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RÉSUMÉ 

L'utilisation de micro-organismes pour la production de protéines recombinantes répond 

à un besoin actuel des industries du secteur des biotechnologies. Grâce à ses nombreux 

avantages, la levure méthylotrophe Pichia pastoris est de plus en plus utilisée pour la 

production industrielle de protéines provenant d'organismes variés. Pour ce faire, le gène 

codant pour la protéine à produire est cloné sous le contrôle du promoteur fort de l'alcool 

oxydase (AOXI), induit par la présence du méthanol. Dans le cadre de ce projet de 

maîtrise, la levure P. pastoris est utilisée comme hôte pour produire et sécréter la «GFP», 

«Green Fluorescent Protein» ou protéine fluorescente verte. La fluorescence de la GFP 

étant directement proportionnelle à sa concentration, celle-ci peut-être utilisée comme 

protéine modèle pour étudier 1' effet de différents paramètres sur la production de 

protéines hétérologues. 

Ce projet avait pour but d'étudier l'influence de la stratégie d'alimentation en méthanol 

sur la production et la sécrétion de la GFP par Pichia pastoris. En effet, l'utilisation du 

méthanol, alcool inflammable et explosif, est sujet d'inquiétudes pour la production de 

protéines recombinantes à grande échelle par P. pastoris. 

Trois séries de fermentation en Erlenrneyers agités ont été effectuées comme première 

partie de ce travail de recherche. Dans un deuxième temps, des informations 

supplémentaires sur la culture ont pu être obtenues grâce à 8 fermentations en bioréacteur 

de 20· L équipé d'appareils d'analyse en continu. Dans tous les cas, le procédé utilisé 

pour produire la GFP par Pichia pastoris était séparé en deux étapes : d'abord une 

augmentation de la biomasse a été obtenue par la croissance des cellules sur un milieu 

riche à base de glycérol, puis la production de GFP a été induite par l'ajout de méthanol. 

Des stratégies d'ajout du méthanol variant en terme de fréquence et de quantité ont été 

essayées et comparées avec les résultats décrits dans la littérature scientifique. 

Parmi les stratégies testées, il a été démontré qu'un ajout unique d'une concentration en 

méthanol de 1 %(v/v) au début de la phase d'induction permettait d'obtenir de meilleurs 
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résultats en terme de rendement (quantité de GFP sécrétée par quantité de méthanol 

ajouté) et de productivité (quantité de GFP sécrétée par volume de culture, par heure). 

Cette stratégie a 1' avantage de diminuer le temps de production, la quantité totale de 

méthanol utilisée pour l'ensemble du procédé ainsi que les manipulations effectuées avec 

le méthanol par rapport aux autres stratégies testées. Nous croyons que ce nouveau 

protocole d'alimentation en méthanol permettra de minimiser les risques associés à 

1 'utilisation de ce substrat pour produire des protéines recombinantes à grande échelle 

avec Pichia pastoris. 

Étudiante Directeur de recherche 



v 

REMERCIEMENTS ET REMARQUES PRÉALABLES 

Je ne saurais être brève dans mes remerciements tant ce travail est dû en grande partie 

aux gens qui m'ont si bien entourée pendant ces 18 mois. 

~ En premier lieu ... 

Je commencerai évidemment par remercier mes directeurs pour m'avoir sutvie, 

conseillée, épaulée et surtout corrigée tout au long de la maîtrise. Une petite note 

particulière pour la gentillesse, la générosité et la bonne humeur du Dr Groleau ainsi 

que pour 1 'efficacité et la franchise que j'ai appréciée chez le Dr Lépine. 

Plusieurs idées sont nées de discussions enrichissantes avec le Dr Anke Kayser dont 

les nombreux conseils et corrections m'ont aidé à comprendre le présent et à planifier 

l'avenir. 

Étant en France pour poursuivre mes études, j'ai du confier l'impression de ce 

mémoire à Caroline Sotomey qui, avec l'aide de Wayne Levadoux et du Dr Denis 

Groleau, a eu la gentillesse de m'épargner un aller-retour Toulouse-Montréal. 

Je n'aurais jamais pu deviner tous les caprices d'un fermenteur et de ses sondes sans 

Manon Beauchemin qui rn' a appris dans la bonne humeur à fonctionner dans 1 'usine 

pilote. 

Merci surtout à mes parents qui ont toujours cru en moi et m'ont transmis le plus beau 

des héritages: le goût d'apprendre et les moyens pour le faire. 

~ Aux gens de 1 'usine pilote, CNRC-IRB : 

Merci à Mario qui n'a jamais lésiné sur le temps afin de m'expliquer le 

fonctionnement des systèmes de contrôle, le RQ et les mystérieuses équations, et sans 

qui mes données de fermentation ne se seraient jamais rendues sous format Excel ; à 



VI 

Michelle et à Pat pour m'avoir facilité la vie à bien des occasions ; à Nathalie et à 

Michel sans qui un fermenteur ne fonctionnerait que rarement et finalement à Dany 

pour son sourire et ses conseils. 

~ Aux gens du labo de recherche : 

Merci à l'artiste Denis Bourque pour ses oeuvres, à Louise pour ses explications en 

«bio mol», à Martin qui connaît toujours les petits détails que tout le monde oublie, à 

Jean-François qui a heureusement déjà travaillé avec l'appareil dont on a besoin et à 

Michael pour les analyses au HPLC. Même si je n'ai pas eu l'occasion d~ travailler 

avec les autres du groupe, j'ai apprécié la bonne ambiance de tous les jours dans le 

labo et les réunions si enrichissantes du Micro-club qui me manqueront beaucoup!. 

~ Et enfin aux autres ... 

Un merci tout particulier à Jacques pour ses encouragements, ses précieux conseils et 

sa présence dans les bons comme les mauvais moments, à ma bande de filles qui, 

heureusement, savent me faire oublier le labo ainsi qu'à Adeline et Caroline pour leur 

présence et leurs encouragements permanents. 

Je tiens finalement à remercier la compagnie Lallemand Inc. pour son financement 

pendant la session d'automne 1999, ainsi que pour m'avoir permis de continuer à 

travailler à temps partiel au laboratoire R&D durant mes études. L'expérience que 

j'ai acquise lors de mon travail pour la compagnie m'a grandement aidée dans la 

poursuite de mon projet de maîtrise. 

Remarques préalables : 

~ Les mots fermenteur et bioréacteur sont utilisés pour décrire le même appareil. 



VII 

TABLE DES MATIÈRES 

Résumé ............................................................................................. .III 

Remerciements et remarques préalables ......................................................... V 

Liste des tableaux ................................................................................ . .. X 

Liste des figures .......... . ........................................................................ XII 

Liste des fournisseurs ............................................................................ XV 

Liste des sigles et abréviations ............................................................... XVIII 

Introduction ........................................................................................... 1 

Chapitre 1-Revue de littérature .................................................................... 5 

1.1 Le système d'expression Pichia pastoris .... ....................................... 5 

1.1.1 Les systèmes d'expression; 1.1.2 Historique de l'utilisation de 

Pichia pastoris; 1.1.3 Caractéristiques générales; 1.1.4 Voie 

métabolique du méthanol; 1.1.5 Sécrétion; 1.1.6 Protéines produites 

par Pichia pastoris 

1.2 La protéine fluorescente verte ....................................................... 15 

1.2.1 Historique; 1.2.2 Caractéristiques de la protéine; 1.2.3 

Applications 

1.3 La culture ............................................................................. 19 

1.3.1 Paramètres pour la culture des micro-organismes; 1.3.2 Systèmes 

de fermentation 

1.4 Le méthanol: source de carbone et inducteur .................................. .. 29 

1.4.1 Dangers liés à l'utilisation du méthanol; 1.4.2 Mesure du 

méthanol; 1.4.3 Stratégies d'alimentation en méthanol 

Chapitre 2-Matériel et méthodes ................................................................. 35 

2.1 Souches utilisées ..................................................................... 35 

2.2 Milieux de culture ......................... . ......................................... 36 

2.3 Évaluation de la toxicité du méthanol.. ........................................... 37 

2.4 Déroulement des cultures en Erlenmeyers agités ............................... 38 

2.5 Déroulement des cultures en bioréacteur ........................................ .40 

2.6 Échantillonnage ........................................................................ 43 



VIII 

2.6.1 Évaluation de la biomasse; 2.6.2 Concentration en glycérol; 2.6.3 

Concentration en méthanol; 2.6.4 pH du milieu de culture; 2.6.5 

Observations microscopiques; 2.6.6 Mesures de la fluorescence 

2.7 Gel d'électrophorèse ................................................................ .46 

2.8 Courbe standard de la GFP ........................................................ .47 

Chapitre 3-Résultats ................................... ............................... . ............ 49 

3.1 Toxicité du méthanol. ................. . ............................................ .49 

3.2 Fermentations en Erlenmeyers ..................................................... 51 

3.2.1 Comportement de la culture; 3.2.2 Production de GFP 

extracellulaire; 3.2.3 Influence du méthanol; 3.2.4 Influence du 

glycérol 

3.3 Fermentations en bioréacteur. .. ......... . .......................................... 68 

3.3.1 Caractéristiques communes des huit fermentations; 3.3.2 

Comparaison entre différentes stratégies d'alimentation en méthanol 

Chapitre 4-Discussion .................................. . ............................... . ............ 85 

4.1 Toxicité du méthanol. ................................................................ 85 

4.2 Fermentations en Erlenmeyers ...................................................... 86 

4.2.1 Comportement de la culture; 4.2.2 Influence du méthanol; 4.2.3 

Influence du glycérol; 

4.3 Fermentations en bioréacteur ........................................................ 90 

4.3.1 Cinétique de croissance; 4.3.2 Comparaison Erlenmeyers et 

bioréacteur; 4.3.3 Comparaison entre les stratégies d'alimentation en 

méthanol; 4.3.4 Efficacité de sécrétion; 4.3.5 Choix d'une stratégie 

d'induction 

Conclusion ............................................................................................ 1 03 

Appendice A-Liste des protocoles du CNRC utilisés ........................................ 105 

Appendice B-Feuilles de suivi ................................................................... 1 06 

Appendice C-Paramètres du système de contrôle du méthanol. ............................ 11 0 

Appendice D-Reproductibilité des résultats ................................................... 111 

Appendice E-Mesure de la densité optique .................................................... 112 

Appendice F-Évaporation du méthanol.. ............. .......................................... l13 


































































































































































































































































































	Desautels (1)-2001
	Desautels (2)-2001
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge

