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Mario	
  Jolicoeur 	
   	
  	
  

Modélisa/on	
  non-­‐structurée	
  de	
  cultures	
  cellulaires	
  

Cours	
  GCH8650	
  

GÉNIE	
  BIOCHIMIQUE	
  



Plan	
  de	
  ce	
  cours	
  

•  Introduc7on	
  
•  Hypothèses	
  et	
  simplifica7ons	
  
•  Rendements,	
  stoéchiométrie	
  et	
  maintenance	
  
•  Bilans	
  
o  Cellules	
  (χ)	
  –	
  Substrats	
  (Si)	
  –	
  Produits	
  (Pj)	
  
•  Ciné7ques	
  
o  Croissance	
  cellulaire	
  (χ)	
  –	
  Consomma7on	
  (Si)	
  et	
  Produc7on	
  (Pj)	
  

•  Exemples	
  

Modélisa/on	
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Pourquoi	
  modéliser	
  les	
  ciné/ques	
  biologiques?	
  

•  Comprendre	
  
•  Analyser	
  
•  Prévoir	
  
•  Concevoir	
  un	
  procédé	
  
•  Contrôler	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Introduc/on	
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Conceptualisa/on	
  de	
  la	
  cellule	
  

•  Vision	
  simplifiée	
  de	
  la	
  cellule	
  
•  Le	
  niveau	
  de	
  précision	
  de	
  la	
  conceptualisa7on	
  
dépend	
  de	
  nos	
  objec7fs	
  de	
  culture	
  cellulaire	
  

•  Certains	
  modèles	
  biociné7ques	
  con7ennent	
  des	
  
milliers	
  d’équa7ons	
  différen7elles…	
  

Nutriment	
  limitant	
  	
  
(ex	
  :	
  source	
  de	
  carbone)	
  

Autres	
  nutriments	
  
(azote,	
  oxygène…)	
  

Produit	
  d’intérêt	
  

Autres	
  produits	
  
(CO2,	
  acétate…)	
  

Métabolisme	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Hypothèses	
  et	
  simplifica/ons	
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Approche	
  de	
  base	
  en	
  modélisa/on	
  cellulaire	
  

•  Définir	
  les	
  variables/phénomènes	
  à	
  étudier	
  
– Croissance	
  
– Consomma7on	
  
– Produc7on	
  
– Respira7on	
  
– …	
  

•  U7le	
  au	
  design	
  de	
  bioprocédés:	
  
– Rendements:	
  performance	
  des	
  réac7ons	
  
– Ciné7ques:	
  vitesses	
  des	
  réac7ons	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Hypothèses	
  et	
  simplifica/ons	
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Modélisa/on	
  de	
  l’augmenta/on	
  du	
  nombre	
  de	
  
cellules	
  ou	
  de	
  la	
  «	
  biomasse	
  »	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Hypothèses	
  et	
  simplifica/ons	
  

• 	
  développons	
  les	
  bilans…	
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Courbe	
  de	
  croissance	
  typique	
  
Modélisa/on	
  -­‐	
  Hypothèses	
  et	
  simplifica/ons	
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Quel	
  paramètre	
  u7liser	
  pour	
  
représenter	
  la	
  croissance	
  des	
  

cellules?	
  

Modélisa/on	
  –	
  Hyp.	
  et	
  simpl.	
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Réac/fs	
  des	
  phénomènes	
  biociné/ques:	
  

•  La	
  croissance	
  cellulaire	
  sera	
  tributaire	
  de	
  réac7fs	
  que	
  l’on	
  
nomme	
  nutriments	
  ou	
  substrats;	
  

•  Les	
  termes	
  de	
  rendements,	
  reliant:	
  
–  La	
  biomasse	
  (cellules)	
  aux	
  divers	
  substrats:	
  YX/S	
  
–  Les	
  produits	
  à	
  la	
  biomasse	
  (YP/X)	
  ou	
  aux	
  substrats	
  (YP/S)	
  	
  	
  

seront	
  essen7els	
  aux	
  divers	
  calculs	
  es7ma7fs	
  et	
  prédic7fs
	
  permejant	
  de	
  définir	
  un	
  bioprocédé.	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Hypothèses	
  et	
  simplifica/ons	
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Rendements	
  

•  Deux	
  types	
  de	
  rendements	
  	
  
– Rendement	
  théorique	
  
– Rendement	
  réel	
  ou	
  observé	
  

•  Paramètre	
  très	
  empirique	
  (simplifica7on)	
  
•  Mais,	
  d’un	
  point	
  de	
  vue	
  économique,	
  le	
  
rendement	
  est	
  crucial	
  (plus	
  de	
  produit	
  en	
  
u7lisant	
  moins	
  de	
  substrat)	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Rendements	
  :	
  réels	
  observés,	
  globaux	
  

•  Rendement	
  théorique	
  :	
  rendement	
  maximal	
  
déterminé	
  selon	
  la	
  stoechiométrie	
  ou	
  le	
  
métabolisme	
  cellulaire	
  

•  Rendement	
  réel	
  ou	
  observé	
  :	
  rendement	
  obtenu	
  à	
  
par7r	
  de	
  données	
  expérimentales	
  	
  

•  Rendement	
  observé	
  <	
  Rendement	
  théorique	
  
–  Pourquoi?	
  

•  Rendement	
  global	
  :	
  
–  Rendement	
  déterminé	
  entre	
  t=0	
  et	
  t	
  final	
  
–  On	
  peut	
  aussi	
  calculer	
  le	
  rendement	
  point	
  par	
  point	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Exemple	
  de	
  calcul	
  de	
  rendements	
  théoriques	
  à	
  par/r	
  de	
  la	
  Stoechiométrie	
  de	
  
la	
  croissance	
  cellulaire	
  

	
  
Exemple	
  pour	
  E.	
  coli	
  

Réaction Stoechiométrie 
croissance sur le glucose -0,188 C6H12O6 – 0,24 NH4 – 2,44 ATP + 0,13 

CO2 + 0,24 H+ +0,37 H2O + 0,22 NADH2 + 
CH1,77O0,49N0,24 = 0 

catabolisme du glucose -0,08 C6H12O6 - 0,5 H2O + 1 NADH2 + 0,5 CO2 
+0,25 ATP = 0  

formation d’acétate -0,25 C6H12O6 - 0,5 H2O + 1 NADH2 + 0,5 CO2 + 
1 ATP + 0,5 C2H4O2 = 0 

croissance sur l’acétate -0,63 C2H4O2 – 0,24 NH4 – 4,17 ATP + 0,27 CO2 
+ 0,24 H+ +0,23 H2O + 0,5 NADH2 + 

CH1,77O0,49N0,24 = 0 

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Exemple	
  de	
  calcul	
  de	
  rendements	
  réels	
  à	
  par/r	
  de	
  données	
  
batch	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Nutriment	
  limitant	
  
•  La	
  cellule	
  a	
  besoin	
  de	
  plusieurs	
  nutriments	
  pour	
  
croître	
  
–  Sources	
  de	
  carbone,	
  azote	
  
–  Oxygène	
  
– Minéraux,	
  éléments	
  traces…	
  

•  Dès	
  que	
  l’un	
  des	
  nutriments	
  manque,	
  des	
  problèmes	
  
apparaîtront	
  

•  Donc,	
  le	
  nutriment	
  qui	
  manquera	
  en	
  premier	
  sera	
  
l’élément	
  considéré	
  comme	
  étant	
  limitant	
  	
  

	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
  

Nutriment	
  limitant	
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Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
  

Nutriments	
  limitants:	
  
	
  

cas	
  de	
  croissance	
  
dioxique	
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Exemple	
  
de	
  

valeurs	
  
de	
  

rendements	
  
réels	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Rendements	
  et	
  stoéchiométrie	
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Les	
  biociné/ques	
  

•  Décrire	
  les	
  phénomènes	
  dynamiques	
  reliés	
  à	
  
la	
  cellule	
  vivante	
  u7lisée:	
  
– Croissance	
  
– Consomma7on	
  de	
  substrats	
  
– Produc7on	
  
– Réac7ons	
  biochimiques	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Bilans	
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Poursuivons	
  le	
  développement	
  des	
  bilans:	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Bilans	
  

• 	
  Croissance…	
  

• 	
  Consomma7on	
  de	
  substrats…	
  

• 	
  Produc7on…	
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Structure	
  et	
  ségréga/on	
  

•  La	
  croissance	
  cellulaire	
  peut	
  
être	
  modélisée	
  selon	
  chacun	
  
de	
  ces	
  4	
  cas;	
  

•  Le	
  modèle	
  non-­‐structuré	
  et	
  
non-­‐ségrégué	
  est	
  souvent	
  
suffisant	
  pour	
  les	
  bactéries,	
  
levures	
  et	
  champignons;	
  

•  Les	
  cellules	
  végétales,	
  
puisqu’elles	
  stockent	
  des	
  
nutriments,	
  doivent	
  être	
  
modélisée	
  avec	
  des	
  modèles	
  
structurés	
  

•  Les	
  cellules	
  animales	
  
u7lisent	
  plusieurs	
  substrats	
  
limitants	
  et	
  requièrent	
  ainsi	
  
normalement	
  un	
  modèle	
  
structuré.	
  

Tiré	
  de	
  Bailey,	
  1998	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Les	
  biociné/ques	
  
•  Décrire	
  les	
  phénomènes	
  dynamiques	
  reliés	
  à	
  
la	
  cellule	
  vivante	
  u7lisée:	
  
– Croissance	
  
– Consomma7on	
  de	
  substrats	
  
– Produc7on	
  
– Réac7ons	
  biochimiques	
  

•  Il	
  nous	
  faut	
  décrire	
  la	
  vitesse	
  de	
  réac7on:	
  
le	
  taux	
  spécifique	
  de	
  réac7on	
  	
  

vs	
  
le(s)	
  substrat(s)	
  limitant(s)	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Bilans	
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Exemple:	
  Glycolyse	
  

Glucokinase ou Hexokinase"

Et	
  si	
  une	
  enzyme	
  contrôlait	
  le	
  métabolisme	
  cellulaire?	
  

Glucokinase 	
  +	
  Glucose	
  ⇌	
  (ES)	
  à	
  E	
  +	
  Glucose 6-P"
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Descrip/on	
  d’une	
  ciné/que	
  enzyma/que	
  

k1 
k2 

k-1 
E	
  +	
  S	
  ⇌	
  (ES)	
  à	
  E	
  +	
  P	
  
Un	
  mécanisme:	
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Hypothèses	
  

	
  	
  	
  
	
  

§ 	
  Début	
  de	
  la	
  réac7on	
  :	
  [substrat]	
  >>	
  [Enzyme]	
  
	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  P	
  est	
  négligeable	
  
	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  S	
  constant	
  

	
  
§ 	
  Un	
  seul	
  type	
  de	
  S	
  et	
  un	
  seul	
  complexe	
  ES	
  

§ 	
  Réac7on	
  de	
  premier	
  ordre	
  

§ 	
  Dissocia7on	
  rapide	
  de	
  P	
  
	
  

E	
  +	
  S	
  ⇌	
  (ES)	
  à	
  E	
  +	
  P	
  
k1 

k2 

k-1 

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Michaelis-­‐menten	
  

	
  	
  	
  
	
  

[ ]
[ ] dt

dP
SKm
SVV =

+
=

'
max

[ ]02max EkV =

1

1'
k
kKm −=

Vitesse	
  maximale	
  

Constante	
  de	
  Michaelis-­‐Menten	
  

Hyp : équilibre	
  rapide	
  entre	
  E	
  et	
  S	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
  

La	
  ciné/que	
  réac/onnelle:	
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Briggs	
  et	
  Haldane	
  

	
  	
  	
  
	
   [ ]

[ ] dt
dP

SKm
SVV =

+
= max

[ ]02max EkV =
1

21

k
kkKm += −

Hyp : Régime	
  permanent d(ES)/dt = 0 

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Lineweaver-­‐Burk	
  

	
  	
  	
  
	
  

1
V
=

Km
Vmax

1
Ci

+
1

Vmax

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
  

1
ν j,i

1
Ci

1
νmax, j,i Km, j,i

νmax, j,i
−

1
Km, j,i
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Exemple	
  

V S 
g/L/min g/L 

1.14 20.00 

0.87 10.00 

0.70 6.70 

0.59 5.00 

0.50 4.00 

0.44 3.30 

0.39 2.90 

0.35 2.50 

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Et	
  si	
  une	
  enzyme	
  contrôlait	
  le	
  métabolisme	
  cellulaire?	
  

k1 
k2 

k-1 
E	
  +	
  S	
  ⇌	
  (ES)	
  à	
  E	
  +	
  P	
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…et	
  par	
  exten/on	
  à	
  une	
  réac/on	
  enzyma/que	
  limitante:	
  
	
  

Jacques	
  Monod	
  a	
  proposé	
  un	
  modèle	
  du	
  type	
  de	
  Michaelis-­‐
Menten	
  décrivant	
  le	
  taux	
  spécifique	
  de	
  croissance	
  (m)	
  comme	
  une	
  

fonc7on	
  du	
  substrat	
  limitant	
  (S):	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Il	
  s’agit	
  d’un	
  modèle	
  non-­‐structuré,	
  non-­‐ségrégué	
  avec	
  
généralement	
  la	
  source	
  de	
  carbone	
  comme	
  élément	
  limitant	
  

SK
S

m +
= maxµµ

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Formes	
  de	
  modèles	
  couremment	
  u/lisés:	
  
	
  

Modèles	
  non-­‐structurés	
  et	
  non-­‐ségrégués	
  

–  	
  Monod	
  (le	
  plus	
  u7lisé)	
  
–  	
  Contois	
  (à	
  très	
  haute	
  densité	
  cellulaire)	
  
–  	
  Tessier	
  (Km	
  très	
  faible)	
  
–  	
  Moser	
  (forme	
  générale	
  plus	
  adaptable)	
  

•  Le	
  choix	
  d’une	
  biociné7que	
  dépend	
  donc	
  
de	
  plusieurs	
  facteurs	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Modèles	
  biociné/ques	
  

Forme générale:                                                         où u	
  =	
  m/mmax   ( )baK
dS
d υυυ −= 1

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
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Méthodes pour l’estimation des paramètres biocinetiques 
cas sans inhibition 

 

Représentation graphique Linéarisation  
 
Lineweaver-Burk  
 
 
 
 
 
 

1
!!,!

= !!,!,!
!!"#,!,!

1
!!
+ 1
!!"#,!,!

 

Eadie-Hofstee  
 
 
 
 
 

!!,! = !!"#,!,! − !!,!,!
!!,!
!!

 

 
Hanes-Woolf 

 

 
 
 
 
 
 

!!
!!,!

= !!,!,!
!!"#,!,!

+ 1
!!"#,!,!

!! 

 

L’u7lisa7on	
  de	
  l’approche	
  proposée	
  par	
  Eadie-­‐Hofstee	
  est	
  sujeje	
  à	
  
sures7mer	
  l’erreur	
  pour	
  l’es7mé	
  de	
  vmax,j,i	
  car	
  les	
  	
  coordonnées	
  "x"	
  
and	
  "y"	
  incluent	
  le	
  taux	
  de	
  réac7on.	
  	
  

L’approche	
  proposée	
  par	
  Hanes-­‐Woolf	
  est	
  généralement	
  plus	
  
précise	
  pour	
  l’es7mé	
  de	
  vmax,j,i.	
  

1
ν j,i

1
Ci

1
νmax, j,i Km, j,i

νmax, j,i
−

1
Km, j,i

ν j,i

νmax, j,i
Ci

−νmax, j,i

−Km, j,i

νmax, j,i
Km, j,i

Ci

ν j,i

Ci

1
νmax, j,i

Km, j,i

νmax, j,i

−Km, j,i
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Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
  

Racines	
  de	
  caroje,	
  de	
  pervenche	
  et	
  cellules	
  de	
  pavot	
  (Clou7er	
  et	
  al.	
  Biotechnol.	
  Bioeng.	
  .	
  99:189-­‐200)	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  glucose	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  	
  	
  ~	
  0.26	
  d-­‐1	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ~	
  1	
  g/L	
  

CHO	
  (Chinese	
  Hamster	
  Ovary) 	
   	
  	
  glucose 	
   	
  	
  	
  ~	
  0.2	
  	
  	
  d-­‐1	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ~	
  1	
  g/L	
  

Exemple	
  de	
  valeurs	
  de	
  paramètres	
  biociné/ques:	
  
S=substrat	
  carboné	
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Exemple	
  de	
  valeurs	
  de	
  paramètres	
  biociné/ques:	
  
S=oxygène	
  

Modélisa/on	
  -­‐	
  Ciné/ques	
  

Racines	
  de	
  pavot	
  (Lamboursain	
  L,	
  St-­‐Onge	
  F,	
  Jolicoeur	
  M.	
  2002.	
  Biotechnol.	
  Prog.	
  18:	
  1377-­‐1386)	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  23°C 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  20-­‐150	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  ~	
  5-­‐10	
  x	
  10-­‐3	
  	
  
CHO	
  (Chinese	
  Hamster	
  Ovary) 	
  	
  	
  37°C 	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  10-­‐20	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  ~	
  5-­‐10	
  x	
  10-­‐3	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
1.   Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

Un	
  problème:	
  
• Lorsque	
  notre	
  objec7f	
  sera	
  affecté	
  

– Biotraitement	
  
– Procédé	
  de	
  produc7on	
  
– Aliment	
  
– Thérapie	
  

	
  
Une	
  solu/on:	
  

• Pour	
  des	
  fins	
  de	
  régula7on	
  «	
  interne	
  »	
  
• Cible	
  thérapeu7que	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
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Les	
  bioprocédés	
  et	
  l’inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  	
  

2.	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

Produits	
   Purifica/on	
  

Molécule(s)	
  

Substrats	
   Bioprocédé	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
  
	
  



44	
  

Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
  
	
  



Inhibiteurs	
  	
  

•  Inhibi7on	
  compé77ve	
  
•  Inhibi7on	
  non	
  compé77ve	
  
•  Inhibi7on	
  incompé77ve	
  
•  Inhibi7on	
  due	
  au	
  pH,	
  Température	
  
•  Inhibi7on	
  par	
  le	
  substrat	
  
•  Allostérie	
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Inhibiteurs compétitifs  

réaction 

+ 

+ KI 

K’m 

Le	
  mécanisme:	
  

Une	
  enzyme	
  

S	
  

S’	
  

I’	
  

I	
  

k2	
  
+ 

l’enzyme	
  

Une	
  enzyme	
  rencontre	
  un	
  inhibiteur	
  

…et	
  son	
  substrat	
   …et	
  le	
  produit	
  

inhibi/on!	
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme   
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur compétitif 
 

 

 

   
 

 
 
 

 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 
Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur compétitif  

 
 

!!,! = !!"#,!,!
!!

!!,!"",!,! + !!
 

 
 

où: !!!,!"",!,! = !!,!,! 1+ !!
!!

     

 
 
 

   
 

 
 
 

 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 
Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur compétitif  

 

!!,! = !!"#,!,! !!
!!,!"",!,!!!!

      

 

où: !!!,!"",!,! = !!,!,! 1+ !!
!!

                

 
 

 
 
 

!!,! = !"#!(!!) 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
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1
ν j,i

1
Ci

1
νmax, j,i

−
1

Km, j,i

Km,app, j,i :	
  Diminu7on	
  apparente	
  de	
  l’affinité	
  d’une	
  
enzyme	
  Ej	
  pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

CI

la	
  concentra7on	
  en	
  
inhibiteur	
  de	
  Ej	
  

Linéarisa/on	
  selon	
  Lineweaver-­‐Burk	
  
	
  

en	
  présence	
  d’un	
  inhibiteur	
  compé;;f	
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Inhibiteur	
  non	
  compé//f	
  

KI 

K’m 

k2 

Le	
  mécanisme:	
  

KI 

K’m 

S	
  
+ 

S	
  

I	
  

I’	
  

I	
  

I’	
  

S’	
  

S’	
  

l’enzyme…et	
  le	
  produit	
  

inhibi/on!	
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme   

 
Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur non compétitif  

 

   

 
 
 
 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI +Ci

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+

kj,i,1

kj,i,−1
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur non compétitif  

 

   

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!,!!!!

   

 
où:  !!"#,!"",!,! =

!!"#,!,!

!!!!!!
       

 
 
 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI +Ci

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+

kj,i,1

kj,i,−1
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur non compétitif  

 

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!,!!!!

      

 
où:  !!"#,!"",!,! =

!!"#,!,!
!!!!!!

              

 

 
 
 

!!,! = !"#!(!!) 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI +Ci

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+

kj,i,1

kj,i,−1
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1
ν j,i

1
Ci

−
1

Km, j,i

νmax,app, j,i

Diminu7on	
  apparente	
  de	
  la	
  
vitesse	
  de	
  réac7on	
  maximale	
  

d’une	
  enzyme	
  Ej	
  pour	
  le	
  
composé	
  ‘’i’’	
  

CI

la	
  concentra7on	
  en	
  
inhibiteur	
  de	
  Ej	
  

Linéarisa/on	
  selon	
  Lineweaver-­‐Burk	
  
	
  

en	
  présence	
  d’un	
  inhibiteur	
  non	
  compé;;f	
  

55	
  



Inhibiteurs	
  incompé//fs  

+ KI 

k2 

Le	
  mécanisme:	
  

K’m 

S	
  

S’	
  

S’	
  

I	
  

I’	
  

+ 

l’enzyme…et	
  le	
  produit	
  

inhibi/on!	
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme   

 
Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur incompétitif  

 

   

 
 
 
 

Ej,i +Ci Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur incompétitif  

 

   

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!"",!,!!!!

  

 

où:  !!"#,!"",!,! =
!!"#,!,!

!!!!!!
  et  !!,!"",!,! =

!!,!,!

!!!!!!
              

 
 
 

Ej,i +Ci Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur incompétitif  

 

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!"",!,!!!!

  

 
où:  !!"#,!"",!,! =

!!"#,!,!
!!!!!!

            

    

et:  !!,!"",!,! =
!!,!,!
!!!!!!

              

 

 
 
 

!!,! = !"#!(!!) 

Ej,i +Ci Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+
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1
ν j,i

1
Ci

νmax,app, j,i

Diminu7on	
  apparente	
  de	
  la	
  
vitesse	
  de	
  réac7on	
  maximale	
  

d’une	
  enzyme	
  Ej	
  pour	
  le	
  
composé	
  ‘’i’’	
  

Km,app, j,i :	
  Augmenta7on	
  apparente	
  de	
  l’affinité	
  d’une	
  enzyme	
  Ej	
  
pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

CI

la	
  concentra7on	
  en	
  
inhibiteur	
  de	
  Ej	
  

Linéarisa/on	
  selon	
  Lineweaver-­‐Burk	
  
	
  

en	
  présence	
  d’un	
  inhibiteur	
  incompé;;f	
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Effet d’un inhibiteur sur la cinétique d’une réaction enzymatique 
 

Mécanisme Cinétique  
 
Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur compétitif  

 

!!,! = !!"#,!,! !!
!!,!"",!,!!!!

      

où: !!!,!"",!,! = !!,!,! 1+ !!
!!

                

 
 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur non compétitif  

 

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!,!!!!

      

où:  !!"#,!"",!,! =
!!"#,!,!

!!!!!!
              

 

Michaelis-Menten en présence d’un inhibiteur incompétitif  

 

!!,! = !!"#,!"",!,! !!
!!,!"",!,!!!!

  

où:  !!"#,!"",!,! =
!!"#,!,!

!!!!!!
               

et:  !!,!"",!,! =
!!,!,!

!!!!!!
              

 

 

Ej,i +Ci

I

Ej,iI

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1

Ej,i +Ci

I

Ej,iI +Ci

KI

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+

kj,i,1

kj,i,−1

Ej,i +Ci Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
I

Ej,iCiI

KI

+

1
ν j,i

1
Ci

1
νmax, j,i

−
1

Km, j,i

Km,app, j,i :	
  Diminu7on	
  apparente	
  de	
  l’affinité	
  d’une	
  
enzyme	
  Ej	
  pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

CI

la	
  concentra7on	
  
en	
  inhibiteur	
  de	
  
Ej	
  

1
ν j,i

1
Ci

−
1

Km, j,i

νmax,app, j,i

Diminu7on	
  apparente	
  de	
  
la	
  vitesse	
  de	
  réac7on	
  

maximale	
  d’une	
  enzyme	
  
Ej	
  pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

CI

la	
  concentra7on	
  
en	
  inhibiteur	
  de	
  

Ej	
  

1
ν j,i

1
Ci

νmax,app, j,i

Diminu7on	
  apparente	
  de	
  
la	
  vitesse	
  de	
  réac7on	
  

maximale	
  d’une	
  enzyme	
  Ej	
  
pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

Km,app, j,i :	
  	
  Augmenta7on	
  apparente	
  de	
  l’affinité	
  d’une	
  enzyme	
  
Ej	
  pour	
  le	
  composé	
  ‘’i’’	
  

CI

concentra7on	
  
en	
  inhibiteur	
  de	
  

Ej	
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Allostérie	
  	
  

V =
Vm S[ ]n

K n + S[ ]nChangement de 
conformation 

k2 

K’m 

aK’m 

Equation de Hill 

Le	
  mécanisme:	
   La	
  ciné/que	
  réac/onnelle:	
  

k2 

+ 

+ 
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Autres effets de l’environnement sur la formulation cinétique 
 

 Effet du pH                        
 
Mécanisme 

  

 

!!,! = !"#(!!)  

 
Cinétique 

!!,! = !!"#,!,!
!!

!!,!,! 1+ !!
!!! +

!!!
!! + !!

 

 
 
 

 
 
 

Ej,i +H
+

Ej,iH +Ci+1

K2

+

Ej,iH +Ci+1Ej,iHCi

kj,i,2Km, j,i

Ej,iH2
+

K1

H +
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Autres effets de l’environnement sur la formulation cinétique 
 

     Effet d'une concentration élevée en substrat                       
 
Mécanisme 
 

 

 

 

!!,! = !"#(!!) 
 

 

Cinétique 

!!,! = !!"#,!,!
!!

!!,!,! + !! +
!!!
!!",!

 

où: 
 

!!",! =
!! !!,!!!
!!,!!!!!

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

Ej,i +Ci Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2kj,i,1

kj,i,−1
Ci

Ej,iCiCi

Ksi, j

+
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    Effet d'un activateur sur la cinétique enzymatique 
 

     En présence d'un activateur compétitif            
 
Mécanisme 
 

 

 

 
 
 

Cinétique 
 

!!,! = !!"#,!"",!,!
!!

!!,!"",!,! + !!
 

où: 
 

 
 
 
 

!!,! = !"#!(!!) 

 

!!,!"",!,! = !!,!,!
!! !!

!!,!

!! !!
!"!,!

  et   !!"#,!"",!,! = !!"#,!,!
!! !!!

!!!,!

!! !!
!"!,!

 

  
 

 

Ej,i +Ci

A

Ej,iA+Ci

K j,A

+
Ej,i +Ci+1Ej,iCi

kj,i,2

Ej,iACi

+

Ej,iA+Ci+1

βkj,i,2

K j,i

αK j,A

αK j,i

A 
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Effet	
  de	
  la	
  température	
  

Activation : équation d’Arrhenius Dénaturation thermique 

v = Ae−Ea /RTE0e
−kdt

v
Taux	
  d’ac7vité	
  enzyma7que	
  

ou	
  
Vitesse	
  de	
  réac7on	
  

66	
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Inhibi/on	
  enzyma/que	
  
	
  
1.   Pourquoi?	
   	
  Un	
  problème	
  ou	
  une	
  solu/on?	
  

2.   Où?	
  	
   	
   	
   	
  Portez	
  toute	
  votre	
  aden/on	
  au	
  catalyseur	
  

3.   Par	
  quoi?	
   	
  Une	
  ques/on	
  d’affinité	
  

4.   Comment?	
   	
  Synthonisez	
  le	
  bon	
  rythme	
  et/ou	
  l’affinité	
  

5.   U/lité	
  de	
  l’étude? 	
  De	
  l’enzyme	
  au	
  bioprocédé	
  
	
  



Pourquoi	
  modéliser	
  les	
  ciné/ques	
  enzyma/ques?	
  

•  Comprendre	
  
•  Analyser	
  
•  Iden7fier	
  
•  Design	
  des	
  équipements	
  
•  Choix	
  des	
  matériaux	
  
•  Concevoir	
  un	
  procédé	
  
•  Contrôler	
  
•  Recherche	
  de	
  cibles	
  thérapeu7ques	
  

68	
  



Inhibi/ons	
  à	
  l’échelle	
  cellulaire	
  

•  L’inhibi7on	
  cellulaire	
  peut	
  provenir	
  de	
  différents	
  
phénomènes	
  
–  Accumula7on	
  d’un	
  métabolite	
  
–  Inhibi7on	
  par	
  le	
  produit	
  
–  pH,	
  Température	
  
–  Élément	
  externe	
  non-­‐désiré	
  
	
  (passiva7on	
  des	
  cuves	
  en	
  acier)	
  

•  On	
  peut	
  facilement	
  inclure	
  un	
  phénomène	
  
d’inhibi7on	
  dans	
  un	
  modèle	
  biociné7que	
  (régula7on)	
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Effet	
  du	
  pH	
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Effet	
  de	
  la	
  température	
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Effet	
  de	
  la	
  température	
  

mmax	
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Quelques	
  exemples	
  d’intérêt	
  reliés	
  aux	
  enzymes	
  

•  Dans	
  le	
  domaine	
  agroalimentaire	
  :	
  
La	
  produc7on	
  de	
  boissons	
  alcoolisées,	
  ou	
  d’alcool,	
  est	
  limitée	
  
par	
  le	
  produit:	
  l’éthanol	
  est	
  un	
  inhibiteur	
  «	
  non	
  compé77f	
  »	
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Fig. 2. Effect of ethanol on growth of SD-cyc: plot for non-com- 
petitive inhibition kinetics 
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Fig. 3. Effect of ethanol on growth of 5D-cyc: in this figure the 
plot for non-competitive inhibition kinetics has been corrected 
for the effect of the alcohol on cell viability. Note that no value 
is given for 12N w/v ethanol since there is 100% killing at this 
concentration 

mum specific growth rate under control conditions and 

/A i is the growth rate in the presence of a given concentra- 

tion of ethanol, {I}. We have plotted the data obtained 

with 5I)-cyc in this way in Fig. 2. It can be seen that the 

curve obtained does not conform to the straight line re- 

lationship predicted on the basis of classical non-com- 
petitive inhibition kinetics. The most likely explanation 

for the curve obtained is that ethanol has some irrevers- 

ible effect on the metabolism of the cell which therefore 
renders the application of equilibrium kinetics invalid. 

Ethanol Reduced Cell Viability 

The most obvious choice for an irreversible effect of 
ethanol on yeast was cell death (see, for instance, Tho- 

mas et al. 1978), and we therefore examined the im- 

pact of  the alcohol in viability. We followed the viabil- 

ity of a log phase culture of 5D-cyc by plating sonicated 

samples onto YEPD-agar at hourly intervals and compar- 

ing the number of colonies which grew up with the total 

cell number given by the Coulter counter at the same 

sampling time. The growth curve obtained from the Coul- 

ter counter readings could then be corrected for the pro- 

portion of dead cells in the culture to obtain the real 

growth rate,/ztrue, of the living cells. At ethanol con- 

centrations above 1% w/v/Jtrue was always greater than 

the observed. 
This true growth rate for each ethanol concentration 

was then used to obtain a K i using the plot for non-com- 

petitive inhibition. This corrected curve yielded the pre- 

dicted straight line relationship (Fig. 3) and the K i for 

the inhibition of growth by ethanol was found to be 2.01% 
w/v or 0.44 M. 

The death rate was determined for each ethanol con- 

centration and these data used to calculate a Ki for the 

killing effect of the alcohol. To do this, non-competitive 

inhibition kinetics were again applied and it was assumed 

that the maximum killing effect occurred at an ethanol 

concentration of 12% w/v. This is the minimum concen- 

tration of ethanol at which there was no net growth of 

the culture. The K i for killing obtained by this method 

was 1.32% w/v, or 0.29 M, and therefore the killing ef- 

fect of ethanol is greater than its inhibition of growth 
rate in live cells. 

Inhibition of  Fermentation by Ethanol 

The response of fermentation rate (which was monitored 

as the rate of COz evolution) to ethanol inhibition was 

markedly different from that of growth rate. However, 

the addition of ethanol appeared to have an immediate 

effect on fermentation just as it did on growth. Curves 

describing the evolution of CO2 by cells fermenting glu- 

cose in the presence of various concentrations of ethanol 

are given in Fig. 4. The initial non-linearity of the CO 2 

evolution curve with time is probably due to the imper- 

fect mixing of the cells and the ethanol in the respirome- 

ter reaction flasks. Rates of CO2 production were there- 

fore measured between 16 and 20 rain after tipping the 
reaction vessels. 

It is noticeable that at high ethanol concentrations, 

at which the cells are inviable, appreciable rates of fer- 

mentation may still be measured. For instance at 12% 

w/v both strains continued to ferment at ca. 25% of the 

control rate. The response of fermentation rate of the 
two strains studied was quite similar up to ca. 15% w/v 

ethanol, but at higher concentrations fermentation in 
the sak6 yeast, NCYC479, was more resistant than was 
that in the haploid strain 5D-cyc. 

This difference is clearly shown in the plot for non- 
competitive inhibition kinetics (Fig. 5). The curves for 

both strains show a good fit (regression coefficients for 

NCYC479 and 5D-cyc are 0.99 and 0.98 respectively) 

Éthanol	
  %	
  W/v	
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0.3 g Na2HPO4, 0.55 g MgSO 4  9 7 H20, 0.22 g ZnSO 4  9 7 H20 , 
50 g glucose monohydrate (Tunnel Refineries) and 20 g yeast 
extract (Oxoid). YEC was buffered to pH 5.3. 

Ethanol 

Absolute ethanol was obtained from Burroughs Ltd., and was 
not further pttrffied. 

Measurement of Cell Growth 

Growth was followed with a Kletl-Summerson colourimeter 
using a green filter. For NCYC479, 100 Klett units (K.U.) = 
4.9 x 106 cells ml-1 and lg 1-1 dry weight; for 5D-cyc, 100 
K.U. = 7.4 x 106 cells ml -  1 and lg 1-1 dry weight. Experimen- 
tal cultures were inoculated with log phase cells ca. 16 h before 
the start of the experiment. The expeximents were begun when 
the culture had reached ca. 50 K.U- and ethanol was added at 
100 K.U.. 
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Fig. 1. Effect of ethanol on growth rate of 5D-eye. Culture flasks 
were shaken in a waterbath at 23 ~ C. Cell concentration was mea- 
sured using the Klett meter, readings were normalised to unity at 
the start of the experiment. - o - ,  Control; - o - .  4% w/v, - ~ - ,  
8% w/v ethanol 

Measurement of Fermentation Rate 

Fermentation, the production of ethanol and carbon dioxide, 
was followed by observing the rate of CO 2 production in the 
Gilson respirometer. 

An aliqout (10 ml) was taken from an exponential phase 
(100 K.U.) culture and added to aN equal volume of 0.05 M 
phosphate buffer (pH 5) which contained glucose monohy- 
drate (0.1 g ml-1) .  This cell suspension was then dispensed 
in 1 ml aliquots into size 16 ml flasks in the Gilson respirome- 
ter. The side-arms of these flasks contained I m t  of either ster- 
ile distilled water or ethanoi solution. The cells from the culture 
were therefore subjected to a total four-fold dilution, control 
experiments demonstrated that this dilution had no effect on 
their correct fermentation rate. 

The flasks were shaken in the respirometer at 23 ~ for 
10 rain to permit equilibration and were then tipped to start 
the reaction. At this time the concentration of gincose in the 
flaks was ~> 6% w/v. Control expernnents with a chemostat 
(Brown and Oliver, unpublished) have confirmed that this con- 
centration is sufficient to exert complete glucose repression 
(see also DeDeken 1966). Manometric readings of CO2 evolu- 
tion were taken every 2 rain; these were corrected for dilution 
and converted to S.T.P. 

Table 1. Effect of ethanol on the growth rate 0z, h -  1) of the 
two yeast species 

Ethanol NCYC 479 5D-cyc 
w/v% 

Growth Percent of Growth Percent 
rate control rate of 

control 

0 0.280 100 0.258 100 
1 0.280 100 0.258 100 
2 0.251 89.6 0.239 92.6 
3 0.220 78.5 0.213 82.5 
4 0.200 71.4 0.180 69.7 
5 0.164 58.5 0.156 60.4 
6 0.139 49.6 0.135 52.3 
7 0.110 39.3 0.109 42.2 
8 0.081 28.9 0.081 31.4 
9 0.052 18.6 0.056 21.7 

10 0.024 8.6 0.027 10.4 

Determination of Cell Viability 

Total cell number was determined using the Coulter Electronic 
Particle Counter and appropriate dilutions of cell suspensions 
which had been sonicated to remove dumps and divided, but un- 
separated, cell pairs. A portion of the same sonicated sample was 
diluted and plated on YEPD-agar (yeast extract 1% w/v; peptone 
2% w/v; glucose 2% w/v; agar 2% w/v) and incubated at 30 ~ 
for 3 days. Viabilities were normalised to the value given by the 
control samples. 

Results 

Inhibition o f  Growth by Ethanol 

The addi t ion  o f  e thanol  to a log phase cul ture o f  yeast  
caused an immedia te  reduc t ion  in g rowth  rate.  Figure 1 

shows the effect  o f  4% w/v  and 8% w/v  e thanol  on the 
g rowth  o f  strain 5D-cyc, and Table 1 presents the  com- 
plete data for  the effect  o f  e thanol  on the g rowth  rate 
o f  b o t h  the strains studied. It is notable  that  there  is lit- 
tle or no difference be tween  the response o f  the  sak~ 
yeast  and the  labora tory  strain. E thanol  had no observa- 
ble effect  on growth  rate at concent ra t ions  be low  t % 
w/v  and growth  was not  comple te ly  inhibi ted unt i l  an 
e thanol  concen t ra t ion  o f  12% w/v  had been reached. 

The e f fec t  o f  e thano l  on g rowth  b_as been considered 
to  kave non-compet i t ive  inhibi t ion kinet ics (Aiba e t a I .  
1968). This means  that  a straight line relat ionship,  yield- 
ing an inhibi t ion constant  Ki, shold be obta ined  on plot- 

t i n g (  p ~ - - 1  )agains t  ( I ) , w h e r e  p m a x  is the maxi-  

µmax,sans
µmax,éthanol
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Exemple 

1/S (mM-1)
I = 0 (mM) I = 0,0012 I = 0,0044 I = 0,006

5 0,22 0,33 0,76 0,88
50 0,68 1,02 2,72 3,46

1/V  (mmol-1 L h)

De quel type d’inhibition s’agit-il? 
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