 (150h de fermentation)
6) Surnageant SWJ (48h de fermentation)
7) Surnageant SWJ (150h de fermentation) 18) Surnageant TL302 (48h de fermentation)
8) Surnageant W29 (48h de fermentation) 19) Surnageant TL302 (150h de fermentation)
9) Surnageant W29 (150h de fermentation)

On peut voir que les témoins négatifs sans exuvies (2,4 et 5) ne présentent aucune bande de
migration et rien ne semble étre resté dans les puits de dépots. A I’inverse, des protéines ont
migrées pour le témoin négatif avec exuvies (3), en effet, une bande relativement sombre et
localisée entre en fin de gel (protéines de faible poids moléculaire). De plus une faible quantité
de protéines est restée dans le puits de dépdt. Elles sont nécessairement de poids moléculaire
trés important et ne sont pas capables de migrer dans ces conditions d’expérimentation. Ainsi,
une partie des protéines restantes dans les puits est imputable aux protéines des exuvies
d’insectes solubilisés dans le surnageant.
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Concernant les surnageants post-fermentation, on réalise que la bande correspondant aux
protéines des exuvies est moins sombre. Cela indique qu’a volume égal de surnageant, la
quantité de protéines des exuvies d’insectes est moins importante. Sachant que les protéines
sont, dans 1I’ensemble, directement métabolisables par les levures, ce résultat est cohérent.

De maniere générale, on peut voir également que la quantité de protéines restante dans les puits
de dépobt est plus importante que pour le témoin négatif sans levures. Ainsi, cela indique que
des protéines de poids moléculaire important sont secrétées par les levures durant leur phase de
croissance sur ce substrat.

Derniérement, le profil de migration de W29, A-101 et H222 présente une bande relativement
nette a fort poids moléculaire début de gel, elle est visible a 48h de culture comme a 160h. Elle
est absente des autres profils de migration. N’étant pas présentes dans le témoin négatif, il s’agit
nécessairement d’une protéine obtenue par le biais des levures, soit par sécrétion, ou par
métabolisation du substrat.

En raison de la quantité de protéines restantes dans les puits de dépdt, il semble nécessaire
d’améliorer cette méthode de maniére a pouvoir caractériser les produits de dégradation
protéiques des levures sur le substrat d’exuvies d’insectes.
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4. Conclusion et perspectives

Ainsi, comme il a été présenté au cours de cestage, la biodiversité de 30 souches
de Yarrowia lipolytica a pu étre approfondie. Le développement de différentes méthodes et
experiences a permis de selectionner sept souches pour leurs performances a la fois
protéolytiques, lipolytiques, mais également sur leurs capacités de croissance.

La constitution d’un milieu de référence, riche en exuvies a été effectuée pour caractériser plus
specifiquement les caractéristiques de ces sept souches. Ce milieu (pH 2 d’extraction ajusté a
pH 4) a été choisi en raison de sa teneur protéique élevée et du pH garantissant une croissance
optimale des levures. Il a été montré que les Yarrowia lipolytica avait la faculté de se
développer sur ce substrat et ainsi de métaboliser les éléments (protéines et lipides) des exuvies
solubilisées dans les filtrats.

Fort de ces premiers résultats, les levures ont été mises directement au contact des exuvies, sans
aucune filtration dans le milieu optimal (pH 2 d’extraction, ajusté a pH 4 pour la culture). Ainsi,
des différences de croissance sur ce substrat ont pu étre remarquées entre les 7 souches. Il
s’aveére que W29, SWJ-1-b et A101 ont les meilleures capacités de croissance. En ce sens, la
robustesse des souches et leurs capacités a poursuivre la métabolisation de ce substrat dans le
temps a été étudié grace a I’utilisation d’un tampon phosphate au pH 6,8 d’expression maximal
de la protéase neutre/alcaline AEP.

Finalement, il semblerait que la souche W29 soit capable de se développer de maniere plus
importante que les autres souches sur un substrat d’exuvies d’insectes. Cette différence pourrait
provenir de sa capacité a métaboliser la chitine ou les composés directement liés a celle-ci, ce
qui ne serait pas le cas des autres souches. C’est dans 1’idée d’infirmer ou de confirmer cette
hypothése que des analyses spécifiques des produits de dégradations ont été réalisée en fin de
ce stage. Ainsi, il est question de caractériser les protéines avant et aprés fermentation, mais
¢galement la chitine et ses dérivés. Les résultats de ces analyses n’ayant pas été obtenus et
discutés avant la date butoir du rendu de ce rapport de stage, ils ne seront pas présentés ici. Pour
autant, les derniers résultats éventuels seront explicités lors de la soutenance de ce rapport.

Dans le cas ou il vy auraiteffectivement une bioconversion de la chitine par les
levures Yarrowia lipolytica, elle générera des composés peptidiques et chitiniques qui pourront
étre fractionnés de maniere sélective par I’application de
procédés baromembranaires spécifiques. Le développement de ces procédeés a cette fin devra
étre effectuée et fera 1I’objet d’une perspective de poursuite de ce projet.

De plus, compte tenu de la nécessité de dégrader les lipides présent dans les exuvies pour
purifier la chitine. 1l semble nécessaire de développer une méthode d’analyse quantitative de
I’activité de la lipase LIP2.

Finalement, les modifications génomiques des levures Yarrowia lipolytica sélectionnées
pourrait permettre de maximiser la métabolisation des exuvies d’insectes. La perspective de
I’utilisation de I’ingénierie génétique pour optimiser la bioconversion de chitine par ces levures
fera I’objet de la seconde partie de ce projet de recherche.
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Annexes

Annexe n°1

Voie Chimique

Voie enzymatique

Déminéralisation et déprotéinisation®’

Deminéralisation dans du HCI (2N),
durant 3h

Deprotéinisation & 5% de NaOH
(m/m) pendant 3.5 ha 70°C

Décoloration a 3% de H>O> pendant
1h30 a 80°C).

Déprotéinisation des exuvies la

pepsine®®

par

e Les conditions : E/S ratio de 0,25%
m/m, a pH 2,0 et 40 °C pendant 240

min.

Traitement de la suspension a
380MPa pendant 1 min

Les particules de chitine sont chauftées
sous agitation (500 rpm)

pH 7,0 et filtrée encore

e Puis broyage dans un moulin a couteau

Désacétylation de la chitine (voie chimique)®®

a 90°C avec une solution NaOH 40% (m/v)

Apres 8h la solution est filtrée et lavée a 1’eau distillée. La suspension est amenée a

Le chitosane obtenu est séché par un four a air circulant a 50°C "overnight"

Conversion du chitosane en COS®°

Hydrolyse acide (con. HCI 100 mL
pendant 4 h a 40°C)

e Purification

Conversion du chitosane en COS par
P’alpha amylase®!

Les conditions : 60°C, pH 6,0, le
ratio slide liquide étant de 5:1

Le DP (degré de polymérisation)
moyen du COS était de 5,4 en
utilisant un dosage enzymatique de
20 U/g durant 1h30.

Figure n° 20 : Figure récapitulatif des matériaux et méthodes des voies chimique et
enzymatique permettant d’obtenir des COS
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Annexe n°2
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Figure n°21 : schéma representatif des différents substrats 62métabolisés par Yarrowia
lipolytica

Les cadres colorés correspondent aux nouveaux substrats utilisables graces a des modifications
du métabolisme obtenues par ingénierie génétique
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Annexe n°3

Tableau n°7 : Les 30 souches de Yarrowia lipolytica (ou Yarrowia sp. Pour ME-37 et ME-

54) utilisées dans le projet

Ref Collection (SayFood ou CIRM) MNom Ecosystéme Pays Date
labo 7466 1E07 (+ possib. GM) Livarot France (MILA U. Caen) | 2002
labo 7421 CAM-43-C Camembert France 2019
labo 7459 CAM-28-E filiere lait France 2019
labo 7460 CAM-25-E

Labo 4320 Ex-fcom-LP Epoisses France 2012
labo 3197 (CLIB 183) + 7129 + 7469 | CBS 6124 diploide type | usine mais USA 1972
labo 4193 (CLIB 85) + 7468 w29 égouts France (Paris) <1997
labo 7467 (CLIB 883) Polt (GM Aprotéases)

CLIB-—- SWI-1b (+ possib. GM) intestin poisson {(mer) Chine 2007
CLIB 80 H222 sol Allemagne <1992
CLIB 202 CLIB 202 sol Pays-bas <1594
CLIE 205 CLIB 205 sol Russie 1973
CLIB 206 CLIE 206 sol Japon < 1594
CLIB 703 CLIB 703 sol Japon 1963
CLIB 82 A-101 effluent lavage voiture Pologne <1992
CLIB 79 CLIB 79 usine mais USA <1992
CLIB 2040 EL13-B1-2-1 usine légumes réfrigérés France 2006
CLIB 791 TL301 chevrotin des Aravis France (Haute-Savoie) | 1987
CLIB 632 TL3D2

CLIB 873 141 fromage de Navarre Espagne <2002
CLIB 880 206

CLIB 200 CLIB 200 margarine rance Pays-bas 1921
CLIB 201 CLIB 201 olives Italie <1994
CLIB 2073 ADR3H21 boisson fermentée Cote d'lvoire 2016
CLIB 3088 RE2-31 traditionnelle

CLIB3560 ME-37 Yarrowia sp. d’'insectes France (Occitanie) 2019
CLIB3561 ME-54 (scarabée Hoplia coerulea)

CLIB —- ME-674 Levain de panification France (Grand-Est) 2021
CLIB— R18-455 Fromage de chévre France (Réunion) 2018
CLIB - R18-457] Takamaka

9 souches proviennent du laboratoire SayFood (INRAE, Grignon) et 21 du CIRM-
Levures (INRAE, SPO, Montpellier).

Code couleur Ecosystémes : souches environnementales (5) / environnement pollués (2 + GM)

/ animaux (3) / industrie agro-alimentaire (3) / lait ou fromage (10) / autres aliments (5)
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Annexe n°4

Figure n°22 : Photographie d'un patch de papier canson, stérile, @ = 6mm

Figure n°23 : Schéma de la méthode de mesure du halo d’éclaircissement
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Annexe n°5
Tableau n°8 : Tableau récapitulatif de la mesure des halos d’éclaircissement des 30 souches

de Yarrowia lipolytica aprés 72h de cultures & 28°C

Légende
pH4 pH 6.2
> 31 mm = 27 mm

27 <x =31 mm

24 < ¥ =27 mm

20<x =27 mm

20<x =24 mm

=20 mm

=20 mm

Pas de halo

souche Y. lipolytica (pays) halo AXP pH 4 halo AEP pH 6/8

H222 sol (DE)

CLIB 202 sol (NL) 25 mm 25,6 mm
CLIB 205 sol (RU)

CLIB 206 sol (JP) 28 mm

CLIB 703 sol (JP)

W29 égouts (FR) 24 mm

A-101 lav. voiture (PL) 31 mm

SWJ-1b poisson mer (CN)

ME-37 insecte (FR) <detect 11 mm (144h) 24 mm
ME-54 insecte (FR) <detect 13 mm (144h) 24,8 mm
CLIB 183 mais (US) diploide 19 mm 25,2 mm
CLIB 79 mais (US) 25 mm

EL13-B1-2-1| légumes (FR) 31 mm

CLIB 200 margarine (NL) 20/31 mm 23,2 mm
CLIB 201 olives (IT) 15 mm 26,4 mm
ADR3H21 vin palme (CI)

RE2-31 vin palme (CI)

ME-674 levain pain (FR) 15 mm 26,4 mm
CAM-25-E lait (FR) 24 mm 24,8 mm
CAM-28-E lait (FR) 24 mm
CAM-43-C | Camembert (FR) 22 mm 26,4 mm
1EQ7 Livarot (FR) 27 mm _
Ex-fcom-LP Epoisses (FR) 21 mm 25,6 mm
TL301 Chevrotin (FR) 21 mm

TL302 Chevrotin (FR) 23 mm

R18-455 Chevre (FR, RE) | <detect 14 mm (144h) 22,4 mm
R18-456 Chevre (FR, RE) | <detect 12 mm (144h) 26 mm
R18-457 Chevre (FR, RE) | <detect 14 mm (144h) 24 mm
141 Tome Brebis (ES) 15 mm 16,8 mm
296 Tome Brebis (ES) 13 mm _




Annexe n°6

Tableau n°9 : Présentation des résultats de [ ’activité de la lipase extracellulaire (lip2) par la
méthode deshaks d ’éclaircissement

souche Y. lipolytica (pays) hanZLIP souche Y. lipolytica (pays) halozLIP

H222 sol (DE) AFr RE2-31 vin palme (CI) +/-
CLIB 202 sol (NL) ++ ME-674 levain pain (FR) 1==f
CLIB 205 sol (RU) ++ CAM-25-E lait (FR) +/-
CLIB 206 sol (JP) ++ CAM-28-E lait (FR) +
CLIB 703 sol (JP) ++ CAM-43-C Camembert (FR) +
W29 égouts (FR) - 1EO7 Livarot (FR) +/-
A-101 lav. voiture (PL) + LE;(-fcom- Epoisses (FR) +
SWJ-1b poisson mer (CN) + TL301 Chevrotin (FR) +
ME-37 insecte (FR) 3 TL302 Chevrotin (FR) +
ME-54 insecte (FR) +/- R18-455 Chévre (FR, RE) ++
CLIB 183 mais (US) diploide ++ R18-456 Chévre (FR, RE) ++
CLIB 79 mais (US) ++ R18-457 Chevre (FR, RE) ++
ELB'BLZ' légumes (FR) + 141 Tome Brebis (ES) +
CLIB 200 margarine (NL) + 296 Tome Brebis (ES) ++
CLIB 201 olives (IT) +/-

ADR3H21 vin palme (CI) +/- Legende

Activité lipase

forte

Activité lipase

++

modérée
Activité lipase
+
faible
Activité lipase
+/- P

trés faible




Annexe n°7

Tableau n°10 : Tableau de la comparaison de la croissance des souches CAM 28-E et ME-37 sur un milieu riche (YPD) liguide

CAM 25-E ME-37
Temps (heure) Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type
0 21 0,11 2,28 0,00 0,01 0,11 1,33 0,00 0,07
1 22 0,11 2,28 0,00 0,01 0,11 1,49 0,00 0,07
2 23 0,11 2,28 0,00 0,02 0,11 1,63 0,00 0,07
3 24 0,11 2,28 0,00 0,01 0,11 1,79 0,00 0,09
4 25 0,11 2,28 0,00 0,01 0,11 1,94 0,00 0,08
5 26 0,11 2,27 0,00 0,01 0,11 2,07 0,00 0,05
6 27 0,12 2,27 0,00 0,01 0,11 2,16 0,00 0,02
7 28 0,13 2,27 0,00 0,01 0,11 2,20 0,00 0,03
8 29 0,16 2,27 0,00 0,01 0,11 2,22 0,01 0,02
9 30 0,21 2,26 0,01 0,01 0,12 2,25 0,01 0,03
10 31 0,30 2,26 0,01 0,01 0,12 2,26 0,01 0,02
11 32 0,55 2,26 0,01 0,01 0,13 2,26 0,01 0,02
12 33 0,84 2,26 0,01 0,02 0,14 2,27 0,01 0,03
13 34 1,16 2,26 0,01 0,01 0,16 2,28 0,01 0,03
14 35 1,46 2,26 0,00 0,01 0,18 2,28 0,02 0,03
15 36 1,73 2,26 0,00 0,01 0,21 2,28 0,06 0,03
16 37 1,88 2,26 0,01 0,01 0,30 2,28 0,08 0,03
17 38 2,04 2,27 0,01 0,01 0,43 2,27 0,09 0,03
18 39 2,17 2,28 0,00 0,01 0,61 2,27 0,08 0,03
19 40 2,25 2,27 0,01 0,01 0,82 2,26 0,07 0,02
20 41 2,28 2,28 0,01 0,01 1,01 1,18 0,07 0,02




Annexe n°8

Tableau n°11 : Tableau comparatif complet des 30 souches Yarrowia lipolytica

souche Y. lipolytica (pays) Vmax BioTek | DOmax | lagtime BioTek halo AXP pH 4 halo AEP pH 6.8 | halo Lip 2
H222 sol (DE) 4,54 +/- 0,14 2,21 ++
CLIB 202 sol (NL) 4,40 +/- 0,05 2,3 25 mm 25,6 mm ++
CLIB 205 sol (RU) 4,42 +/- 0,33 2,34 573 +/- 24 min ++
CLIB 206 sol (JP) 4,62 +/- 0,24 2,35 576 +/- 12 min 28 mm ++
CLIB 703 sol (JP) 4,84 +/- 0,12 652 +/- 12 min ++
W29 égouts (FR) 42 +/-0,2 2,3 590 +/- 50 min 24 mm
A-101 lav. voiture (PL) 4,64 +/- 0,09 31 mm 4
SWJ-1b poisson mer (CN) 2,3 +
ME-37 insecte (FR) 3,48 +/- 0,05 2,28 <detect 11 mm (144h) 24 mm 1
ME-54 insecte (FR) 3,43 +/- 0,12 2,29 <detect 13 mm (144h) 24,8 mm +/-
CLIB 183 mais (US) diploide 4,96 +/- 0,15 2,32 579,5 +/- 7 min 19 mm 25,2 mm ++
CLIB79 mais (US) 25 mm ++
EL13-B1-2-1 légumes (FR) 5,26 +/- 0,09 593 +/- 2 min 31 mm +
CLIB 200 margarine (NL) 3,86 +/- 0,10 2,31 662 +/- 6 min 31 mm 23,2 mm +
CLIB 201 olives (IT) 4,84 +/- 0,19 2,35 568 +/- 2 min 15 mm 26,4 mm +/-
ADR3H21 vin palme (CI) 4,91 +/- 0,11 2,32 597 +/- 29 min +/-
RE2-31 vin palme (CI) 5,04 +/- 0,22 2,33 573 +/- 12 min 29 mm +/-
ME-674 levain pain (FR) 4,64 +/- 0,20 626 +/- 27 min 15 mm 26,4 mm ++
CAM-25-E lait (FR) 5,17 +/- 0,12 2,28 579 +/- 6 min 24 mm 24,8 mm +/-
CAM-28-E lait (FR) 5,03 +/- 0,23 2,26 588 +/ 23 min 24 mm +
CAM-43-C Camembert (FR) 5,07 +/- 0,20 570 +/- 5 min 22 mm 26,4 mm +
1EQ7 Livarot (FR) \ 602 +/- 36 min 27 mm +/-
Ex-fcom-LP Epoisses (FR) \ 625 +/- 30 min 21 mm 25,6 mm +
TL301 Chevrotin (FR) 585 +/- 2 min 21 mm +
TL302 Chevrotin (FR) | 598 +/- 4 min 23 mm +
R18-455 Chévre (FR, RE) \ 601 +/- 11 min <detect 14 mm (144h) 22,4 mm ++
R18-456 Chévre (FR, RE) \ 595 +/- 15 min <detect 12 mm (144h) 26 mm A
R18-457 Chévre (FR, RE) \ 612 +/- 30 min <detect 14 mm (144h) 24 mm ++
141 Tome Brebis (ES) 5,37 +/- 0,08 573 +/- 1 min 15 mm 16,8 mm aF




Annexe n°9

Tableau n°12 : Tableau des résultats du test Bradford de quantification des protéines :

Non soniqué Soniqué

Concentration protéiqgue moyenne Concentration protéique moyenne

Les incertitude ont été calculées au seuil de 95% grace a 1’écart-type sur la moyenne de Pearson
g

PR (MO/uL) (Mg/uL)

2 1,058 + 0,01 NA

2,5 0,615 + 0,020 NA

3 0,456 + 0,015 0,380 + 0,002
4 0,347 + 0,006 0,168 + 0,003
6 0,163 + 0,004 0,171 + 0,011
6,8 0,324 + 0,005 0,318 + 0,016
8 0,275 + 0,005 0,433 + 0,009

NA : signifie la mesure n’a pas été effectué dans ces conditions d’expérimentations.



Annexe n°10

Tableau n°13 : Caractéristiques de croissance de la souche SWJ-1-b sur différentsfiltrats

d’exuvies d’insectes

Conditions V Max Lag-time (heures) DOmax
SWJ milieu minimum (YNBdil) 0,50 12:30:06 0,37
SWJ milieu protéose peptone 5,08 09:38:19 1,86
SWJ + filtrat.ex pH 2 2,32 16:11:38 0,81
SWJ + filtrat.ex pH 2,5 2,45 11:53:10 0,65
SWJ + filtrat.ex pH 3 2,85 10:07:07 0,93

SWJ + filtrat.ex pH 6 2,78 13:12:14 0,69




Annexe n°11

Tableau n°14 : Tableau des caractéristiques de croissance de triplicatas de la souche W29

sur différentsmilieux de cultures liguides.

Conditions Vmax Lagtime (heures) DOmax
Moyenne Moyenne Moyenne Ecart-type

W29 + milieu minimum (YNBdil) 11435 £ 0,142 15:31:11 + 00:01:55 0,357 0,022
W29 + filtrat.ex pH2 (non ajusté) 1,526 + 0,051 11:32:06 = 00:08:11 0,716 = 0,007
W29 + filtrat.ex pH2 ajusté 42,5 1,299 + 0,041 11:31:39 + 00:07:48 0,376 £ 0,004
W29 + filtrat.ex pH2 ajusté a 3 2,881 £ 0,082 08:41:26 +00:03:42 1,004 £ 0,004
W29 + filtrat.ex pH2 ajusté a 4 3,414 + 0,013 07:16:47 + 00:01:32 1,284 + 0,004
W29 + filtrat.ex pH2 ajusté a 6 1,505 + 0,098 09:35:48 + 00:08:55 1,034 + 0,009
W29 + filtrat.ex pH3 (non ajusté) 2,987 £ 0,130 09:01:10 £ 00:07:43 1,034 + 0,010

Les Incertitude ont été calculées au seuil de 95% grace a 1’écart-type sur la moyenne de Pearson
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Tableau n°15 : Tableau des caractéristigues de croissance de triplicatas de la souche TL302

sur différents milieux de cultures liquides (impact de [’autoclave et de la durée d’extraction)

Conditions

Vmax

Lagtime

Domax

TL302 + milieu minimum (YNBdil)

TL302 + filtrat.ex pH2 (15min) ajusté a 4

TL302 + filtrat.ex pH10 avec autoclave (60min) ajusté a 4
TL302 + filtrat.ex pH2 avec autoclave (60min) ajusté a 4
TL302 + filtrat.ex pH10 sans autoclave (60min) ajusté a 4
TL302 + filtrat.ex pH2 sans autoclave (60min) ajusté a 4

1,60 + 0,26
3,22+0,01
2,55+0,12
2,50+ 0,09
1,41 +0,19
1,92 +0,12

14:23:44 + 00:27:45
07:03:39 +00:02:28
08:54:18 + 00:02:28
09:04:59 + 00:08:15
09:37:04 + 00:16:44
10:53:37 £ 00:09:53

0,42 £ 0,02
1,22 £ 0,02
0,87 +0,02
0,85+ 0,02
0,55+0,01
0,61 +0,02

Les Incertitudes ont été calculées au seuil de 95% grace a 1’écart-type sur la moyenne de Pearson
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Figure n°24 : pH moyen des cultures dans un milieu YNB liquide + 2,5% exuvies
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