Electroextraction de protéines en flux a partir de
levures et micro algues tech
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Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris, ...
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Plus la taille de la cellule est
importante, plus le champ
électrique E (kV/cm) a
appliquer pour
perméabiliser sera faible
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Pompe Protocole: croissance jusqu’en fin de phase exponentielle, lavage dans I'eau,

| ) Electroextraction et incubation sur la nuit dans du tampon 105mM PB, pH 7; glycérol
Débit 0,3 M; DTT 1 mM
4L/h
Parameétres électriques mbres 6 mm (x 2):
=» Valeur du champ électrique dépendant de la taille / levures ~ 4 um de diamétre
= 3kV/cm (soit1800V) / t=2ms / N=30

Silver staining

Neg MN=30 N=25 Neg N30  M=25 Marquaur

Série + mixeur EEs2h EE+Zh  EEe2h EEelBh EE41Sh  EEelsh (kDa)

Mg protéines totales /

Les microalgues eucaryotes sont considérées comme des levures photosynthétiques
représentant de véritables usines pharmaceutiques (production de protéines recombinantes)

Avant Electroextraction Apreés Electroextraction
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Le procédé peut étre étendu a I'éco-extraction de triglycérides ou polyphénols sans addition de solvants
Ce procédé a été développé dans le cadre d'une licence de coopération a I'lnstitut de Pharmacologie et de Biologie Structurale, Centre

National de la Recherche Scientifiqgue, UMR 5089 and Université Toulouse Il — Paul Sabatier, 205 Route de Narbonne, 31077 Toulouse,
France (Mathilde Coustets, Justin Teissié) et dans le cadre du projet FP7 Electroextraction.
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| Principes et Applications de électroextraction Btech
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Principe physique
Culture electropulsation incubation séparation
Transfert dans le tampon perméabilisation fuite cellule intacte
d'électropulsation '

La paroi et la membrane sont affectées

Electroextraction

Relarguage des biomolécules

Accés de solvants « verts » au cytoplasme

Biomolécules, Biodiesel Biomolécules, Biodiesel

v’ Les intéréts décisifs de I'électroextraction

Les pulsations électriques ne touchent pas a la vacuole, ne libérant pas de protéase
Les protéines libérées étant non dégradées ont une plus haute activité spécifique
Travail a température ambiante avec un échauffement de moins de 15°C

Pas d’étape de « dewatering » (limite de 25% de volume de cellule)

Le micro-organisme est resté intact donc la séparation est plus facile (pas de débris)
Digestion facilitée des parois végétales

Eco-extraction de triglycérides et de polyphénols
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Dispositif bipolaire DEEXBIO — [3 tech E—

U (Tension) max = 2 000 V. — W
F (fréquence) de 0,1Hz a 1kHz. T—

P (période) de 1ms a 10s. Binolarité
T (durée de I'impulsion) de 5us a 50ms Ipolarite

Parametres ajustables par écran tactile [ 1 \

Sécurité Efficacité  Longévité

Les cibles validées
v'  Levures fECh

v' Microalgues
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