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3 Caractérisation des propriétés ḿecaniques des cellules de levure 68
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3.5.1 Évaluation du module de Young effectif pour les faibles déformations . . . . . . 111
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4.1.2.1 Les diff́erents types de bioréacteurs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

4.1.2.2 Partie humide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127

4.1.2.3 Partie s�eche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 133

4.1.2.4 Du pro�l spatial d'intensit́e �a la densit́e optique . . . . . . . . . . . . 138
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Résuḿe

Resuḿe

La motivation fondamentale de cette th�ese est de comprendre comment la mécanique d'une cellule indi-
viduelle va conditionner le comportement d'une population de cellules et sonévolution temporelle. A�n
de ŕepondre�a cette question, nous avons choisi de travailler sur la levureSaccharomyces cerevisiaequi
est un organisme eucaryote unicellulaire appartenant au r�egne des champignons. Comme les cellules
véǵetales et les bactéries, cette levure poss�ede une paroi cellulaire rigide qui occupe un rôle important
dans la ḿecanique de la cellule ainsi qu'une fonction mécanique majeure dans la capacité de cet organ-
isme�a former des bio�lms. Cette paroi est une structure dynamique qui est continuellement remodelée
par la cellule au cours de sa croissance et en fonction de son environnement. Pour produire la biomasse
nécessaire�a sa division,S.cerevisiaeest capable d'adapter les processus biochimiques intracellulaires
(métabolisme) en fonction de la source carbonée dont elle dispose. En adaptant les �ux métaboliques
des voies biochimiques impliquées dans la production d'énergie ainsi que dans la biosynth�ese des com-
posants cellulaires, les cellules conditionnent individuellement l'évolution temporelle de toute la pop-
ulation (en jouant sur le taux de prolifération). De plus, l'activit́e métabolique de la cellule, dont font
partie les voies biochimiques de synth�ese des composants de la paroi, in�ue sur la dynamique de consti-
tution de la paroi cellulaire, et donc sur la mécanique de celle-ci. Notre objectif est d'identi�er comment
le métabolisméenerǵetique de la levure in�uence sa croissance en population et de déterminer si les
dynamiques de croissance se re��etent sur la ḿecanique de sa paroi. Le premier chapitre de ma th�ese
fait of�ce d'introduction et nous y abordons plus en profondeur le contexte de cetteétude en soulig-
nant l'intér̂et d'utiliser le mod�ele levure. Le second chapitre est centré sur la croissance deS.cerevisiae
en population. Pour cela, nous avons réaliśe étude exṕerimentale de la prolif́eration des levures en
présence de trois substrats carbonés (glucose, galactose et lactate) sélectionńes pour cibler des types
de ḿetabolismes diff́erents. Ce suivi de l'évolution temporelle des populations de levure a nécessit́e la
conception d'un bioŕeacteuŕequiṕe d'un syst�eme de lecture en temps réel de la production de biomasse
par photoḿetrie, gr̂ace�a une d́erivation �uidique. En utilisant des procédures d'identi�cation nuḿerique
de mod�eles de croissance retenus, nous avons extrait les temps caractéristiques des diff́erentes phases
de croissances et les taux de prolifération associés en fonction du ḿetabolisme. Ces résultats montrent
quantitativement des différences au niveau du comportement de croissance des levures en fonction du
métabolisme pendant et apr�es la phase exponentielle de croissance. Nous avonségalement pu faire
ressortir des comportements de croissance particuliers préćedant la phase stationnaire de croissance qui
ne sont pas pris en compte par des mod�eles classiques de croissance microbienne. Le troisi�eme chapitre
est d́edíe �a la ḿecanique de la paroi cellulaire. Des suivis de la mécanique de la paroi par des mesures de
compression ont́et́e meńes sur plusieurs jours en parall�ele des cultures en bioréacteur. Les mesures de
compression ont́et́e effectúees�a différentes vitesses grâce�a un microscope�a force atomique (AFM) en
utilisant des leviers plats. En analysant la nature de la non-linéarit́e des courbes de force-déplacement,
nous avons pu extraire plusieurs param�etres ḿecaniques, dont une tension effective de la paroi cellu-
laire et le coef�cient de perte visqueuse.�A travers l'étude du coef�cient de perte visqueuse, nous avons
montŕe que la paroi cellulaire se comporte comme un matériauélastique. Nous avonśegalement observé
des variations de la tension effective de la paroi cellulaire entre les différents milieux de croissance. La
statistique atteinte (nombre de cellules sondées) ainsi que le contrôle rigoureux de l'́etat physiologique
des levures au cours des expériences AFM font l'originalit́e du travail meńe au cours de cette th�ese. Le
quatri�eme chapitre d́ecrit les ḿethodes exṕerimentales utiliśees dans les chapitres préćedents. Dans la
cinqui�eme partie, nous concluons sur le fait que la mécanique cellulaire est impacté par le ḿetabolisme
des levures. Unéetude de la ḿecanique de populations de levure assemblées en bio�lm constitue une
perspective logique�a ce travail et permettra de comprendre dans quelle mesure la mécanique des cellules
individuelles conditionne les propriét́es physiques d'un tissu cellulaire.
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Abstract

Abstract

The fundamental motivation of this thesis is to understand how the mechanics of an individual cell will
condition the behavior of a population of cells and its temporal evolution. In order to answer this ques-
tion, we have chosen to work on the yeastSaccharomyces cerevisiaewhich is a unicellular eukaryotic
organism belonging to the fungi kingdom. Like plant cells and bacteria, this yeast has a rigid cell wall
that plays an important role in the mechanics of the cell as well as a major mechanical function in the
ability of this organism to form bio�lms. This wall is a dynamic structure that is continuously remodeled
by the cell during its growth and according to its environment. To produce the biomass necessary for
its division,S.cerevisiaeis able to adapt the intracellular biochemical processes (metabolism) according
to the carbon source available. By adapting the metabolic �uxes of the biochemical pathways involved
in energy production as well as in the biosynthesis of cellular components, the cells individually con-
dition the temporal evolution of the whole population (by acting on the proliferation rate). Moreover,
the metabolic activity of the cell, including the biochemical pathways of wall component synthesis, in-
�uences the dynamics of cell wall constitution, and thus the mechanics of the cell wall. Our goal is
to identify how energy metabolism in yeast in�uences its population growth and to determine whether
growth dynamics are re�ected in its wall mechanics. The �rst chapter of my thesis serves as an intro-
duction and we discuss the background of this study in more depth, highlighting the value of using the
yeast model. The second chapter focuses on the growth ofS.cerevisiaein population. For this purpose,
we performed an experimental study of the proliferation of yeast in the presence of three carbonaceous
substrates (glucose, galactose and lactate) selected to target different types of metabolism. This moni-
toring of the temporal evolution of yeast populations required the design of a bioreactor equipped with
a real-time photometric reading of biomass production through a �uidic bypass. Using numerical iden-
ti�cation procedures of selected growth patterns, we extracted the characteristic times of the different
growth phases and the associated proliferation rates as a function of metabolism. These results quanti-
tatively show differences in the growth behavior of yeast as a function of metabolism during and after
the exponential growth phase. We were also able to highlight particular growth behaviors preceding the
stationary phase of growth that are not taken into account by classical microbial growth models. The
third chapter is dedicated to the mechanics of the cell wall. Monitoring of the cell wall mechanics by
compression measurements was carried out over several days in parallel with the bioreactor cultures.
Compression measurements were performed at different speeds with an atomic force microscope (AFM)
using �at levers. By analyzing the nature of the nonlinearity of the force-displacement curves, we were
able to extract several mechanical parameters, including an effective cell wall tension and the viscous
loss coef�cient. Through the study of the viscous loss coef�cient, we showed that the cell wall behaves
like an elastic material. We also observed a signi�cant increase in the effective tension of the cell wall
after the exponential growth phase. The statistics achieved (number of cells probed) as well as the rigor-
ous control of the physiological state of the yeast during the AFM experiments are the originality of the
work carried out during this thesis. The fourth chapter describes the experimental methods used in the
previous chapters. In the �fth part, we conclude that the effective tension of the cell wall is indeed linked
to the population dynamics which itself depends on the metabolism of the yeast. A study of the mechan-
ics of yeast populations assembled in a bio�lm constitutes a logical perspective to this work and will
allow us to understand to what extent the mechanics of individual cells condition the physical properties
of a cell tissue.
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Chapitre 1

Introduction g énérale

1.1 La mécanique cellulaire

Les cellules sont les constituantsélémentaires de tous les syst�emes vivants. Elles peuventêtre vues
comme des machines microscopiques qui peuvent activement modi�er leurs propriét́es ḿecaniques. En
effet, les cellules ont la capacité de pouvoir constamment remodeler leur organisation structurelle pour
répondre�a des forces et�a des d́eformations. La ḿecanobiologie des cellules (et des tissus cellulaires)
occupe un r̂ole important dans la cohésion des structures intracellulaires et intratissulaires ainsi que
dans la restauration des fonctions cellulaires apr�es des ṕeriodes de stress. Les cellules vivantes peuvent
présenter une grande variét́e de comportements ḿecaniques avec des temps caractéristiques diff́erents
qui vont d́ependre de la structure particuli�ere�a chaque cellule et de leur capacité �a ŕearranger ces struc-
tures en fonction des contraintes de leur environnement.
Le caract�ere actif des cellules (qui les différencie du matériau amorphe) est permis par leur métabolisme
énerǵetique qui assure la transduction de l'énergie�a l'intérieur de la cellule. L'ad́enosine triphosphate
(ATP) est le principal acteur de cette transduction d'énergie. La ŕegulation de la synth�ese de cette
molécule est d́eterminante dans la plupart des fonctions cellulaires, telles que la division et la main-
tenance de l'architecture de la cellule. Les trois principales voies de synth�ese de l'ATP sont la photo-
synth�ese (pour les cellules chlorophylliennes), la glycolyse et la respiration. Dans la cellule, ces voies de
synth�ese interagissent entre elles�a travers des ḿecanismes de régulation thermodynamiques, cinétiques
et spatiaux.
Pour appŕehender les liens entre le métabolisme de la cellule et ses réactions ḿecaniques�a différents
types de stimuli, il est ńecessaire de développer des mod�eles permettant de décrire la ḿecanique�a
l' échelle de la cellule. Le développement de tels mod�eles constitue un enjeu important en biophysique,
d'autant plus que les techniques expérimentales permettant de sonder la mécanique cellulaire sont nom-
breuses et varient au niveau du type de déformation qu'elles permettent d'engendrer.
Parmi les techniques expérimentales, on retrouve l'aspiration�a la micropipette (Lee and Liu, 2014),
la microscopie�a force de traction (Polacheck and Chen, 2016), la cytométrie par torsion magńetique
(MTC) statique (Wang et al., 1993) ou oscillatoire (Maksym et al., 2000), la microscopie�a force atom-
ique (AFM) (Ahmad et al., 2008), la micromanipulation (Smith et al., 2000a), l'utilisation de cytoinden-
teur (Shin and Athanasiou, 1999) ou encore les pinces optiques (Guck et al., 2001). La force appliquée
peutêtre soit concentrée en un point (d́eformation locale, AFM) ou distribúee (d́eformation globale, mi-
cromanipulation), soit intracellulaire (MTC) ou sur la surface cellulaire (microscopie�a force de traction),
et soit transitoire (aspiration�a la micropipette) ou dynamique (MTC oscillatoire). En fonction des tech-
niques, on va pouvoir appliquer soit desétirements des cellules (pinces optiques) soit des compressions
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Introduction ǵeńerale

des cellules (AFM, micromanipulation).
Les différents types de mod�eles traitent ǵeńeralement la cellule comme un milieu continu. La cellule
est alors consid́eŕee soit comme un matériau constitúe d'une seule phase (un unique matériau continu),
soit comme un matériau constitúe de plusieurs phases. Parmi les approches qui ne consid�erent qu'une
seule phase, on retrouve les mod�eles de coques�a noyau liquide, les mod�eles de solidéelastique ou
viscóelastique et les mod�eles de d́erivées fractionnaires qui prennent en compte le comportement dy-
namique des cellules (Lim et al., 2006).
La mécanique cellulaire présente un fort int́er̂et dans plusieurs domaines :

Domaine biomédicale Dans le domaine bioḿedical, les applications de la mécanique cellulaire sont
multiples. Dans les tumeurs, les cellules sont mécaniquement con�ńees dans une niche, qui est une
matrice extracellulaire complexe et dynamique. Par des phénom�enes de ḿecanotransduction , les cellules
sont capables de sentir la rigidité de leur support et d'adapter leur mécanique en conséquence. Ainsi,
la rigidité de la matrice joue un rôle important dans la régulation de la croissance cellulaire des cellules
canćereuses, l'invasion et la formation de métastases (Nagelkerke et al., 2015, Rianna et al., 2018).
La mécanique cellulaire est d'un intér̂et particulier pour la recherche sur les pathologies musculaires
(Dystrophie de Duchenne). Dans ce domaine, la microscopie�a force atomique áet́e montŕee comme
étant un outil �able avec une haute résolution pour diagnostiquer les différentes myopathies sur des
myocytes humains (Van Zwieten et al., 2014).

Les bio�lms Les bio�lms sont des communautés de microbes en interaction qui sont intégŕes dans
une matrice extracellulaire. Comme l'ont soulevé Gloag et al. (Gloag et al., 2020), un bio�lm peut
être approch́e comme un matériau biophysique en considérant les cellules comme des collo�̈des et la
matrice extracellulaire comme un gel de polym�eres. Ainsi, pour bien appréhender la ḿecanique des
bio�lms, il est nécessaire de conna�̂tre la ḿecanique des cellules qui le composent. Ces structures bi-
ologiques sont souvent dif�ciles�a éliminer, car elles sont rigides et présentent une certaine résistance
aux traitements chimiques. En santé, les bio�lms bact́eriens sont responsables de nombreuses infections
dif�ciles �a soigner�a cause de la résistance des bio�lms aux antibiotiques. Dans le domaine environ-
nemental, les bio�lms endommagent les infrastructures civiles et industrielles, par exemple en obstruant
les syst�emes pour le traitement de l'eau ou en engendrant de la biocorrosion. Dans l'agroalimentaire,
les bio�lms se forment sur leśequipements de transformation des aliments, agissant comme une source
persistante de contamination menaçant la qualité et la śecurit́e des produits alimentaires (Billings et al.,
2015, Gloag et al., 2020, Gordon et al., 2017, Kovach et al., 2015, Lewandowski, 2011, Thajuddin,
2016). La ḿecanique cellulaire est au coeur de toutes ces problématiques.

Les biobétons En�n, l'int ér̂et de la ḿecanique des cellules microbiennes se propageégalement dans
l'urbanisme avec le d́eveloppement des biobétons. Un biob́eton est un ḿelange de b́eton et de micro-
organismes qui va avoir des propriét́es de ŕeǵeńeration des micro�ssures grâce�a l'activité des cellules.
Lorsque l'eau af�ue dans les micro�ssures du biobéton, elle ŕeveille les microbes eńetat de quiescence.
Les micro-organismes,�a travers plusieurs voies métaboliques, vont alors se mettre�a produire des cal-
cites. Ces calcites vont ensuite précipiter pour colmater la micro�ssure empêchant l'af�uence d'agents
dét́eriorant comme les chlorites et le dioxyde de carbone. Les bactéries ontét́e les premiers candidats
pour les biob́etons, mais des articles récents poussent la recherche vers l'utilisation de champignons (le-
vures) pour cette application. L'intér̂et de ces recherches est de développer un b́eton plus durable, avec
un côut de maintenance plus faible, ce qui est tr�es attractif pour le ǵenie civil (Feng et al., 2021, Zhao
et al., 2022).
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1.2 La levureS.cerevisiae: Mod �ele de cellule eucaryote

Dans cette th�ese, nous allonśetudier la levureS.cerevisiae. S.cerevisiaeest une levure, soit un organ-
isme unicellulaire appartenant au r�egne des champignons. Il s'agit d'une cellule eucaryote, ce qui lui
conf�ere des propriét́es particuli�eres qui la rapprochent des cellules mammif�eres et des cellules véǵetales.
Son information ǵeńetique est contenue dans un noyau et elle poss�ede la machinerie intracellulaire lui
permettant d'effectuer les modi�cations post-traductionnelles des protéines. La levure est un syst�eme
mod�ele tr�es utiliśe dans la recherche pour plusieurs raisons.

Un cycle de division court La levure est un organisme unicellulaire avec un cycle de division court
(1-4h) beaucoup plus rapide que les cellules mammif�eres ou les cellules véǵetales (de l'ordre de 20h).
De plusS.cerevisiaepeut prolif́erer �a temṕerature ambiante et ne nécessite pas d'atmosph�ere contr̂olée
comme les cellules mammif�eres (contr̂ole de l'alimentation enCO2). Les études sur le syst�eme de la
levure ńecessitent peu de matériel et sont abordables�a moindre côut ce qui les rend accessibles�a un
grand nombre de laboratoires.

Un syst�eme mod�ele pour l' étude du métabolisme La levure est capable d'adapter son métabolisme
en fonction de la composition du milieu extracellulaire. Elle peut utiliser la respiration et la glycolyse
pour synth́etiser l'ATP. En jouant sur les conditions de culture (notamment le substrat carboné), il est
possible de favoriser l'utilisation de l'une ou l'autre de ces voies métaboliques, ce qui rend ce syst�eme
tr�es int́eressant pouŕetudier les diff́erentes voies du ḿetabolisméenerǵetique de mani�ere d́ecoupĺee.
La levureS.cerevisiaeest le premier organisme�a avoir eu son code géńetique compl�etement śequenće ce
qui a permis la constitution de mutants de certains g�enes. L'́etude de ces levures géńetiquement modi�́ees
est �a l'origine de d́ecouvertes remarquables sur les interactions entre le génome, le ḿetabolisme et les
fonctions cellulaires. Il existéegalement plusieurs mutations de la paroi cellulaire et du cytosquelette
qui sont d'un int́er̂et particulier pouŕetudier la ḿecanique cellulaire.

La mécanobiologie des levures Contrairement aux cellules mammif�eres, et de mani�ere similaire aux
cellules v́eǵetales et bactériennes,S.cerevisiaeposs�ede une paroi cellulaire rigide qui assure un rôle
important dans la morphologie cellulaire et prot�ege la cellule contre des conditions environnementales
extr̂emes. Les levures poss�edent un cytosquelette d'une composition semblable aux autres cellules eu-
caryotes, qui est réorganiśe en permanence pour assurer différentes fonctions ḿecaniques. Chez la lev-
ure, le cytosquelette et la paroi sont en constante interaction. La présence de la paroi cellulaire constitue
un obstacle pouŕetudier le cytosquelette des levures. Il est cependant possible de lever cet obstacle en
effectuant une digestion enzymatique de la paroi cellulaire. Ce processus permet d'obtenir des levures
sans paroi, aussi appelées sph́eroplastes. La levure poss�edeégalement des canaux transmembranaires
méchanosensibles qui lui permettent de capter les contraintes mécaniques de son environnement et de
réagir�a ces contraintes (Palmer et al., 2001).

Un syst�eme int́eressant pourétudier les bio�lms Les levuresS.cerevisiaesont capables de s'assembler
en colonie pour former des bio�lm, et représentent donc un mod�ele adapt́e pourétudier la ḿecanique de
ce type de tissu en laboratoire.

Les levures au coeur de l'industrie agroalimentaire S.cerevisiaeest aussi appelée ”levure bourgeon-
nante” ou ”levure boulang�ere”. La premi�ere appellation provient de sa mani�ere particuli�ere de se diviser
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(asyḿetrique) par bourgeonnement, qui permet visuellement de la différencier d'autres souches de lev-
ures telles que le mod�eleS.pombe, aussi appelé levure de scission. La seconde appellation provient du
fait que la levureS.cerevisiaeest tr�es utiliśee dans les boulangeries pour la fabrication du pain grâce�a
son r̂ole essentiel dans la fermentation. Outre qu'en boulangerie,S.cerevisiaeest le micro-organisme
le plus utiliśe dans l'industrie agroalimentaire et plus particuli�erement dans l'industrie des boissons.S.
cerevisiaeest impliqúe dans la production de nombreuses boissons fermentées ou distilĺees de par le
monde et plus particuli�erement dans la fermentation du vin et de la bi�ere. Elle occupéegalement une
place importante sur la partie alimentaire dans la fermentation de plsuieurs types d'aliments (Hasan et al.,
2014). S.cerevisiaeestégalement impliqúee dans la synth�ese de biocarburant tels que le bioéthanol, le
biopropanol ou encore le biobutanol (Parapouli et al., 2020). En�n,S.cerevisiaeoccupe toujours une
place importante en biotechnologie dans la production de produits pharmaceutiques, comme par exem-
ple l'insuline (Nielsen, 2013).

1.3 Contexte et plan de th�ese

Contexte et motivations
Ce projet de th�ese s'inscrit dans le cadre du projet de recherche ANR Rheolife dont les enjeux sont de
développer un cadre théorique ǵeńeral de rh́eologie temps-fŕequence pour analyser et modéliser la dy-
namique spatio-temporelle non stationnaire et multiéchelle des syst�emes vivants. La prolifération des
cellules et leur ḿecanique cellulaire sont deux phénom�enes dynamiques non-stationnaires visés dans
le cadre de ce projet. Ainsi, la motivation fondamentale de ma th�ese est de comprendre comment la
mécanique d'un individu cellulaire (qu'on va modi�er en modi�ant son environnement) va in�uer, con-
ditionner le comportement d'une population cellulaire et sonévolution temporelle.
Que ce soit par microscopie optique ou mécanique, la paroi cellulaire est la premi�ere interface que l'on
rencontre chez la levure. C'est l'élément qui contribue le plus�a la ḿecanique cellulaire, il constitue la
premi�ere interface d'́echange et d'interaction de la levure avec son micro-environnement (support, ma-
trice extracellulaire, autres micro-organismes). La composition chimique de la paroi cellulaire change en
fonction du ḿetabolisme de la levure ainsi que de sa phase de croissance (Aguilar-Uscanga and François,
2003, Dague et al., 2010).
Si ces changements de composition ont une in�uence sur la mécanique de la paroi cellulaire alors il est
possible d'associer les différentsétats physiologiques des levures�a des marqueurs de la mécanique de
la paroi. C'est pourquoi nous avons décid́e de nous int́eresser tout particuli�erement�a la ḿecanique de la
paroi cellulaire.

Problématique et plan de th�ese
Dans cette th�ese, notre objectif est d'identi�er comment le métabolisméenerǵetique de la levure in�u-
ence sa croissance en population et de déterminer si les dynamiques de croissance se re��etent sur la
mécanique de sa paroi. Pour répondre�a cette probĺematique, la th�ese est organisée en cinq chapitres
comprenant ce chapitre introductif.

Le chapitre 2 est centré sur la croissance deS.cerevisiaeen population. Nous nous sommes appuyés
sur uneétude exṕerimentale de la prolif́eration des levures en présence de trois substrats carbonés (glu-
cose, galactose et lactate) sélectionńes pour cibler des types de métabolismes diff́erents (essentiellement
glycolytique, simultańement glycolytique et respiratoire et essentiellement respiratoire). Ce suivi de
l' évolution temporelle des populations de levure a nécessit́e la conception d'un bioréacteuŕequiṕe d'un
syst�eme de lecture en temps réel de la production de biomasse par photométrie, gr̂ace�a une d́erivation
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�uidique. La résolution temporelle de ces mesures a permis de procéder�a une analyse nuḿerique des
courbes de croissance. En utilisant des procédures d'identi�cation nuḿerique des param�etres, nous
avons extrait les temps caractéristiques des diff́erentes phases de croissances et nous avons estimé les
taux de prolif́eration associés�a chaque type de ḿetabolisme. Ces résultats montrent quantitativement des
diff érences au niveau du comportement de croissance des levures en fonction du métabolisme pendant et
apr�es la phase exponentielle de croissance. Nous avonségalement pu faire ressortir des comportements
de croissance particuliers préćedant la phase stationnaire de croissance qui ne sont pas pris en compte par
des mod�eles classiques de croissance microbienne. Ces comportements de croissance ontét́e discut́es en
s'appuyant sur les données exṕerimentales et nous avons apporté une interpŕetation du ḿetabolisme des
levures au cours de ces phases particuli�eres.

Le chapitre 3 est d́edíe �a la ḿecanique de la paroi cellulaire. Dans un premier temps, nous abordons
les éléments impliqúes dans la ḿecanique cellulaire et leurs connexions avec le métabolisme de la lev-
ure, d'un point de vue biologique. Ensuite, nous faisons le tour des expériences de compression de la
levureS.cerevisiaerapport́ees dans la litt́erature. Dans un troisi�eme temps, nous présentons les différents
mod�eles de compression des levures décrits dans la litt́erature en soulignant la relation entre la force et la
déformation pŕedite par ces diff́erents mod�eles. Dans un quatri�eme temps, nous présentons les résultats
de suivis de la ḿecanique de la paroi cellulaire par microscopie�a force atomique. Les mesures de com-
pression des levures ontét́e effectúees en utilisant un levier plat. Ces suivis ontét́e meńes sur plusieurs
jours en parall�ele des cultures en bioréacteur. En analysant la nature de la non-linéarit́e des courbes de
force-d́eplacement, nous montrons que la relation entre la force et le déplacement du levier ne suit pas
une loi de puissance�a exposant constant comme prédit par les mod�eles de coques pressurisées pour de
faibles d́eformations.�A travers l'étude du coef�cient de perte visqueuse, nous avons montré que la paroi
cellulaire se comporte comme un matériauélastique. Nous avons observé des diff́erences de la tension
effective des levures entre les différents milieux de culture. Eńetudiant les distributions des param�etres
mécaniques et de modules de Young effectifs�a différenteśechelles de d́eformation, nous avons repéŕe des
diff érences importantes de la mécanique cellulaire en fonction des phases de croissances. Les différences
observ́ees nous permette de faire des corrélations importantes avec le métabolisme des levures.

Le chapitre 4 d́ecrit les ḿethodes exṕerimentales utiliśees dans les chapitres préćedents. Ce chapitre
est diviśe en deux parties. Une partie consacrée �a la culture cellulaire qui contient notamment une
description du syst�eme de bioŕeacteur couplé �a un syst�eme de lecture en temps réel de l'́evolution de
la biomasse par photoḿetrie, conçu dans le cadre de cette th�ese. La seconde partie est dédíee aux
mesures de ḿecaniques cellulaires. Nous y décrivons le principe de la microscopie�a force atomique,
les proćedures de calibrations, et les protocoles expérimentaux utiliśes pour mener les expériences de
compression cellulaire.

Le chapitre 5 ŕesume les ŕesultats obtenus durant cette th�ese et nous y concluons que la mécanique
de la paroi cellulaire est effectivement liée �a la dynamique de population. Les param�etres ḿecaniques
que nous avons estiḿes nous permette de mettre en valeur des différences de la ḿecanique de la paroi
cellulaire en fonction des différentes phases de croissance et du métabolisme qui leur est associé. Nous y
abordons aussi les nombreuses perspectives possibles�a mon travail. Une caractérisation de la ḿecanique
de populations de levure assemblées en bio�lm permettrait́egalement de faire le lien entre la mécanique
d'une cellule individuelle et la ḿecanique d'une population.
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Chapitre 2

La levure S.cerevisiae: Croissance et
métabolismeénerǵetique

La levureS.cerevisiaeest un organisme vivant unicellulaire eucaryote . Une cellule vivante doit présenter
au minimum les caractéristiques suivantes :

• Pŕesence d'un compartiment composé d'une bi-couche lipidique remplie de cytoplasme (solution
compośee d'eau, de sels et de protéines).

• Pŕesence d'information ǵeńetique intracellulaire.

• Pŕesence d'un syst�eme de traduction des g�enes en protéines (ribosomes) (Balu�ska et al., 2004).

Les organismes eucaryotes font partie d'un clade (groupe monophylétique ) qui regroupe tous les
organismes unicellulaires et multicellulaires caractériśes par la pŕesence d'un noyau intracellulaire con-
tenant l'information ǵeńetique. Le domaine des eucaryotes comprend le r�egne animal, le r�egne v́eǵetal
ainsi que le r�egne des champignons auquel appartientS.cerevisiae. L'adjectif eucaryote englobe un en-
semble de diff́erences cellulaires et biochimiques que l'on peut observer en comparaison avec les cellules
procaryotes , telles que les bactéries et les arch́ees (Favor and J., 2015, Terence, 2012).

�A l' échelle cellulaire Les cellules eucaryotes présentent un compartiment intracellulaire (délimité par
une membrane) contenant l'information géńetique. Ce compartiment est appelé noyau. Chez les cellules
procaryotes, l'ADN n'est pas cloisonné par une membrane. Cependant, la présence d'une hyperstructure
nucĺeaire aét́e identi�ée chez plusieurs organismes procaryotes (Norris et al., 2007). C'est la notion de
noyau intracellulaire qui a permis de dé�nir les deux clades en premi�ere approche par l'emploi du terme
grec ”Karuon” qui signi�e noyau. Les cellules eucaryotes poss�edentégalement d'autres compartiments
intracellulaires, appelés organites, que ne poss�edent pas les cellules procaryotes. Ces différents organites
sont les suivants :

• les mitochondries jouent un rôle primordial dans le ḿetabolisméenerǵetique des cellules eucary-
otes en permettant notamment la respiration cellulaire. Un intér̂et particulier sera porté �a cet or-
ganite dans cette th�ese.

• le réticulum endoplasmique ainsi que l'appareil de Golgi, sont des organites permettant aux cel-
lules eucaryotes d'effectuer des modi�cations post-traductionnelles aux protéines, un ḿecanisme
absent chez les cellules procaryotes.
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• les peroxysomes sont des organites dont le rôle est d'oxyder les composés organiques et de dégrader
le peroxyde d'hydrog�ene.

• les lysosomes (r�egne animal) sont spécialiśes dans la d́egradation des polym�eres biologiques
(prot́eines, polysaccharides ).

• les chloroplastes (r�egne v́eǵetal) sont des organites impliqués dans la photosynth�ese.

• En�n, les vacuoles (r�egne des champignons, r�egne v́eǵetal) sont des compartiments intracellu-
laires dont la fonction varie en fonction des organismes cellulaires. Celle-ci peut avoir un rôle
dans l'isolation de produits toxiques intracellulaires, dans la digestion des organites et dans le
stockage transitoire d'eau ou d'autre molécule organique. La vacuole joue un rôle important dans
la mécanique cellulaire, car elle participe au maintien de l'équilibre hydrique et joue donc un rôle
important dans la pression de turgescence interne des cellules eucaryotes�a paroi.

En particulier dans le cadre de cette th�ese, il est important de prendre connaissance de la présence
de ces compartiments intracellulaires. Le contenu des différents organites peut avoir une composition et
une structure tr�es diff́erente du cytoplasme. En fonction de la densité des diff́erents organites, ceux-ci
peuvent avoir un indice de réfraction plus ou moins important que le cytoplasme (Liu et al., 2016) ce qui
peut entrâ�ner des diff́erences locales d'indices que l'on pourra quanti�er par des mesures de microscopie
interférentielle . Leur pŕesence ou leur absence (présence de la vacuole�a titre d'exemple) peut́egalement
avoir une importance sur la ḿecanique globale de l'échantillon (Guerrero et al., 2019, Janel et al., 2019,
Khunsaraki et al., 2021, Riethm̈uller et al., 2007). Ces différences�a l' échelle cellulaire sont�a prendre en
compte pour faire deśetudes comparatives de la mécanique entre organismes eucaryote et procaryote.

Au niveau génétique Les cellules eucaryotes diff�erent des cellules procaryotes par la structure et le
conditionnement de leur ADN . L'ADN des cellules eucaryotes est sépaŕe en plusieurs parties que l'on
appelle chromosomes. Au niveau de ses chromosomes, l'ADN est enroulé autour des histones qui sont
des prot́eines intranucĺeaires. En fonction de l'embobinage de l'ADN autour des histones, les cellules eu-
caryotes peuvent se différencier pour acqúerir une fonction sṕeci�que au sein d'un organisme multicellu-
laire sans modi�cation de leur génome (́epiǵeńetique). Chez les cellules procaryotes, toute l'information
géńetique est comprise sur un même plasmide, structuré par des petites molécules appelées les NAPs
(nucleoid-associated proteins) (Wang et al., 2011). L'ADN des cellules eucaryotes est beaucoup plus
grand (en termes de paires de nucléotides) que celui des procaryotes. L'ADN eucaryote présente a min-
ima deux copies de chaque g�ene et une large fraction de l'information géńetique est non codante, c.-�a-d.
constitúee d'introns . L'ADN procaryote quant�a lui est plus compact. Chaque g�ene a une fonction
essentielle et est présent en une seule copie.

Chez les eucaryotes, la transcription des g�enes s'effectue dans le noyau et la traduction des ARNs
messagers en protéines s'effectue dans le cytoplasme. Cette séparation permet une régulation de l'expression
géńetique, tous les g�enes transcrits (transcriptome ) ne sont pas tous traduits en protéines. Chez les pro-
caryotes, les g�enes sont transcrits et traduits simultanément. Les g�enes sont souvent traduits par groupe
sous le contr̂ole d'un ŕegulateur de transcription (opéron ).

Au niveau du cytosquelette Le cytosquelette joue un rôle tr�es important dans la ḿecanique et la mor-
phologie cellulaire et est donc d'un intér̂et tout particulier dans le cadre de cette th�ese. La composition
du cytosquelette est différente chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Chez les eucaryotes, le cy-
tosquelette est composé de �laments d'actine , de microtubules et de �laments intermédiaires . Ces trois
types de �laments sont présents chez tous les eucaryotes et sont impliqués dans de nombreux processus
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intracellulaires (morphologie cellulaire, organisation structurelle des organites dans le cytoplasme, trans-
port moĺeculaire... ). Le cytosquelette eucaryote sera abordé plus en profondeur dans la section 3.1. Pour
les organismes procaryotes, les protéines qui forment des �laments sont différentes des eucaryotes et ne
sont pas identiques pour tous les micro-organismes. La revue de Wagstaff et al. (Wagstaff and Löwe,
2018) met eńevidence la diversité des prot́eines cytosquelettiques chez les organismes procaryotes.

Au niveau de la paroi cellulaire La paroi cellulaire est une structure rigide qui cloisonne la cellule.
C'est la premi�ere surface d'́echange (et́egalement la premi�ere barri�ere) entre la cellule et son envi-
ronnement avant la membrane plasmique. Elle joueégalement un r̂ole important dans la croissance
cellulaire, dans le maintien de la morphologie cellulaire et octroie une certaine résistance aux variations
de la pression de turgescence interne (engendrée par des variations de pression osmotique ). Quand elle
est pŕesente, il s'agit d'uńelément ḿecanique important qui contribue fortement�a la densit́e optique de
toute la cellule (Ovalle et al., 1998, Sullivan et al., 2007). Chez les procaryotes, la paroi cellulaire est
presque toujours présente. Les bactéries peuvent adopter deux types de paroi cellulaire (gram négatives
ou gram positives). Les archées ont des parois différentes des bactéries, organiśees en ”S-Layers” (Gill
and Brinkman, 2011). Pour les organismes eucaryotes, la paroi cellulaire n'est pas toujours présente. Les
cellules animales, par exemple, ne présentent pas de paroi alors que les cellules véǵetales et fongiques en
poss�edent. La composition et la structure des parois diff�erent entre les plantes et les champignons : Les
cellules v́eǵetales ont une paroi cellulaire organisée en trois couches et essentiellement composée de cel-
lulose , d'h́emicellulose , de pectine , et de lignine (Keegstra, 2010, Sticklen, 2008). La paroi cellulaire
des champignons (tel queS.cerevisiae)est organiśee en deux couches et est composée de� -glucanes , de
chitine et de mannoprotéines (Anwar et al., 2017, Kuhn Editor, 2019). Nous reviendrons plus en détail
sur la paroi cellulaire deS.cerevisiaedans la section 3.1.

Figure 2.1 : Les parois cellulaires des procaryotes et des eucaryotes :Paroi cellulaire des bactéries Gram positive (A.),
des bact́eries Gram ńegatives (B.), et des arch́ees (C.) (Gill and Brinkman, 2011). Paroi cellulaire des cellules véǵetalesD.
(Sticklen, 2008) et des levuresE. (Anwar et al., 2017).
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2.1 Métabolisme et croissance en population

Dans cette section, nous allons aborder la croissance de la levureS.cerevisiaeen population, aussi ap-
peĺee la prolif́eration. Pour observer une prolifération, il est ńecessaire que les cellules de levures se mul-
tiplient par division cellulaire. Pour se diviser, les levures ont besoin de produire la biomasse nécessaire�a
la conception d'une nouvelle cellule. Cette biomasse est produite�a partir des diff́erents substrats présents
dans le milieu de culture, notamment�a partir des châ�nes carbońees. La production de biomasse nécessite
la synth�ese de moĺecules d'ATP pour catalyser les réactions biochimiques de gen�ese des biomolécules.
La mani�ere dont les levures produisent la biomasse est intrins�equement líee �a la nature du substrat qui
va être consomḿe. La levure vâetre capable d'adapter les processus de transformation des différents
substrats en fonction de la nature des cha�̂nes carbońees�a sa disposition. Elle váegalement̂etre ca-
pable d'adapter sa mani�ere de synth́etiser l'ATP en fonction de la nature du substraténerǵetique. Le
métabolisme regroupe l'ensemble des processus de transformation de mati�ere et d'́energie par la cel-
lule, au cours des phénom�enes de synth�ese (anabolisme) et de dégradation (catabolisme ) des molécules
organiques. Le ḿetabolisméenerǵetique concerne les voies biochimiques de synth�ese des molécules
d'ATP �a partir de substrat carboné (catabolisme). Pour comprendre les mécanismes de la croissance
des levures en population, il est d'abord nécessaire de comprendre ce qui se produit au niveau du
métabolisme�a l' échelle d'une cellule.

2.1.1 Le ḿetabolisme de la levureS.cerevisiaeen fonction du substrat carbońe
Pour produire la majeure partie des métabolites cellulaires (ADN, protéines, paroi cellulaire), la levure
S.cerevisiaea besoin de cha�̂nes carbońees C6, telles que le glucose et le galactose (voir �gure 2.3).�A
travers un ensemble de réactions identi�́e comme la glycolyse, la levure va réduire les châ�nes de car-
bones C6 en diff́erents ḿetabolites interḿediaires qui vont ensuite entrer dans les voies métaboliques
de biosynth�ese des composants cellulaires (Voie des pentoses phosphates , biosynth�ese des composants
de la paroi, etc). Si ces cha�̂nes carbońees ne sont pas présentes dans le milieu de culture, la levure va
adopter une stratégie particuli�ere pour transformer les cha�̂nes carbońees en C6. Pour des cha�̂nes de
carbones plus longues, comme le saccharose, la levure va recourir�a des processus de digestion enzyma-
tique pour ŕeduire la moĺecule en carbone C6. Pour des molécules plus petites, telles que le lactate (C3)
ou l' éthanol (C2), la levure va recourir�a des processus actifs (consommation d'ATP) pour former des
châ�nes carbońees C6. La ńeoglucogen�ese est la voie ḿetabolique qui permet d'effectuer les réactions
de la glycolyse dans le sens anabolique en passant par la consommation de molécules d'ATP.
La levureS.cerevisiaea également besoin de cha�̂nes de carbone C3 et C2 (pyruvate , acetyl-CoA ) pour
produire une partie des ḿetabolites cellulaires. Ces cha�̂nes de carbones sont produites par la glycolyse
. Une fraction de ces carbones vaêtre transforḿee au niveau des mitochondries par le cycle de Krebs .
La �gure 2.2 sch́ematise les diff́erents ḿecanismes permettant la synth�ese des pŕecurseurs des voies de
biosynth�ese des composants cellulaires en fonction de la longueur des sources de carbone présentes dans
le milieu.
Dans tous les cas, la levure a besoin de l'énergie issue de l'hydrolyse des molécules d'ATP pour fabriquer
les constituants cellulaires. Pour synthétiser l'ATP, les cellules disposent de deux voies métaboliques
majeures que sont la glycolyse et la respiration.

La glycolyse La glycolyse est une voie ḿetabolique constitúee de 10 ŕeactions enzymatiques qui se
déroulent dans le cytosol. Elle permet l'oxydation d'une molécule de glucose en deux molécules de
pyruvate. Le processus conduit�a la formation de deux molécules d'ATP et deux molécules de NADH .
L' équation globale de la glycolyse est :

Glucose+ 2ADP + 2P i + 2NAD + ! 2Pyruvate + 2ATP + 2H2O + 2NADH + 2H + (2.1)
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Figure 2.2: Flux de production de biomasse en fonction de la source de carbone.

La respiration La respiration est le processus de synth�ese d'ATP par la châ�ne respiratoire. Elle se
déroule dans les mitochondries et nécessite un ensemble de réactions enzymatiques connu sous le cycle
de Krebs. Les molécules de pyruvate sont converties en acétyl-CoA par la pyruvate d́eshydroǵenase PDH
(décarboxylation oxidative) avant d'entrer dans le cycle de Krebs. Le cycle de Krebs est une série de huit
réactions d'oxydoŕeduction qui oxydent l'aćetyl-CoA en dioxyde de carbone. Les réactions d'oxydation
au niveau des complexes de la cha�̂ne respiratoire ǵen�erent un gradient de protons de part et d'autre de la
membrane mitochondriale. En dissipant le potentielélectrochimique par diffusion facilitée des protons,
l'ATP synthase catalyse la phosphorylation de l'ADP en ATP. Ce processus est appelé la phosphorylation
oxydative. Les moĺecules d'ATP produites sont ensuite exportées vers le cytosol. La réaction globale de
la respiration est la suivante.

NADH + H + + 1=2O2 + nADP + nP i ! NAD + + nATP + ( n + 1) H2O (2.2)

L'activit é de ces deux voies ḿetaboliques au cours de la croissance est réguĺee par des ph́enom�enes
géńetiques et osmotiques, conditionnés principalement par la nature du substrat.

Dans cette th�ese nous avons utilisé trois types de substrat pour induire des métabolismes diff́erents
chezS.cerevisiae: le glucose (C6), le galactose (C6) et le lactate (C3). Dans chaque cas, nous al-
lons d́ecrire le ḿetabolisme deS.cerevisiaeen pŕesence de ce substrat. Pour la croissance en glucose,
S.cerevisiaeva subir un changement de métabolisme important en utilisant l'éthanol comme substrat
suite �a la d́epĺetion du glucose (transition diauxique ). C'est pourquoi, nous aborderonségalement le
métabolisme deS.cerevisiaepour le substrat́ethanol. La �gure 2.4 dresse une synth�ese des diff́erents
acteurs du ḿetabolisméenerǵetique dans chaque situation et nous servira de support pourétudier les
diff érences.
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Figure 2.3: Formules chimiques des moĺecules cĺes du ḿetabolismeénerǵetique de la levure :A.Forme cyclique du glucose
(C6H12O6) B. Forme cyclique du galactose (C6H12O6) C. Pyruvate (C3H4O3) D. Lactate (C3H6O3)

2.1.1.1 La croissance en milieu galactose

Le galactose (voir �gure 2.3.B) est un monosaccharide possédant une cha�̂ne de 6 atomes de carbone.
C'est un isom�ere du glucose. Il entre dans la cellule par des transporteurs spéci�ques avant de subir
une châ�ne de ŕeactions biochimiques identi�ée comme la voie ḿetabolique de Leloir pour̂etre converti
en glucose-6-phosphate (G6P). La voie métabolique de Leloir jouéegalement un r̂ole important dans
les voies de biosynth�ese des composants de la paroi cellulaire (voir section 3.1). Le G6P est une porte
d'entrée dans la glycolyse. A différenteśetapes de la glycolyse, une certaine fraction (de l'ordre de
10% (Wu et al., 2006)) des carbones C6 transformés vaêtre utiliśee par les voies de biosynth�ese des
composants cellulaires pour produire de la biomasse. Le reste vaêtre converti en pyruvate en produisant
2 moĺecules de NADH et d'ATP par molécule de G6P. Les molécules de pyruvate vont ensuite entrer
dans les mitochondries pour produire de l'ATP par respiration. En milieu galactose, la levureS.cerevisiae
poss�ede une haute activité mitochondriale, et les molécules de NADH produites par la glycolyse et
par les voies de biosynth�ese des composants cellulaires vontêtre ŕe-oxyd́ees en NAD+ pour maintenir
un équilibre redox stable. A l'issu de ce métabolisme, les molécules de galactose sont compl�etement
réduites en dioxyde carbone et en eau par la respiration.

2.1.1.2 La croissance en milieu lactate

Le lactate (voir �gure 2.3.D) est une molécule qui poss�ede une châ�ne de 3 atomes de carbone. La
levure S.cerevisiaeest capable de convertir le lactate en pyruvate grâce �a la lactate d́eshydroǵenase
qui est une enzyme présente dans la membrane mitochondriale. Une fraction du pyruvate entre dans
la néoglucogen�ese pour produire des cha�̂nes de carbones C6 qui vontêtre utiliśees dans les voies de
biosynth�ese des composants cellulaire en consommant de l'ATP. Le pyruvate qui n'est pas utilisé par la
néoglucogen�ese entre dans les mitochondries pour synthétiser l'ATP par respiration. En milieu lactate,
l'activit é mitochondriale est importante et permet de réguler l'équilibre redox entre NADH et NAD+.

2.1.1.3 La croissance en milieu glucose puiséthanol

Le glucose (voir �gure 2.3.A) est un monosaccharides possédant une cha�̂ne de 6 atomes de carbones.
Le glucose est le substrat préférentiel deS.cerevisiaeet il va être import́e dans la cellule en priorité par
des transporteurs�a haute af�nit́e. S.cerevisiaeest dite Crabtree-positive , c-�a-d que pour des concentra-
tions de glucose importantes, la vitesse du transport du glucose dans la cellule, et sa dégradation par la
glycolyse, vâetre beaucoup plus importante que pour les autres sources de carbone. Sachant que c'est au
niveau de la glycolyse que sont synthétiśes la majorit́e des pŕecurseurs des voies de biosynth�ese Wu et al.
(2006), le �ux glycolytique important (engendré par l'in�ux de glucose) va acćelérer toutes les voies de
biosynth�ese des composants cellulaires. Chez la levureS.cerevisiaele glucose váegalement exercer une
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répression de l'activit́e mitochondriale au niveau géńetique.
Une fois dans la cellule, le glucose est converti en G6P pour entrer dans la glycolyse. Une fraction
du G6P est utiliśe dans la voie de biosynth�ese des composants cellulaires et l'autre fraction est con-
vertie en pyruvate, en produisant de l'ATP et du NADH. Comme l'activité mitochondriale est réprimée
géńetiquement (faible quantité de mitochondries) la réǵeńeration du NADH en NAD+ par la phospho-
rylation oxydative (mitochondrie) vâetre inhib́ee, ce qui va engendrer un déśequilibre redox. On parle
de d́ebordement ḿetabolique (”Metabolic over�ow”). Pouŕequilibrer le potentiel redox intracellulaire,
la levure va alors recourir�a la fermentation alcoolique. La fermentation est une voie métabolique con-
stituée de 2 ŕeactions enzymatiques permettant la réduction d'une moĺecule de pyruvate en une molécule
d'éthanol. Le processus entra�̂ne la ŕeǵeńeration d'une moĺecule deNAD + et la production d'une
molécule de dioxyde de carbone. L'équation globale de la fermentation alcoolique est :

Pyruvate + NADH + H + ! Ethanol + CO2 + NAD + (2.3)

L' éthanol produit par fermentation est libéŕe dans le milieu extracellulaire.

Lorsque que la quantité de glucose s'amenuise, la répression de l'activit́e mitochondriale est levée et la
levure entre alors dans une phase de biosynth�ese des mitochondries. On parle de transition diauxique.
Suite �a une culture ferḿee prolonǵee en milieu glucose, la levure dispose alors d'une certaine quantité
d'éthanol�a sa disposition pour repartir en croissance. L'éthanol (voir �gure 2.3.C) est une cha�̂ne de
2 carbones (C2). Celui-ci est convertit en acétald́ehyde par l'alcool deshydrogénase pŕesente au niveau
de la membrane mitochondriale et dans le cytosol. Une fraction des molécules d'aćetald́ehyde vaêtre
utilisée dans le processus de néoglucogen�ese pour produire des cha�̂nes de carbone C6 qui vontêtre
utilisées dans les voies de biosynth�ese des composants cellulaires. L'autre fraction va entrer dans le
cylce de Krebs pour synthétiser l'ATP par respiration. L'activit́e mitochondriale importante va permettre
�a la cellule d'́equilibrer le potentiel redox.

2.1.1.4 Variation du métabolisme au cours du cycle de division

Chez les cellules eucaryotes, le cycle cellulaire est composé de plusieurs phases (G1,S,G2,M) (Hartwell,
1974). Au cours de la phase G1, la levure produit la biomasse qui lui permettra par la suite de se di-
viser. Elle va produire cette biomasse�a une certaine vitesse en fonction des conditions de croissance
en utilisant les voies ḿetaboliques d́ecrites ci-dessous. La vitesse de prolifération des levures dépend
essentiellement du temps que celles-ci passe en phase G1.
Lorsque les levures prolif�erent ”lentement” avec des taux de croissance de l'ordre de 0.1h� 1, ce qui
est le cas des levures qui prolif�erent par respiration, celles-ci vont constituer des réserves de carbohy-
drates au cours de la phase G1 (Futcher, 2006, Guillou et al., 2004, Zhao et al., 2016). Ces réserves sont
compośees essentiellement de glycog�ene et de tŕehalose . Lorsque ces réserves sont suf�samment im-
portantes, la levure enclenche alors le processus de division en consommant rapidement ses réserves de
carbohydrates. L'utilisation rapide de ces réserves entra�̂ne un af�ux important de glucose dans la cellule
qui va converti rapidement en pyruvate par la glycolyse. L'af�ux de pyruvate va provoquer temporaire-
ment une acćelération du taux de respiration. Cependant, cet af�ux de glucose est trop important pour
être compl�etement absorb́e par les voies respiratoires et engendre donc un débordement ḿetabolique.
Les levures vont alors utiliser la fermentation alcoolique pour produire rapidement de l'énergie en pro-
duisant de l'́ethanol (M̈uller et al., 2003). Ainsi, m̂eme lorsque les levures prolif�erent sur un substrat non
fermentable et que l'essentiel de l'ATP est produit par respiration, celles-ci peuvent quand même avoir
recours�a la glycolyse et�a la fermentation au cours du processus de division.
Pour les levures qui prolif�erent rapidement en milieu glucose par fermentation, il aét́e observ́e que
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Métabolisme en milieu glucose Métabolisme en milieu galactose

Métabolisme en milieu lactate Métabolisme en milieu éthanol

Figure 2.4 : Métabolisme deS.cerevisiaeen fonction de la nature du substrat: Sch́ema synth́etisant leśeléments cĺes du
métabolisme deS.cerevisiaepour un milieu contenantA. du glucose,B. du galactose,C. du lactate ouD. de l'éthanol.

celles-ci ne produisaient pas de réserve de carbohydrates. Dans ce cas, la quantité d'ATP dans la cellule
est suf�sante pour activer les ḿecanismes de régulation biochimique du d́emarrage du cycle de division.
Pour les cultures en milieu galactose, il aét́e montŕe que la production de réserve de carhodydrate entre
les phases de divisiońetait faible pour des cultures contentant 2% galactose (Silljé et al., 1997) comme
utilisé dans cette th�ese.

2.1.1.5 Bilan sur le ḿetabolisme de la levure

Pour ŕesumer, en áerobie,S.cerevisiaepeut adopter 3 stratégies de ḿetabolisme en fonction de la nature
du substrat :

• Elle peut produire de la biomasse en utilisant simultanément la glycolyse et la respiration. C'est
le cas des cultures en galactose.

• Elle peut produire de la biomasse en utilisant essentiellement néoglucogen�ese et la respiration.
C'est le cas des cultures en milieu lactate.
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• Elle peut produire de la biomasse en utilisant essentiellement la glycolyse (suivie de la fermen-
tation alcoolique). C'est le cas des cultures en milieu glucose. Dans cette situation, les levures
conservent une activité respiratoire minimum pour assurer la production de certains composants
cellulaires.

Les milieux de cultures utiliśes au cours de cette th�ese (voir section 4.1) ontét́e retenus a�n de pouvoir
tester ind́ependamment chacun de ces trois types de métabolisme.

2.1.2 Croissance des levures en population
Dans cette th�ese, nous nous intéressons�a l'impact du ḿetabolisméenerǵetique sur la croissance de la
levureS.cerevisiaeen population. Dans cette section, nous allons nous intéresser�a la mani�ere dont la
biomasse augmente au cours d'une culture de levure. Nous allons décrire les variations de la biomasse
au cours du temps (les ”courbes de croissance”) en fonction du métabolisme.
Suivre la la prolif́eration des populations microbiennes est une approche utilisée commuńement en mi-
crobiologie. La vitesse de prolifération d'un micro-organisme est caractéristique de l'́etat physiologique
du micro-organisme que l'ońetudie. Pouŕetudier la croissance, il est nécessaire de quanti�er la popu-
lation des micro-organismes au cours du temps. Dans la littérature, les populations de levures peuvent
être expriḿees de plusieurs mani�eres : elles peuventêtre expriḿees en fonction de la biomasse s�eche
par unit́e de volume (g/L), en fonction du nombre de levures par unité de volume, en fonction de la
densit́e optique (DO ) ou encore en fonction d'unités formant colonie (UFC ) (Koch, 2007). Pour passer
d'une mesure�a l'autre, il est ńecessaire de mettre en place des facteurs de concordance, détermińes
exṕerimentalement. Ici, nous aborderons la quantité de biomasse en gramme par litre de masse s�eche de
levure.

2.1.2.1 Une croissance par phases

La croissance est un phénom�ene de transition entre une population initiale d'individus, que l'on iden-
ti�era par N0 vers une population plus grande. L'équation ǵeńerale de la croissance est dé�nie par
l' équation :

dN(t)
dt

= � (t) � N (t) (2.4)

o�u N (t) repŕesente la population au tempst et � (t) est une fonction qui d́ecrit la mani�ere dont la popu-
lation va crô�tre au cours du temps.� (t) est aussi appelé le taux de croissance spéci�que �a l'instantt.
Au cours d'une m̂eme culture microbienne ferḿee (en batch), ce taux de croissance spéci�que vaévoluer
en fonction du temps passé depuis l'ensemencement, en passant par différentes phases de croissance
telles que d́ecrites par Monod en 1949 (Monod, 1949). Apr�es l'ensemencement, si les conditions sont
réunies pour permettre la croissance (présence de sources de carbone), les micro-organismes vont passer
successivement par cinq phases, schématiśees dans la �gure 2.5.A :

• Une phase de latence (I) au cours de laquelle les microbes s'adaptent�a leur nouvel environnement.
La duŕee de cette phase dépend beaucoup de l'historique des microbes avant leur ensemencement.
Au cours de cette phase, le taux de croissance est nul (� (t) � 0) et la population des microbes
reste proche de leur population initialeN0.

• Une phase exponentielle de croissance (II) durant laquelle les microbes prolif�erent avec un taux
de croissance est supposé constant et maximum, identi�é par� max .
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• Une phase de ralentissement (III) durant laquelle la vitesse de prolifération diminue�a cause d'une
dépĺetion d'un nutriment essentiel�a la croissance ou sous l'effet d'inhibiteurs de la croissance,
produits par les cellules au cours de la culture (acidité, éthanol...).

• Une phase stationnaire (IV) durant laquelle les micro-organismes ne se divisent plus (� (t) = 0 ).
La population de microbes atteint alors une population �nale constante, que l'on identi�era par
Nmax .

• En�n, si la culture microbienne se poursuit sur une durée suf�samment longue et que les microbes
n'ont plus assez de ressources pour assurer la maintenance cellulaire, ou que la présence d'un
compośe toxique entrâ�ne l'apoptose des cellules, les microbes vont alors entrer dans une phase
de d́eclin (V). Au cours de cette phase, les microbes vont entrer en décroissance en passant d'une
population initiale (iciNmax ) �a une population moins importante. Dans cette th�ese, nous nous
intéresserons exclusivement aux processus de croissance.

Cette d́ecomposition est valable lorsque les micro-organismes ne peuvent se développer que sur un
substrat unique (avec une seule source d'énergie). Comme nous l'avons vu dans la section préćedente,
pour une culture ferḿee en milieu glucose, la levureS.cerevisaeest capable de proliférer śequentiellement
sur un substrat (le glucose) avant de changer de métabolisme pour prolif́erer sur un second substrat
(l' éthanol). Dans cette situation, la courbe de croissance va avoir une allure différente, comme schématiśee
dans la �gure 2.5.B :

• Apr�es la premi�ere phase de croissance exponentielle sur le glucose (II), les levures vont adapter
leur métabolisme�a utiliser l'éthanol par respiration. Cetteétape (III) est la transition diauxique.
Elle vaêtre caract́eriśee par une diminution du taux de croissance spéci�que.

• Une fois que les levures ont adapté leur ḿetabolisméenerǵetique, celles-ci entrent dans une nou-
velle phase de croissance (plus lente) o�u elles synth́etisent l'ATP par respiration (IV). Le taux de
croissance sṕeci�que va alors remonter jusqu'�a atteindre un maximum local� max 2 < � max .

• Puis, lorsque l'́ethanol ou un autre composant essentiel�a la croissance vient�a manquer, la crois-
sance des levures va ralentir (V) pour rejoindre la phase stationnaire (VI,� (t) = 0 ), puiséventuellement
en phase de d́eclin (VI).

2.1.2.2 Des physiologies propres�a chaque phase de croissance

Pour comprendre le dynamique de variation de la biomasse, il est important de comprendre ce qu'il se
passe physiologiquement au cours de chaque phase.

Phase de latence La phase de latence appara�̂t syst́ematiquement lorsque les levures sont ensemencées
dans un nouveau milieu et plus particuli�erement lorsqu'elles sont ensemencées dans un milieu contenant
un substrat diff́erent de leur milieu de provenance. La durée de cette phase dépend du temps que les
cellules prennent pour réguler l'expression de g�enes sṕeci�ques impliqúes dans le ḿecanisme adaptation
(Vermeersch et al., 2019). Par exemple, des g�enes codants pour des transporteurs membranaires a�n
de faire rentrer le nouveau substrat dans la cellule et des g�enes codants pour des enzymes nécessaires
�a la d́egradation du nouveau substrat jusqu'�a son entŕee dans les voies biochimiques du métabolisme
énerǵetique.
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Figure 2.5: Les phases de croissance deS.cerevisiaeen culture batch: A. Repŕesentation sch́ematique de l'́evolution de la
biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culture fermée sur un substrat unique. I: Phase de latence. II:
Phase exponentielle.III: Phase de ralentissement. IV: Phase stationnaire. IV: Phase de déclin. B. Repŕesentation sch́ematique de
l' évolution de la biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culture fermée sur deux substrats. I: Phase de
latence. II: Premi�ere phase exponentielle. III: Transition diauxique. IV: Seconde phase de croissance exponentielle. V: Phase
de ralentissement. VI: Phase stationnaire VII: Phase de déclin.

Phase exponentielle La phase exponentielle de croissance est la phase de croissance durant laquelle
les levures se multiplient le plus rapidement. Le taux de croissance maximum atteint durant cette phase
est sṕeci�que aux conditions de milieu. Il d́epend de la nature du substraténerǵetique, de l'oxyǵenation,
de la temṕerature et du pH.

Phase stationnaire La phase stationnaire survient lorsqu'un substrat essentiel vient�a manquer (source
carbońee, nitrog�ene , phosphate...) ou lorsque les levures subissent un stress important (osmotique,
thermique). Pour entrer en phase stationnaire, les levures arrêtent leur division dans la phase G1 (chute
du taux de croissance�a l' échelle de la population) et enclenchent divers mécanismes pour se mettre en
quiescence. Ces ḿecanismes comprennent le stockage de substrats carbonés sous forme de glycog�ene et
une mise en place de mécanisme de résistance au stress comprenant notamment unépaississement de la
paroi cellulaire (Herman, 2002, Jiménez et al., 2015).

2.1.2.3 Le taux de croissance

Les micro-organismes répondent aux �uctuations des conditions environnementales, physiques ou chim-
iques. Ces �uctuations de l'environnement extracellulaire peuvent engendrer des stress dont les répercussions
sur la cellule peuvent̂etre multiples : activation des voies de signalisation de l'intégrit́e de la paroi cel-
lulaire, ŕeorganisation du cytosquelette, biogen�ese mitochondriale, ḿecanismes de résistance aux stress
osmotiques, variations de la taille des cellules, etc. Ces réactions ńecessitent de l'énergie qui ne sera pas
emploýee pour la division cellulaire. De plus, les réactions aux stress s'accompagnent systématiquement
d'un arr̂et de la division dans la phase G1 et donc, statistiquement, d'une chute du taux de croissance.
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Les facteurs pouvant in�uer sur le taux de croissance (les facteurs de stress) sont tr�es nombreux : ces
param�etres peuvent̂etre physiques : température, agitation, encombrement, con�nement. Ils peuvent
être chimiques : pH, pression osmotique, présence d'oxyg�ene, de substrats carbonés, de composants
essentiels�a la croissance, de produits toxiques provoquant une inhibition de croissance.

2.1.3 Courbes de croissance expérimentales en bioŕeacteur
Pourétudier la croissance de la levureS.cerevisiaeen population, nous avons enregistrer la variation de
biomasse des levures au cours du temps lors de cultures fermées dans un bioréacteur conçu au laboratoire
Ondes et Mati�ere d'Aquitaine (LOMA). Les caractéristiques, le principe de fonctionnement ainsi que
l'analyse de la mesure sont décrits dans le chapitre 4 dans la sous-section 4.1.2. Ce syst�eme nous a permis
d'enregistrer la croissance de plusieurs culture en milieu minimum synthétique galactose (MMSGal),
lactate (MMSL ) et glucose (MMSG) ainsi que dans un milieu riche lactate (YPL). La composition des
milieux utilisés est d́ecrite dans la section 4.1. Les courbes de croissances expérimentales sont présent́es
dans la �gure 2.6. Entre les différentes conditions, on observe que les levures ont des comportements de
croissance diff́erents :

• On observe des différences des temps caractéristiques de transition entre les différentes phases.

• La quantit́e de biomasse atteintes en �n de culture diff�ere entre les diff́erentes conditions de crois-
sance et souvent entre les courbes de croissance d'un même milieu.

• Les points de d́emarrage de la croissance présentent aussi une certaine variabilité.

• La vitesse d'augmentation de la biomasse est variable entre les différents milieux.

• En�n, le comportement de ralentissent de la croissance pour atteindre la population �nale est tr�es
diff érents en fonction du milieu de croissance.

Dans la section qui suit, nous allonsétudier les caractéristiques de ces courbes de croissance a�n
d'identi�er des param�etres qui nous servirons�a d́elimiter les diff́erentes phases de croissance et�a com-
parer la croissance des levures en population pour les différentes conditions de ḿetabolisme. Cettéetude
nous permettra de caractériser les dynamiques de croissance correspondant�a nos conditions exṕerimentales.
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Figure 2.6: Courbes de croissance exṕerimentale deS.cerevisiaedans les diff́erentes conditions: Courbes de croissance
exṕerimentaleN (t) de S.cerevisiaeA. en milieu minimum synth́etique galactose (MMSGal, n=5),B. en milieu minimum
synth́etique lactate (MMSL, n=7),C. et en milieu minimum synth́etique glucose (MMSG, n=9) etD. en milieu riche lactate.

2.2 Modélisation mathématique des processus de croissance

L'objectif de ce paragraphe est de déterminer des crit�eres de comparaison entre les courbes de crois-
sance entre elles. Nous cherchons�a caract́eriser l'impact du ḿetabolisméenerǵetique sur la croissance.
Le métabolisméenerǵetique joue en effet principalement sur la vitesse de prolifération des levures et
donc sur le taux de croissance maximum qu'elles peuvent atteindre au cours d'une culture.
Nous cherchons donc�a repŕesenter au mieux les données exṕerimentales entre l'ensemencement et le
moment o�u les levures atteignent la vitesse de croissance maximum. Pour cela, nous nous intéressons
aux donńees exṕerimentales avant le point d'in�exion o�u la d́erivée deN (t) s'annule. On notet � et
N � = N (t � ) l'abscisse et l'ordonńee du point d'in�exion : dN (t � )

dt = 0.
Si le point d'in�exion est bien d́e�ni, le point initial t0 du d́emarrage de la croissance est plus dif�cile�a
dé�nir. En effet, le pointt0 n'est pas accessible�a la mesure directe. Il est dif�cile de conna�̂tre l'instant
exact o�u commence la phase de croissance des levures (phase de latence). De plus,N (t0) est faible et
plus sensible au bruit.
Pour obtenir le tempst � , abscisse du point d'in�exion, nous cherchons�a estimer nuḿeriquement la
dérivée dN (t)

dt �a partir des donńees exṕerimentales pour diff́erences �nies :

N 0(t j ) =
dN(t j )

dt
=

N (t j + 1) � N (t j )
t j +1 � t j

(2.5)

pour j 2 [1; M � 1]. Choisir deux points consécutifs pour estimer la d́erivée est une procédure tr�es
sensible au bruit de mesure. Pouréviter cela, nous allons choisir plusieurs points expérimentaux aux
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voisinages det j au nombre dekj ; nous effectuons ensuite une régression lińeaire sur ceskj pointes
�a l'aide de la fonction Matlab ”poly�t” qui nous permet de déterminer les coef�cients du polynôme
d'interpolation d'ordre 1. La pente de cette droite est la dérivée recherch́ee.
Nous avons retenukj = 64 correspondant�a un intervalle de temps de durée 1h47.
L' étape suivante est la détermination du maximum de la dérivée de la courbe de croissance. Pour cela
nous avons utiliśe la fonction ”max” de Matlab. Nous obtenons alors l'indicei , le tempst � et le maxi-
mum de la d́erivée de la courbe de croissanceN � = N (t � ).
Pour estimer ce tempst0, nous allonśegalement nous servir de l'estimation numérique de la d́erivée
présent́e plus haut. Le but vâetre de d́eterminer le temps correspondant au premier point pour lequel on
observe une augmentation signi�cative de la biomasse. Pour que cette augmentation de biomasse puisse
être observ́e, il est ńecessaire que sa dérivée calcuĺee nuḿeriquement soit suṕerieure aux �uctuations
engendŕees par bruit de mesure en début d'enregistrement.
Pour d́eterminer le bruit de la mesure�a partir de la d́erivée calcuĺee nuḿeriquement, nous calculons
l' écart type de la d́erivée sur une plage de 5h apr�es l'ensemencent� t1+5 en utilisant la fonction ”std”
de Matlab. Ensuite, nous cherchons numériquement l'indice du dernier point de la dérivée tel que
dN (t)

dt < 1:25� � en utilisant la fonction ”�nd” de Matlab. Nous obtenons alors l'indicel qui est l'indice
du dernier point en dehors du bruit de mesure�a être inf́erieur au seuil1:25� � t1+5 . Cette ḿethode nous
permet d'́eviter de śelectionner par erreur des points ”anecdotiques” sortant du bruit de mesure mais
n'étant pas suivit par une augmentation signi�cative de la biomasse. C'est l'indicel + 1 qui nous permet
de retrouver le tempst l+1 = t0 correspondant au démarrage de la croissance ainsi que la quantité de
biomasse au d́emarrage de la croissanceN (t0) = N0.
Grâce aux indicesi et l + 1, nous pouvons obtenirM 1 le nombre de points que nous allons retenir lors
de la proćedure d'identi�cation suivante, qui correspond au nombre de point entre le démarrage de la
croissance et le point d'in�exion de la courbe de croissance.

2.2.1 Analyse des courbes de croissances expérimentales
Nous avons retenu un jeu de quatre séries de mesures expérimentales pour tester notre procédure. Elles
correspondent�a des cellules deS.cerevisiaeen phase de croissance suivant quatre sources de sucre
diff érentes : (1) lactate en milieu riche 1.a (YPL) ou en milieu minimum synthétique 1.b (MMSL), (2)
galactose en milieu minimum synthétique (MMSGal) et (3) glucose en milieu minimum synthétique
(MMSG).

En milieu lactate (1), les levures produisent de l'énergie essentiellement par respiration. Elles vont
passer par une seule phase de croissance avant de rejoindre unétat stationnaire. Deux types de cultures
de levures en milieu lactate ontét́e ŕealiśees : 1.a dans un milieu riche (composition plus complexe)
et 1.b dans le milieu minimum synthétique. Ces deux milieux ont la m̂eme teneur en lactate. Les deux
courbes de croissance correspondantesN (1a) etN (1b) sont traćees en �gure 2.7.A, ainsi que leurs dérivées
dN (1 a)

dt et dN (1 b)

dt en �gure 2.7.B, obtenues par la procédure de ”poly�t” préćedemment exposée. Le point
d'in�exion est indiqué par unéetoile rouge. Les param�etres utiles pour la procédure de ”poly�t” ainsi
que les coordonńees du point d'in�exion (t � , N � ) sont donńees dans le tableau 2.2.
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Figure 2.7 : Courbes de croissances et leurs dérivées approch́ees en milieu lactate : A.Courbes de croissance de la lev-
ureS.cerevisiaeN (1a) et N (1b) respectivement en milieu riche lactate (YPL, bleu) et en milieu minimum synthétique lactate
(MMSL, jaune). Le point d'in�exion, d́etermińe selon la ḿethode pŕesent́e plus haut, est représent́e par unéetoile rouge.B.
DérivésdN (1a) =dt etdN (1b) =dt des courbes de croissance présent́e en A., approch́ees selon la ḿethode d́ecrite pŕećedemment
aveckj = 64. Le maximum de la d́erivée est repŕesent́e par unéetoile rouge et le point de démarrage de la croissance est
indiqué par un rond vert. Les coordonnées du point d'in�exion (t � , N � ) ainsi que celles du point de démarrage de la croissance
(t0, N0) sont donńees dans le tableau 2.2.

Figure 2.8 : Courbe de croissance et sa d́erivée approch́ee en milieu galactose : A.Courbe de croissance de la levure
S.cerevisiaeN (2) en milieu minimum synth́etique galactose (MMSGal). Le point d'in�exion, détermińe selon la ḿethode
présent́e plus haut, est représent́e par unéetoile rouge.B. DérivédN (2) =dt de la courbe de croissance présent́e en A., approch́ee
selon la ḿethode d́ecrite pŕećedemment aveckj = 64. Le maximum de la d́erivée est repŕesent́e par unéetoile rouge. Les
coordonńees du point d'in�exion (t � , N � ) sont donńees dans le tableau 2.2.
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La deuxi�eme śerie de mesures (2) concerne le milieu minimum synthétique galactose (MMSGal) o�u
les levures produisent de l'énergie�a la fois par respiration et par fermentation. Comme préćedemment,
les cellules passent par une seule phase de croissance avant d'atteindre la phase stationnaire.
La courbe de croissance des levuresS.cerevisiaeN (2) (t) en MMSGal est traćee en �gure 2.8.A et sa
dérivée approch́ee par la proćedure de ”poly�t” préćedemment d́ecrite dN (2) (t )

dt est calcuĺee et traćee en
�gure 2.8.B. Comme pŕećedemment, le point d'in�exion et le point de démarrage de la croissance sont
signaĺes respectivement par uneétoile rouge et un rond vert. Les param�etres utiles pour la procédure de
”poly�t” ainsi que les coordonńees du point d'in�exion (t � , N � ) et du point de d́emarrage (t0, N0) sont
rassembĺees dans le tableau 2.2.
Comme pour le milieu lactate, la croissance des cellules en milieu galactose suit visuellement un com-
portement de courbe sigmo�̈de avec un point d'in�exion clairement identi�é sur la d́erivée de la biomasse.

La troisi�eme śerie de mesures (3) traite d'une culture de levures en milieu minimum synthétique glu-
cose (MMSG). Dans ce cas de croissance particuli�ere, les levures adoptent une croissance parétape.
Elles vont avoir une premi�ere phase de croissance en utilisant le glucose par fermentation. Comme pour
les conditions de culture préćedentes, la courbe de croissance va atteindre un point d'in�exion. Passé ce
point d'in�exion, la croissance va ralentir et les levures ne vont pas atteindre directement la population
�nale qui caract́erise la forme sigmö�de.Elles vont subir un changement diauxique qui va induire une
croissance lente avant de repartir dans une nouvelle phase de croissance en utilisant l'éthanol comme
source de substrat par respiration. La croissance deS.cerevisiaesur le substrat reste cependant plus lente
que la croissance sur glucose. Il est ainsi toujours possible d'identi�er le point d'in�exion de la premi�ere
phase de croissance sur glucose en utilisant la méthode pŕećedente. L'objectif premier sera d'étudier
la dynamique de croissance des levures lorsque celles-ci utilisent uniquement la fermentation. Comme
préćedemment, nous traçons la courbe de croissance deS.cerevisiaeN (3) (t) cette fois en milieu mini-
mum synth́etique glucose en �gure 2.9.A et sa dérivée approch́ee par la proćedure de ”poly�t” dN (3) (t )

dt
est traćee en �gure2.9.B. Comme pour les trois séries de mesure préćedentes, le point d'in�exion et le
point de d́emarrage de la croissance sont signalés respectivement par uneétoile rouge et un rond vert.
Les param�etres utiles pour la procédure de ”poly�t” ainsi que les coordonnées du point d'in�exion (t � ,
N � ) et du point de d́emarrage (t0, N0) sont regrouṕes dans le tableau 2.2.

Milieu l + 1 i t0 N0 t � N � dN(t � )=dt M 1 kj

YPL 27 1085 1.61 0.1 31 6.53 0.77 1058 64

MMSL 148 1080 4.98 0.13 30.86 3.91 0.5 932 64

MMSGal 2 759 0.92 0.1 21.95 3.19 0.32 757 64

MMSG 68 460 2.75 0.07 13.64 1.64 0.46 392 64

Table 2.1: Param�etres de la proćedure de ”poly�t” et coordonńees des points d'in�exion des différentes śeries de mesure.

28



Saccharomyces Cerevisiae: Métabolisme et croissance

Figure 2.9 : Courbe de croissance et sa d́erivée approch́ee en milieu glucose : A.Courbe de croissance de la levure
S.cerevisiaeN (3) (t) en milieu minimum synth́etique glucose (MMSG). Le point d'in�exion, d́etermińe selon la ḿethode
présent́e plus haut, est représent́e par unéetoile rouge.B. Dérivé dN (3) =dt de la courbe de croissance présent́e en A., ap-
proch́ee selon la ḿethode d́ecrite pŕećedemment aveckj = 64. Le maximum de la d́erivée est repŕesent́e par unéetoile rouge.
Les coordonńees du point d'in�exion (t � , N � ) sont donńees dans le tableau 2.2.

Estimation du taux de croissance Le taux de croissance maximum est un crit�ere tr�es utiliśe en biolo-
gie pour comparer les courbes de croissance entre elles. En utilisant les param�etresdN(t � )=dt etN � , on
peut estimer le taux de croissance au point d'in�exion, o�u la croissance des levures est la plus rapide.
On d́e�nit le taux de croissance ”expérimentale” de la mani�ere suivante :

� E (t � ) =
dN(t � )=dt

N �
(2.6)

Ainsi, nous avons estiḿe � E (t � ) pour toutes les courbes expérimentales que nous avons présent́ees dans
la �gure 2.6. Les ŕesultats sont consignés dans le tableau suivant : Pour déterminer si on observe une

Milieu YPL (n=4) MMSL (n=7) MMSGal (n=5) MMSG (n=9)

� E (t � ) (h� 1) 0:11� 0:01 0:12� 0:01 0:13� 0:03 0:28� 0:01

Table 2.2: Estimation du taux de croissance ”expérimental” au point d'in�exion pour les diff́erentes courbes de croissances.

diff érence statistique entre les taux de croissance au point d'in�exion des différents milieux en prenant
en compte la variabilit́e entre chaque enregistrement, nous avons décid́e d'effectuer un test statistique.
Les taux de croissance estimés par les diff́erents mod�eles sont des données nuḿeriques et la statistique
dont nous disposons ici (entre 4 et 9 courbes de croissance pour chaque condition) est insuf�sante pour
déterminer si la distribution des taux de croissance suit une loi paramétrique. On consid�ere les taux de
croissance mesurés comme des variables indépendantes. Le test statistique adapté dans cette situation
est le test ANOVA (Nayak and Hazra, 2011).
Le test ANOVA aét́e ŕealiśe sous l'environnement Matlab, grâce�a la fonction ”anova1”. Les résultats
sont compiĺes dans le tableau 2.3. Pour déterminer si on observe une différence statistique entre les
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valeurs� E t � des diff́erents milieux de croissance, nous allons nous baser sur le crit�ere de la P-Value
(Thiese et al., 2016). Si la P-Value est inférieure�a 5% on rejette l'hypoth�eseH0 qu'il n'y a pas de
diff érence entre les� E t � pour les milieux de culture A et B avec un intervalle de con�ance de 95%. Si la
P-Value est suṕerieure�a 5% on accepte l'hypoth�eseH0, ce qui signi�e qu'on n'observe pas de différence
statistique de� E t � entre les milieux de croissance A et B. Sur le tableau 2.3, les lignes o�u l'hypoth�ese
H0 est rejet́ee sont pŕesent́ees en police rouge, et celles o�u l'hypoth�eseH0 est v́eri� ée sont pŕesent́ees en
police verte.
En se basant uniquement sur ce crit�ere, on en conclut que le taux de croissance au point d'in�exion
est signi�cativement suṕerieur en milieu glucose. En revanche, le test ANOVA ne nous permet pas de
distinguer une diff́erence entre les taux de croissance des milieux galactose et lactate.

Milieu A Milieu B P-value

MMSGal MMSG 1:25� 10� 12

MMSGal MMSL 8:07� 10� 1

MMSGal YPL 7:78� 10� 1

MMSG MMSL 3:83� 10� 14

MMSG YPL 1:42� 10� 12

MMSL YPL 9:98� 10� 1

Table 2.3: Résultats du test ANOVA sur les taux de croissance expérimentaux au point d'in�exion.

2.2.2 In�uence de la préculture sur les param�etres de croissance.
La longueur de la phase de latence est fortement in�uencée par l'́etat des levures�a la �n de la pŕeculture.
Les mod�eles de croissance que nous allons utiliser partent du principe que la croissance démarre instan-
tańement et la phase de latence am�ene donc une erreur dans la prédiction faite par les mod�eles. La phase
de latence peut́egalement avoir un impact sur le temps que les levures mettent pour atteindre leur vitesse
de prolif́eration maximum (phase d'accélération) et sur la quantité de biomasse qu'elles atteignent au
niveau de ce point d'in�exion.
Pour chaque culture, nous avons enregistré, la quantit́e de biomasse atteinte�a la �n de la pŕecultureN P

f .
Pour des raisons expérimentales, cette valeur est variable, car il est dif�cile de quanti�er le nombre de
levures que l'on introduit en milieu liquide au moment du lancement de la préculture. De plus, il est dif-
�cile de prédire le temps que les levures vont mettre�a partir en croissance depuis leurétat de quiescence
en boite de Ṕetri. L'objectif de la pŕeculture est de diminuer cette variabilité lorsque les levures sont
introduites dans le bioréacteur. Pouŕetudier l'in�uence de la pŕeculture sur la croissance des levures en
bioréacteur, nous avons tracé plusieurs param�etres en fonction deN P

f dans la �gure 2.10.
Le tempst0 correspond au point de démarrage de la croissance. Ce point marque donc la �n de la phase
de latence (caractériśee par une vitesse de prolifération nulle). Sur les graphiques D1, D2 et D3 de la
�gure 2.10 on peut observer la variation det0 en fonction deN P

f pour les cultures en milieu minimum
synth́etique. Pour les cultures en milieu galactose, on voit que la croissance démarre tr�es t̂ot peu importe
la concentration de levures�a la �n de la pŕeculture. La phase de latence aét́e syst́ematiquement tr�es
courte sur ce substrat. Pour les cultures en milieu glucose et en milieu lactate, on observe une plus grande
variabilité qui ne semble pas dépendre de la concentration des levures en �n de préculture. En milieu
glucose, la phase de latence s'étend de mani�ere variable entre environ 0 et 3h apr�es l'ensemencement.
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Pour les cultures en milieu lactate, la phase de latence estimée est ǵeńeralement assez longue, pouvant
atteindre environ 10h apr�es l'ensemencement.
Pour les autres param�etres (t � , N (t � ) etdN(t � )=dt), les estimations sont dispersées de mani�ere ind́ependante
de la concentration de biomasse en �n de préculture. Il semblerait donc que l'état des levures en �n de
préculture ait peu d'impact sur la répartition des param�etres de croissance que nous avons estimé �a partir
des courbes expérimentales.

Figure 2.10: Effet de la phase de latence sur les param�etres de croissance pour les milieux minimums synth́etiques
glucose, galactose et lactate. A1.,A2.,A3.Temps d'in�exion t � , B1.,B2.,B3.quantit́e de biomasse au point d'in�exionN (t � ),
C1.,C2.,C3. maximum de la d́erivée de la biomassedN (t � )=dt� et D1.,D2.,D3. temps de d́emarrage de la croissance en
fonction de la concentration de levures en �n de précultureN P

f .

2.2.3 Un processus de transition de forme sigmo�̈de
Dans le cas d'une culture ferḿee, dite ”en batch”, le processus de croissance peutêtre repŕesent́e comme
un ph́enom�ene de transition entre deuxétats. La transition se fait d'uńetat initial N0 o�u les levures
sont peu concentrées et commencent leur croissance,�a un état �nal Nmax o�u les levures ont atteint
une concentration maximum. La transition va s'effectuer�a une certaine vitesse, qui dépend du taux de
croissance sṕeci�que : � (t). Le but de tous les mod�eles de croissance est de prédire le comportement de
la fonction� (t). Dans le cas d'une croissance microbienne, le taux de croissance spéci�que va d́ependre
de la vitesse maximum�a laquelle les micro-organismes vont pouvoir proliférer sur un substrat donné.
Cette constante de vitesse est le param�etrek. Cela nous permet de réécrire l'équation de la croissance
sous la forme ǵeńerale et classique d'unéequation diff́erentielle ordinaire (e.d.o.) du premier ordre :

dN(t)
dt

= � (t) � N (t) = k � N (t) � F (t) (2.7)

avec la condition au temps~t : N (~t) = ~N > 0, nécessaire pour pouvoir résoudre l'́equation diff́erentielle
ordinaire du premier ordre.~t peutêtre le temps initialt0 (~t � t0).
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F (t) est la fonction qui d́ecrit le comportement du taux de croissance que nous allons chercher�a
identi�er.
L' équation (2.7) peut s'écrire, siF (� ) est int́egrable entre l'instant initial~t et l'instantt, sous une forme
exponentielle :

N (t) = ~N � exp
�

k �
Z t

~t
F (u) � du

�
(2.8)

Le cas le plus simple est le cas o�u F (t) = 1 (e.d.o lińeaire) avec un taux de croissance constantégal�ak.
La concentration s'écrit alors sous une forme exponentielle :

N (t) = ~N � exp(k(t � ~t)) (2.9)

Dans les autres cas, le taux de croissancek � F (t) dépend explicitement du temps.

Parmi les mod�eles de croissance (West and Newton, 2019), nous pouvons géńeraliser le mod�ele
exponentiel donńe dans l'́equation (2.7) par un mod�ele en loi de puissance :

(
dN (t)

dt = k � N 
 (t) � F (t)

N (~t) = ~N
(2.10)

avec0 � 
 � 1. Le cas
 = 1 redonne le mod�ele exponentiel dont la solution est donnée dans l'́equation
(2.8). La solution du mod�ele en loi de puissance s'écrit :

N (t) =
�

~N 1� 
 + k � (1 � 
 ) �
Z t

~t
F (u) � du

� 1
1� 


(2.11)

Dans le casF (u)=1, on obtient :

N (t) =
�

~N 1� 
 + k � (1 � 
 ) � (t � ~t)
� 1

1� 


= exp
�

1
1 � 


� Ln ( ~N 1� 
 + k � (1 � 
 ) � (t � ~t))
�

(2.12)

Uneétude pour
 ! 1 (on pose
 = 1 � � )peutêtre ŕealiśee :

N (t) = exp
�

1
�

� Ln ( ~N � + k � � � (t � ~t))
�

= exp
�

1
�

� Ln ( ~N � ) � Ln (1 +
k � �
~N �

� (t � ~t))
�

= exp
�

Ln ( ~N � ) �
1
�

� Ln (1 +
k � �
~N �

� (t � ~t))
�

� ~N � exp
�

1
�

�
k � �
~N �

� (t � ~t)
�

� ~N � exp(k � (t � ~t)) (2.13)

carLn (1 + u) �
u! 0

u.

Nous retrouvons la forme exponentielle du mod�ele ǵeńerique donńe dans l'́equation (2.8). Si on rajoute
dans le mod�ele d́e�ni par le syst�eme (2.10) un taux de décroissance lińeaire, il devient :

(
dN (t)

dt = k � N 
 (t) � F (t) � P � N (t)

N (~t) = ~N , ~N > 0
(2.14)

32



Saccharomyces Cerevisiae: Métabolisme et croissance

avec
 > 1 et k > P .
Nous pouvons interpréter ce syst�eme par le fait que la cellule utilise certaines de ses ressources pour
la croissance�a un niveau ”ḿetabolique” :k � N 
 (t) sauf que les ressources pour le fonctionnement et
l'entretien des tissus existant�a un niveau ”catabolique”.
La solution du syst�eme (2.14) s'́ecrit (Von Bertalanffy, 1957) :

N (t) = exp
�

1
1 � 


� Ln
�

k
P

+ ( ~N 1� 
 �
k
P

) � exp(� P � (1 � 
 ) �
Z t

~t
F (u) � du)

��
(2.15)

LorsqueF (t) = 1 , la relation pŕećedente s'́ecrit :

N (t) = exp
�

1
1 � 


� Ln
�

k
P

+ ( ~N 1� 
 �
k
P

) � exp(� P � (1 � 
 ) � (t � ~t))
��

(2.16)

Lorsque
 = 2
3 , on retrouve le cas couramment appelé ”mod�ele de Bertalanffy” (Von Bertalanffy, 1957)

que l'auteur a utiliśe pour analyser la croissance massique des animaux vertébŕes.
Nous pouvonśegalement examiner le cas o�u P ! 0 dans l'́equation (2.15); en utilisant le fait que
exp(u) � 1 + u, on trouve :

N (t) = exp
�

1
1 � 


� Ln
�

k
P

+ ( ~N 1� 
 �
k
P

) � (1 � P � (1 � 
 ) � (t � ~t))
��

= exp
�

1
1 � 


� Ln
�

~N 1� 
 + ( ~N 1� 
 �
k
P

) � (� P � (1 � 
 ) � (t � ~t))
��

= exp
�

1
1 � 


� Ln
h

~N 1� 
 + k � (1 � 
 ) � (t � ~t) � ~N 1� 
 � P � (1 � 
 ) � (t � ~t)
i �

�
P ! 0

exp
�

1
1 � 


� Ln
h

~N 1� 
 + k � (1 � 
 ) � (t � ~t)
i �

(2.17)

On retrouve la solution du mod�ele de croissance en loi de puissance donné dans l'́equation (2.12)
A�n d'identi�er au mieux la forme deF (t), intéressons nous aux courbes expérimentales qui concer-

nent notréetude. Prenons l'exemple d'une courbe de croissance sur un substrat unique (ici le galactose),
illustrée sur la �gure 2.12.B. Que pouvons nous noter sur le comportement deN (t) ?

1°) N (t) > 0

2°) lim
x!1

N (t) = cste(ce qui signi�e quelim
x!1

dN
dt = 0)

3°) 8t > ~t, dN (t)
dt > 0 doncN (t) est strictement croissante.

4°) Une particularit́e de cette courbe est qu'elle admet un point d'in�exion pourt = t � :

d2N
dt2

(t � ) = 0

et que pourt < t � alors :
d2N
dt2

(t) > 0

et pourt > t � alors :
d2N
dt2

(t) < 0
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La dérivée de la relation (2.7) donne :

d2N (t)
dt2

= k � N (t) �
�

dF(t)
dt

+ k � F 2(t)
�

(2.18)

Les relations suivantes (1)�a (4) entrâ�nent, pour la fonctionF (t), le tableau des variations suivant :

t

F (t)

~t t � + 1

~N > 0~N > 0

F (t � )F (t � )

00

Dans ce type de phénom�ene de croissance, le processus de transition, soit l'évolution de la biomasse au
cours du temps, váevoluer d'unétat presque stationnaire (la phase de latence) vers un autreétat station-
naire (la phase stationnaire). La forme de cette transition est caractéristique des courbes dites sigmo�̈des.
Une courbe sigmö�de peutêtre d́ecrite par trois caractéristiques : son point d'in�exion, la raideur de
la pente autour du point d'in�exion ainsi que le niveau de croissance global entre l'état initial et l'état
�nal. Comme on peut le voir sur la �gure 2.12, nous pouvons retrouver ces caractéristiques des courbes
sigmö�des sur les courbes de croissance expérimentales.

Figure 2.11: Parall �ele entre une courbe sigmö�de et une courbe de croissance expérimentale : A. Courbe sigmö�de de
la transition entre uńetat initial (pointilĺes bleu) et uńetat �nal (pointillés vert). La courbe áet́e traćee nuḿeriquement en
utilisant la solution du mod�ele de Verhulst d́ecrite dans l'́equation (2.22) avec les param�etres suivants :a = 5 :468,b = 104:5
et k = 0 :2284. Un point étoilé rouge indique le point d'in�exion de la courbe. La raideur de la courbe autour du point
d'in�exion est repŕesent́e en pointilĺes rouge.B. Courbe de croissance expérimentale de la levureS.cerevisiaepour un milieu
minimum synth́etique galactose. L'état �nal Nmax est indiqúe en pointilĺes vert. L'́etat pourt = t0, la droite horizontaleN0

est repŕesent́ee en pointilĺes bleu. Le point d'in�exion ou le taux de croissance est maximum (� max ) est marqúe par unéetoile
rouge. La pente autour du point d'in�exion est représent́e en pointilĺes rouges.
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Figure 2.12: Parall �ele entre une courbe sigmö�de et une courbe de croissance expérimentale sur uneéchelle logarith-
mique: A. Logarithme d'une courbe sigmo�̈de de la transition entre uńetat initial (pointilĺes bleu) et uńetat �nal (pointillés
vert). La courbe áet́e traćee nuḿeriquement en utilisant la solution du mod�ele de Verhulst d́ecrite dans l'́equation (2.22) avec
les param�etres suivants :a = 5 :468,b = 104:5 et k = 0 :2284. Un pointétoilé rouge indique le point d'in�exion de la courbe.
La raideur de la courbe autour du point d'in�exion est représent́e en pointilĺes rouge.B. Logarithme d'une courbe de crois-
sance exṕerimentale de la levureS.cerevisiaepour un milieu minimum synth́etique galactose. L'état �nal Nmax est indiqúe en
pointillés vert. L'́etat pourt = t0, la droite horizontaleN0 est repŕesent́ee en pointilĺes bleu. Le point d'in�exion ou le taux
de croissance est maximum (� max ) est marqúe par unéetoile rouge. La pente autour du point d'in�exion est représent́e en
pointillés rouges.

Les courbes sigmo�̈des sont caractériśees par la pŕesence d'un point d'in�exion o�u la pente de la
courbe vâetre maximale. SoitS(t) une fonction th́eorique de forme sigmo�̈de, le point d'in�exion est
atteint au pointt = t � lorsque :

d2S(t � )
dt2

= 0; (2.19)

et correspond au maximum dedS(t)=dt au pointi � . Nous pouvons ensuite en déduire le taux de crois-
sance� (t) dé�ni par:

� (t) =
d
dt

ln f S(t)g =
1

S(t)
dS(t)

dt
: (2.20)

Ainsi en d́eterminant le maximum de la dérivée d'une courbe sigmo�̈de, nous allonŝetre capable de
déterminer le temps correspondant au point d'in�exiont � , la valeur maximum de la dérivée au point
d'in�exion S0(t � ) ainsi que la valeur de la courbe au point d'in�exionS(t � ). Ces trois param�etres pour-
ront nous servir de point de départ pouŕetablir une strat́egie d'identi�cation des param�etres des courbes
exṕerimentales en utilisant les mod�eles math́ematiques pŕesent́es dans la sous-section suivante. La �gure
2.13 montre les d́erivées de la courbe théorique et de la courbe expérimentale pŕesent́ees dans la �gure
2.12. On peut voir que dans chaque cas, la dérivée atteint un maximum respectivementdS(t � )=dt et
dN(t � )=dt) au temps d'in�exiont � .
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Figure 2.13: Parall �ele entre la d́erivée d'une courbe sigmö�de et la d́erivée d'une courbe exṕerimentale : A. Dérivée de
la courbe sigmö�de S(t) pŕesent́e dans la �gure 2.12.A. La d́erivée aét́e traćee nuḿeriquement en utilisant l'équation (2.24)
avec les param�etres suivants :a = 5 :468,b = 104:5 et c = 0 :2284. Le maximum de la d́erivéedS(t � )=dt au point d'in�exion
ainsi que le point d'in�exiont � ont ét́e marqúe par un point́etoilé rouge.B. Dérivée de la courbe de croissance expérimentale
de la levureS.cerevisiaesur milieu minimum synth́etique galactose présent́ee dans la �gure 2.12.B. La dérivée de la courbe de
croissance áet́e calcuĺee �a partir de l'́equation (2.5). Le maximum de la dérivéedN (t � )=dt au point d'in�exion ainsi que le
point d'in�exion t � ont ét́e marqúes par un point́etoilé rouge.

Figure 2.14: Parall �ele entre le taux de croissance d'une courbe sigmo�̈de et celui d'une courbe exṕerimentale : A. Dérivée
du logarithme ńeṕerien de la courbe sigmo�̈de S(t) pŕesent́ee dans la �gure 2.12.A. La d́erivée aét́e traćee nuḿeriquement en
utilisant l'équation (2.24) avec les param�etres suivants :a = 5 :468,b = 104:5 et c = 0 :2284. La valeur deS0(t � )=S(t � ) au
point d'in�exion ainsi que le point d'in�exiont � ont ét́e marqúe par un point́etoilé rouge.B. Taux de croissance spéci�que
de la courbe de croissance expérimentale de la levureS.cerevisiaesur milieu minimum synth́etique galactose présent́ee dans la
�gure 2.12.B. La d́erivée de la courbe de croissance aét́e calcuĺee�a partir de l'́equation (2.5). Le taux de croissance spéci�que
au point d'in�exion � (t � ) = N 0(t � )=S(t � ) ainsi que le point d'in�exiont � ont ét́e marqúes par un point́etoilé rouge.
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2.2.4 Des mod�eles des courbes de croissance - Identi�cation�a partir de données
en nombre réduit dite “simpli� ée”

Dans cette sous-section, nous allons aborder les différents mod�eles math́ematiques que nous avons
étudíes pour mod́eliser les courbes de croissance de forme sigmo�̈de. Ces mod�eles seront utiliśes dans
une premi�ereétape pour représenter les deux premi�eres phases de croissance deS.cerevisiaeen culture
batch discut́ees pŕećedemment et illustŕees en �gure 2.5�a savoir: la phase de latence (I) et la phase de
croissance exponentielle (II).

Il est important de rappeler que ces mod�eles math́ematiques sont empiriques, c-a-d que leur rôle
premier est de d́ecrire et de quanti�er des comportements observés exṕerimentalement. Ils ne donnent
aucune explication sur les mécanismes ŕeactionnels sous-jacents�a l' émergence de ce comportement
(Micha and Corradini, 2011). Ces mod�eles ont l'avantage de représenter le comportement de transition
sigmö�de avec un minimum de param�etres ajustables. Les valeurs det = t0 et N = N0 caract́erisent
respectivement l'instant du démarrage de la croissance et le nombre de levures�a cet instant. Trois
grandes familles sont proposées: le mod�ele de Verhulst, le mod�ele de Gompertz et le mod�ele en fraction
rationnelle. Pour chacun d'entre eux, l' e.d.o. gérant l'évolution temporelle du nombre des cellulesN (t)
avec la donńee d'une condition~N �a l'instant~t, sa solution ǵeńeraleN (t), son logarithmeln f N (t)g ainsi
que ses d́erivées premi�ere: dN (t)

dt et seconde:d
2N (t)
dt2 . Les coordonńees du point d'in�exion(t � ; N (t � )) et

l'amplitude de la d́erivéeN 0(t � ) �a l'instantt � de l'in�exion sont en�n donńees.
Les trois mod�elesétudíes ont un petit nombre de param�etres: quatre param�etres (mod�eles de Ver-

hulst et de Gompertz), et cinq param�etres (mod�ele en fraction rationnelle). Dans une premi�ere étape
d'identi�cation, nous allons supposer que~t et ~N sont connus (nous choisirons par la suite que:~t = t0

et ~N = N (t0) = N0). Il reste alors2 param�etres pour chacun des mod�eles de Verhulst et de Gompertz
et3 param�etres du mod�ele en fraction rationnelle�a identi�er.

Pour chacun de ces trois mod�eles, nous nous sommes dans un premier temps intéresśes�a une identi�-
cation�a partir de donńees en nombre réduit pour avoir un probl�eme sur-d́etermińe que nous quali�erons
de ”simpli� ée” qui utilise le m̂eme nombre de données que celui de param�etres du mod�eleétudíe, donc
uniquement�a partir des deux ou trois informations issues det � , N (t � ) et/ouN 0(t � ) en fonction du nom-
bre de param�etres. Pour le mod�ele de Verhulst ou le mod�ele de Gompertz, il reste deux param�etres�a
identi�er, nous pouvons jouer avec les trois données et trois cas seront examinés successivement: 1-t � et
N (t � ), 2-N (t � ) etN 0(t � ) et 3-t � etN 0(t � ) Pour le mod�ele en fraction rationnelle, il reste trois param�etres
�a estimer et les trois donnéest � , N (t � ) etN 0(t � ) sont ńecessaires pour estimer les trois param�etres.

2.2.4.1 Le mod�ele de Verhulst

Le mod�ele logistique, ou mod�ele de Verhulst (Verhulst, 1838), est le mod�ele le plus utiliśe pour d́ecrire
les processus de croissance microbienne de forme sigmo�̈de. L'équation du mod�ele de Verhulst est la
suivante : (

dN (t)
dt = k � N (t) �

�
1 � N (t)

a

�

N (~t) = ~N , ~N > 0
(2.21)

o�u le param�etrea équivaut�a la quantit́e de biomasse lorsque les levures sont en phase stationnaire de
croissanceNmax . Les param�etres de ce mod�ele sont au nombre de 4 :a, k, ~t et ~N aveca > ~N . Lorsque
N (t) = a, dN(t)=dt = 0 ce qui signi�e que la population arrête de crô�tre et que nous avons atteint
l' état stationnaire de croissance. La fonction logistique est la solution de l'équation de Verhulst. Elle
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s'écrit sous la forme mathématique suivante :

N (t) = a �
exp(k � (t � ~t))

b+ exp(k � (t � ~t))
; (2.22)

avec l'introduction d'un nouveau param�etrebqui dépend de~N et dea: b= a
~N

� 1.
Ainsi en prenant le logarithme de l'expression préćedente, on trouve:

ln f N (t)g = ln( a) + k
�
t � ~t

�
� ln

�
b+ exp(k � (t � ~t))

	
(2.23)

Lorsquet ! 1 , N (t) ! a. La d́erivée de la fonction logistique, obtenue�a partir de la relation (2.4),
s'écrit alors :

dN(t)
dt

=
a � b� k � exp(k � (t � ~t))
(b+ exp(k � (t � ~t))) 2

(2.24)

La dérivée seconde de la fonction logistique est :

d2N (t)
dt2

=
a � b� k2 � exp(k � (t � ~t)) � (b� exp(k � (t � ~t)))

(b+ exp(k � (t � ~t))) 3
: (2.25)

Le taux de croissance� (t) dé�ni en relation 2.20 peut facilement̂etre d́eduit �a partir de l'́equation
diff érentielle 2.21 du mod�ele de Verhulst:

� (t) =
1

N (t)
dN(t)

dt
= k �

�
1 �

N (t)
a

�
= k b

1
b+ exp(k � (t � ~t))

: (2.26)

Au point d'in�exion, le temps d'in�exion t � , la valeur du point d'in�exionN (t � ) ainsi que la d́erivée
au point d'in�exion N 0(t � ) peuvent̂etre relíes aux param�etres~t, ~N , a et k par les relations suivantes :

t � � ~t =
ln

�
a
~N

� 1
�

k
; N (t � ) =

a
2

et N 0(t � ) =
a � k

4
: (2.27)

On peut rajouter une valeur intéressante, la valeur du taux de croissance au point d'in�exion� (t � )
qui vaut:� (t � ) = N 0(t � )

N (t � ) = k
2 .

Variantes du mod�ele de Verhulst Dans la litt́erature, on retrouve de nombreuses variantes du mod�ele de
Verhulst. Parmi ces variantes, nous pouvons citer les mod�eles de Richards (Richards, 1959) ou de Von
Bertalanffy (Von Bertalanffy, 1957) qui proposent d'introduire un exposantm pour d́ecrire toute une
famille de fonction logistique en faisant varier l'exposant. La formulation du mod�ele de Richards est la
suivante : (

dN (t)
dt = k � N (t) �

�
1 �

�
N (t)

a

� m �

N (~t) = ~N , ~N > 0
(2.28)

Pour des valeurs positives de l'exposantm, le mod�ele permet d'obtenir les m̂eme limites que le mod�ele
logistique et va pŕesenter une transition exponentielle entre ces limites.
La variante la plus connue du mod�ele de Verhulst est le mod�ele de Baranyi et Roberts (Baranyi and
Roberts, 1994) qui propose de rajouter dans l'équation (2.21) un terme multiplicatifP(t) a�n de mod́eliser
la pŕesence d'une phase de latence. Le mod�ele devient alors :

(
dN (t)

dt = k � P(t) �
�

1 � N (t)
a

�
� N (t)

N (~t) = ~N , ~N > 0
(2.29)
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La fonctionP(t) va servir �a att́enuer l'augmentation du taux de croissance au début de la courbe de
croissance. Dans le mod�ele de Baranyi et Roberts,P(t) s'écrit :

P(t) =
Q(t)

1 + Q(t)
(2.30)

avecQ(t) = ~Q � exp(k � (t � ~t)) .

D'autres mod�eles logistiques (Van Impe et al., 2005) vont reprendre le mod�ele de Baranyi et Roberts
en ajoutant deśequations diff́erentielles supplémentaires pour modéliser la diminution du taux de crois-
sance en fonction (1) de la présence d'un composé toxique produit par les cellules au cours de la culture
ou en fonction (2) de la consommation d'un substrat essentiel�a la culture. De tels mod�eles vont permet-
tre d'établir des liens entre le processus de croissance et des suivis expérimentaux de la concentration de
produits/substrats ayant un impact au niveau cellulaire.

Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres du mod�ele de Verhulst Si nous supposons que~t et ~N
sont connus, il nous reste les deux param�etresa etk �a d́eterminer et troiśegalit́es dans l'́equation (2.27).
Nous devons choisir deux́egalit́es parmi les trois préćedentes suivant que le poids que l'on veut donner
�a t � , N (t � ) ouN 0(t � ).
Si nous conservons la premi�ere et la secondéegalit́e en priviĺegiantt � et N (t � ), on peut facilement en
déduirea et k en fonction de~t, ~N , t � etN (t � ):

a = 2 N (t � ) et k =
1

t � � ~t
ln

�
2N (t � )

~N
� 1

�
: (2.31)

L'expression debpeut s'en d́eduire:b= 2 N (t � )
~N

� 1.
Si nous conservons la deuxi�eme et la troisi�emeégalit́es dans l'́equation (2.27), on peut facilement en
déduirea, k en fonction deN (t � ) et deN 0(t � ) :

a = 2 N (t � ) et k = 2
N 0(t � )
N (t � )

: (2.32)

Comme pŕećedemment,bpeut s'exprimer d'une façon identique:b= 2 N (t � )
~N

� 1.
Si nous pŕeférons la premi�ere et la troisi�emeégalit́e, privilégiantt � etN 0(t � ), l'obtention dea et dek est
plus dif�cile et nécessite la ŕesolution d'unéequation alǵebrique enk:

f (k) = 4
N 0(t � )

~N

1
k

� exp(t � � ~t) k � 1 = 0: (2.33)

Le param�etrea s'en d́eduit:

a = 4
N 0(t � )

k
: (2.34)

Résultat de l'identi�cation “simpli� ée” des param�etres du mod�ele de Verhulst Pour le mod�ele de
Verhulst, nous avons suivi la procédure pŕesent́ees en 2.2.4.1 pour identi�er de façon “simpli�ée” les
param�etresa et k en utilisant uniquement trois jeux de valeurs :
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• En utilisant les valeurst0; N0; N � ; t � nous d́eterminons les valeursa1 et k1 grâce auxéquations
(2.31).

• En utilisant les valeurst0; N0; N � ; N 0(t � ) nous d́eterminons les valeursa2 etk2 grâce aux́equations
(2.32).

• En utilisant les valeurst0; N0; N 0(t � ); t � nous d́eterminons les valeursa3 etk3 grâce aux́equations
(2.33) et (2.34).

Les valeurs de chaque param�etre d́etermińees�a l'issu de l'identi�cation analytique sont présent́es dans
le tableau suivant pour les quatre conditions de milieu de croissance :

Milieu t0 t � N0 N � N 0(t � ) � E (t � ) a1 a2 a3 k1 k2 k3 �� V;1(t � ) �� V;2(t � ) �� V;3(t � )

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 13.06 13.06 17.37 0.17 0.24 0.18 0.08 0.12 0.09

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 5.63 5.63 7.63 0.18 0.26 0.19 0.09 0.13 0.09

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 6.37 6.37 6.4 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 3.28 3.28 4.77 0.35 0.57 0.39 0.18 0.28 0.19

Table 2.4 : Valeurs utiles pour l'identi�cation des param�etres par le mod�ele de Verhulst d́etermińees�a partir deśequations
préćedentes pour les courbes de croissance présent́ees dans la sous-section 2.2.1

Comme on peut le voir dans le tableau 2.4, le choix du jeu de valeurs peut avoir un impact tr�es
important sur la d́etermination dea et k. Cette strat́egie aét́e ŕeitéŕee pour chaque courbe de croissance
pour chaque condition de milieu de croissance. Les résultats sont présent́es en annexe, dans la section
A.2.1.

2.2.4.2 Le mod�ele de Gompertz

Le mod�ele de Gompertz est tr�es utiliśe pour d́ecrire les processus de croissance en raison de sa �exibilité
(dynamique de la mortalité). Sa formulation est la suivante :

(
dN (t)

dt = k � N (t) � Ln
�

a
N (t)

�

N (~t) = ~N , ~N > 0
(2.35)

o�u a repŕesente la biomasse maximum atteinte au cours de la culture. Les param�etres de ce mod�ele sont
au nombre de 4 :a, k, ~t et ~N , tous les quatre positifs aveca= ~N > 1. LorsqueN (t) = a, dN(t)=dt = 0
comme pour le mod�ele logistique. La solution de l'équation de Gompertz peutêtreécrite sous la forme
suivante :

N (t) = a

 
~N
a

! exp(� k�(t � ~t )))

= a � exp(� b� exp(� k � (t � ~t))) (2.36)

Dans l'équation pŕećedente, il est ǵeńeralement introduit un nouveau param�etrebpour souci de simpli-

�cation d' écriture, qui d́epend de~N et dea: b= ln
�

a
~N

�
. Ainsi en prenant le logarithme de l'expression

préćedente (2.36), on trouve:

ln N (t) = ln( a) + ln

 
~N
a

!

exp(� k � (t � ~t)) = ln( a) � b exp(� k � (t � ~t)) ; (2.37)
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qui a une forme exponentielle.
Lorsquet ! 1 , N (t) ! a. La d́erivée premi�ere de cette solution s'écrit :

N 0(t) =
dN(t)

dt
= a � b� k � exp(� k � (t � ~t)) � exp(� b� exp(� k � (t � ~t))) (2.38)

et sa d́erivée seconde est :

d2N (t)
dt2

= a � b� k2 � exp(� 2 � k � (t � ~t)) � exp(� b� exp(� k � (t � ~t))) � (b� exp(k � (t � ~t))) (2.39)

Le taux de croissance� (t) dé�ni en relation 2.20 peut facilement̂etre d́eduit �a partir de l'́equation
diff érentielle 2.35 du mod�ele de Gompertz:

� (t) =
1

N (t)
dN(t)

dt
= k � ln

�
a

N (t)

�
: (2.40)

Au point d'in�exion, t � , N (t � ) etN 0(t � ) peuvent̂etre expriḿes en fonction des param�etres~t, ~N , a et
k de la mani�ere suivante :

t � = ~t +
1
k

ln
�

ln
�

a
~N

��
; N (t � ) =

a
exp(1)

et N 0(t � ) =
a � k

exp(1)
(2.41)

La premi�ereégalit́e peut aussi s'écrire�a l'aide du param�etrebpar: t � = ~t+ 1
k ln(b). Comme pŕećedemment,

on peut calculer une valeur intéressante, la valeur du taux de croissance au point d'in�exion� (t � ) qui
vaut: � (t � ) = N 0(t � )

N (t � ) = k.

Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres du mod�ele de Gompertz Si nous supposons que~t et ~N sont
connus, il nous reste les deux param�etresa et k �a d́eterminer et troiśegalit́es dans l'́equation 2.41. Nous
devons choisir deux́egalit́es parmi les trois préćedentes suivant que le poids que l'on veut donner�a t � ,
N (t � ) ouN 0(t � ).
Si nous conservons la premi�ere et la secondéegalit́e en priviĺegiantt � et N (t � ), on peut facilement en
déduirea et k en fonction de~t, ~N , t � etN (t � ):

a = N (t � ) � exp(1) et k =
1

t � � ~t
ln

�
ln

�
N (t � )

~N

�
+ 1

�
: (2.42)

L'expression debpeut s'en d́eduire:b= ln
�

N (t � )�exp(1)
~N

�
.

Si nous conservons la deuxi�eme et la troisi�emeégalit́e dans l'́equation 2.41, on peut facilement en déduire
a, k en fonction deN (t � ) et deN 0(t � ) :

a = N (t � ) � exp(1) et k =
N 0(t � )
N (t � )

: (2.43)

Comme pŕećedemment,bpeut s'exprimer d'une façon identique:b= ln
�

N (t � )�exp(1)
~N

�
.

Si nous pŕeférons la premi�ere et la troisi�emeégalit́e, privilégiantt � etN 0(t � ), l'obtention dea et dek est
plus dif�cile et nécessite la ŕesolution d'unéequation alǵebrique enk:

f (k) = Ln
�

N 0(t � )
k N0

�
� exp(k (t � � t0)) + 1 = 0 : (2.44)

Le param�etrea s'en d́eduit:

a =
N 0(t � ) exp(1)

k
: (2.45)
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Résultats de l'identi�cation ”simpli� ée” des param�etres du mod�ele de Gompertz Pour le mod�ele
de Gompertz, nous avons suivi la procédure pŕesent́ees en 2.2.4.2 pour identi�er analytiquement les
param�etresa et k en fonction des trois jeux valeurs :

• En utilisant les valeurst0; N0; t � ; N � , nous d́eterminons les valeursa1 et k1 grâce aux́equations
(2.42).

• En utilisant les valeurst0; N0; N � ; N 0(t � ), nous d́eterminons les valeursa2 etk2 grâce aux́equations
(2.43).

• En utilisant les valeurst0; N0; t � ; N 0(t � ), nous d́eterminons les valeursa3 etk3 grâce aux́equations
(2.44) et (2.45).

Les valeurs de chaque param�etre d́etermińes�a l'issu de l'identi�cation ”simpli� ée” sont pŕesent́es dans
le tableau suivant pour les quatre conditions de milieu de croissance :

Milieu t0 t � N0 N � N 0(t � ) � E (t � ) a1 a2 a3 k1 k2 k3 �� G; 1(t � ) �� G; 2(t � ) �� G; 3(t � )

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 17.75 17.75 34.6 0.06 0.12 0.06 0.06 0.12 0.06

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 7.65 7.65 14 0.06 0.13 0.07 0.06 0.13 0.07

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 8.66 8.66 11.56 0.07 0.1 0.07 0.07 0.1 0.07

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 4.45 4.45 8.7 0.13 0.28 0.15 0.13 0.28 0.15

Table 2.5 : Valeurs utiles pour l'identi�cation des param�etres par le mod�ele de Gompertz d́etermińees�a partir deśequations
(2.42), (2.43), (2.44) et (2.45) pour les courbes de croissance présent́ees dans la sous-section 2.2.1

Comme on peut le voir dans le tableau 2.5, le choix du jeu de valeurs aégalement un impact tr�es
important sur la d́etermination dea et k. Cette strat́egie aét́e ŕeitéŕee pour chaque courbe de croissance
pour chaque condition de milieu de croissance. Les résultats sont présent́es en annexe, dans la section
A.2.2.

La �gure 2.15 montre l'in�uence du jeu de valeurs utilisé sur l'identi�cation des param�etres avec
les mod�eles de Verhulst (bleu) et de Gompertz (rouge), pour une courbe de croissance en milieu min-
imum lactate. Des graphiques similaires ontét́e ǵeńeŕes pour toutes les courbes de croissances et sont
présent́es en annexe, dans la section A.3. Les observations sont similaires quelles que soient les courbes
de croissances :

• Lorsque l'on utilise le jeu de valeurst0; N0; t � ; N � , les mod�eles de Verhulst et de Gompertz passent
par le point d'in�exion de la courbe exṕerimentales mais n'ont pas la même pente au niveau
du point d'in�exion comme on peut le v́eri�er sur le traće des d́erivées. Le poids donné aux
param�etrest � etN � engendre une erreur sur la valeur deN 0(t � ).

• Lorsque l'on utilise le jeu de valeurst0; N0; N � ; N 0(t � ), la pente maximum atteinte par les mod�eles
correspond aux données exṕerimentales et celle-ci est atteinte pour une quantité de biomasse iden-
tique mais�a des temps diff́erents. Le poids donné aux param�etresN � et N 0(t � ) engendre une
erreur sur la d́etermination det � .

• Lorsque l'on utilise le jeu de valeurst0; N0; ; t � ; N 0(t � ), la pente maximum des mod�eles est iden-
tique aux donńees exṕerimentales et celle-ci est atteinte au même temps. Cependant, la quan-
tité de biomasse pour laquelle la pente maximum est atteinte est différente de celle des données
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exṕerimentales. Le poids donné aux param�etresN 0(t � ) ett � engendre une erreur sur la détermination
deN � .

Aucun de ces trois jeux de valeurs détermińees avec le minimun de valeurs mesurées ne permet de bien
repŕesenter les données exṕerimentales. Pour trouver les valeurs dea et k qui correspondent le mieux
aux donńees exṕerimentales, nous avons donc décider de proćeder�a une identi�cation des param�etres
numériques au sens des moindres carrés.

2.2.4.3 Mod�ele en fraction rationnelle

Il est aussi possible d'approcher une courbe sigmo�̈de en utilisant une fraction dont le numérateur et la
dénominateur sont des polynômes, sous certaines conditions sur le degré des polyn̂omes. Ce mod�ele
est appeĺe en “fraction rationnelle” qui est́ecrite sous une forme irréductible. Nous proposons ici une
version d́erivée de celles proposées par Peleg et Corradini (Corradini and Peleg, 2005) pour décrire les
courbes de croissance sigmo�̈de : (

dN (t)
dt = a�b�m�tm � 1

(b+ tm )2

N (~t) = ~N , ~N > 0;
(2.46)

avecm > 1; le cas pourm = 1 correspond�a une fonction homographique (qui n'a pas une forme
sigmö�de).
La solution de cette e.d.o. admet la forme suivante :

N (t) =
a � tm

b+ tm
+ d; (2.47)

avecd = ~N � a�~tm

b+ ~tm .
Dans le casm > 1, lorsquet = 0, N (t = 0) = d qui doit être positif etdN(t)=dt = 0, la courbe admet
une tangente horizontale. Ce qui implique qu'�a l'instant t = 0, la croissance des cellules s'initiera�a
l'instant suivant. Il est pŕeférable d'utiliser ce mod�ele pourt strictement positif.
Lorsquet ! 1 , dN(t)=dt ! 0, ce qui symbolise la convergence vers la phase stationnaire. Ce mod�ele
a 5 param�etres. Nous retenons les param�etres suivants :~t (~t > 0), d (d > 0), a, b et m (m > 1). Pour
m > 1, lorsquet = ~t, N (t) = ~N = d� a�~tm

b+ ~tm et pourt ! 1 , N (t) ! a+ d = a+ ~N � a�~tm

b+ ~tm qui est une
asymptote, donc le mod�ele satisfait les conditions pour décrire une courbe sigmo�̈de. Contrairement au
mod�ele logistique et au mod�ele de Gompertz, le processus de transition entre l'état initial et l'asymptote
n'a pas une expression exponentielle. La dérivée de l'́equation (2.47) s'écrit :

dN(t)
dt

=
a � b� m � tm� 1

(b+ tm )2
; (2.48)

et la d́erivée seconde est :

d2N (t)
dt2

=
a � b� m

(b+ tm )3
� tm� 2 � ((m � 1) � b� (m + 1) � (t)m ) : (2.49)

Au point d'in�exion, t � , N (t � ) et N 0(t � ) peuvent̂etre expriḿes en fonction des param�etresa, b, d et m
de la mani�ere suivante :

t � =
�

m � 1
m + 1

� b
� 1

m

N (t � ) =
a � (m � 1)

2m
+ d;
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N 0(t � ) =
a � (m + 1) � (m � 1)

4m
�

1
t �

=
a � b� 1=m

4 � m
� (m + 1) (1+ 1

m ) � (m � 1)1� 1
m : (2.50)

La premi�ereégalit́e fait intervenirt � , b et m, la secondeN (t � ), a, d et m et la troisi�emeN 0(t � ), a, b et
m. Il reste une relation qui exprimed en fonction de~t, ~N , a, b et m : d = ~N � a�~tm

b+ ~tm . Comme dans
les deux mod�eles pŕećedents, on peut calculer une valeur intéressante, la valeur du taux de croissance au

point d'in�exion � (t � ) qui vaut:� (t � ) =
a�b� 1=m

4�m �(m+1) (1+ 1
m ) �(m� 1)1� 1

m

a� ( m � 1)
2m + d

.

Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres du mod�ele en fraction rationnelle Si nous supposons
que~t et ~N sont connus comme dans les deux mod�eles pŕećedents, il nous reste les trois param�etresa, b
etm �a d́eterminer�a partir des troiśegalit́es dans l'́equation (2.50). Trouver les expressions dea, betm �a
partir deśegalit́es est dif�cile �a faire avec un stylo et une feuille de papier. En combinant les différentes
équations, on obtient unéequation alǵebrique en fonction dem:

�
�
g(m)

�
t � mh(m) + ~tm

�
� ~tm

�
=

�
t � mh(m) + ~tm

�
f (m); (2.51)

avec� = N 0(t � ) t �

N (t � )� ~N
, f (m) = (m+1)( m� 1)

4m , g(m) = m� 1
2m , eth(m) = m+1

m� 1 .

Une foism détermińe, on peut en d́eduirea etb: a = N 0(t � ) t �

f (m) etb = t � mh(m).

Résultats de l'identi�cation ”simpli� ée” des param�etres du mod�ele en fraction rationnelle La
proćedure d́ecrite pŕećedemment nous permet de déduire les valeurs dea, b et m pour les diff́erentes
courbes de croissances. Contrairement aux mod�eles de Verhuslt et de Gompertz, les 5 valeurs estimées�a
partir des courbes de croissance (t0; N0; N � ; N 0(t � ); t � ) sont ńecessaires pour déterminer les param�etres
du mod�ele. Les valeurs de chaque param�etres sont pŕesent́es dans le tableau suivant pour les quatre
conditions de milieu de croissance :

Milieu t0 t � N0 N � N 0(t � ) � E (t � ) a b m �� F R (t � )

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 15.43 9.6e+08 6.02 0.12

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 6.77 1.1e+07 5.06 0.13

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 8.86 4.3e+04 3.3 0.1

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 3.85 6.3e+05 5.44 0.28

Table 2.6 : Valeurs utiles pour l'identi�cation des param�etres par le mod�ele en fraction rationnelle détermińees�a partir des
équations (2.51) pour les courbes de croissance présent́ees dans la sous-section 2.2.1

Le tableau 2.6 nous permet de faire plusieurs observations concernant le mod�ele en fraction ra-
tionnelle :

• L'exposantm varie de mani�ere importante en fonction de la condition de croissance. Pour les
milieux lactate et glucose, celui est supérieur �a 5, tandis que pour le milieu galactose, celui-ci est
de 3.3.

• Le param�etreb atteint des valeurs tr�es importantes et tr�es variables en fonction des conditions de
croissance. Il y a en effet 4 ordres de grandeur entre le param�etre b déduit pour la courbe de
croissance en MMSGal et celui déduit pour la courbe de croissance en milieu YPL.
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Cette proćedure aét́e ŕeitéŕee sur l'ensemble des courbes de croissances et les résultats sont présent́es
en annexe, dans la section A.2.3. De ces tableaux, on s'aperçoit que les variations du param�etreb sont
retrouv́ees dans chaque condition de croissance. C'estégalement le cas de l'exposantm qui peut varier
en 3 et 8 pour des courbes de croissances sur un même substrat.

Figure 2.15: Identi�cation “simpli� ée” des param�etres avec les mod�eles pour les diff́erents mod�eles en fonction du choix
des param�etres initiaux : Traćes deN (t), dN (t)=dt et log(N (t)) pour mod�eles de Verhulst (rouge), Gompertz (bleu) et
pour le mod�ele en fraction rationnelle (vert), en fonction du choix des param�etres initiaux : A,B,C (t0; N0; N � ; t � ) D,E,F
(t0; N0; N � ; N 0(t � )) G,H,I (t0; N0; N 0(t � ); t � ). Les donńees exṕerimentales sont tracées en noir dans chaque cas.

2.2.5 Identi�cation �a partir d'un nombre de donn ées mesuŕees suṕerieur au
nombre des param�etres des trois mod�eles pŕećedents, dite identi�cation
”globale”

Ce paragraphe est consacré �a l'identi�cation des param�etres des mod�eles pŕećedents�a partir des donńees
mesuŕees.

Plusieurs questions se posent lors de la résolution d'un probl�eme d'identi�cation des param�etres cf.
Bonnet (1999), Kern (2002) Argoul (2004), Argoul (2012).

Une premi�ere question concerne le caract�ere ”�ni” ou ”in�ni” de la dimension de l'espace des
mesures et/ou de celui des param�etres. Les mesures sont temporelles et habituellement en nombre �ni,
lorsque les param�etres sont représent́es par des fonctions, ils peuvent prendre une in�nité de valeurs.
Pour la suite de notre exposé, nous travaillerons sur un probl�eme d'identi�cation en dimension ”�nie”.

Une seconde question essentielle dans le probl�eme d'identi�cation ŕeside dans la quantité de donńees
que l'on peut recueillir. En effet, un manque de données par rapport au nombre des param�etres inconnus
peut entrâ�ner un probl�eme inverse ”sous-détermińe”. On peut alors obtenir plusieurs solutions, c'est
�a dire plusieurs param�etres produisant les m̂emes observations. Ce qui complique la procédure. Dans
notre cas, nous allons donc procéder �a un probl�eme d'identi�cation ”sur-d́etermińe”: il y a plus de
donńees mesuŕees que de param�etres inconnus. Il devient donc envisageable de résoudre le probl�eme
d'identi�cation.
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La qualit́e des donńees peut́egalement poser question. En effet, les données peuvent̂etre ”bruit́ees”
et entrâ�ner un manque de ”continuité” qui produit une ”instabilit́e”. On ne peut donc garantir de réussir
�a ŕesoudre le probl�eme pour des données fortement bruitées.

Une question suivante concerne le caract�ere ”linéaire” ou ”non lińeaire” de la d́ependance des param�etres
dans l' e.d.o du mod�ele ou dans l'expression de la solution de cetteéquation.

Finalement, nous allons opérer dans le cas d'un probl�eme d'identi�cation de param �etres non
lin éaire, sur-d́eterminé en dimension �nie.

La mani�ere la plus ǵeńerale pour la ŕesolution d'un tel probl�eme avec plus de données exṕerimentales
que de param�etres inconnus consiste�a ŕesoudre l'́equation:étant donńe une observationN (obs) 2 RM 1+1

: vecteur des donńees exṕerimentales dont les composantes sont notées :N (obs)
j = N (t j ) aux instants

t j pour j 2 [0; M1]; j = 0 correspond au pointt1 = t0 instant initial ettM 1 = t � instant du point
d'in�exion:

N (obs) = �( 
 ) + " ; (2.52)

o�u les param�etres du mod�ele sont regrouṕes dans le vecteur
 2 RN 
 et " est le vecteur des erreurs
résultant du bruit sur les signaux de mesure et des incertitudes dans le processus de mesure. L'application
� : RN 
 �! RM 1+1 est d́e�nie explicitement par la solution de l'edo ou implicitement par l'edo elle-
même. Nous nous intéressons ici�a l'expression analytique de la solution de l'edo du mod�ele retenu qui a
ét́e donńee dans le paragraphe préćedent pour chacun des mod�eles de Verhulst, Gompertz et en fraction
rationnelle:

�( 
 ) = N (m;
 ) ; (2.53)

o�u N (m;
 ) est le vecteur de dimensionM 1 + 1 dont les composantesN
(m;
 )
j sont les concentrations de

cellules aux instantst j , pourj 2 [0; M1], pour chaque mod�elem étudíe.
Malgré leur multiplicit́e apparente, la majorité des ḿethodes d'identi�cation de param�etres sont

fondées sur le calcul d'une fonction coût J (m)(
 ; M1) qui dépend du vecteur
 des param�etres du mod�ele
m. Sa d́e�nition la plus classiquement rencontrée dans la litt́erature se traduit pour notre cas par l'écart
entre chacune desM 1 observationsN (obs)

j et lesM 1 réponsesN
(m;
 )
j du mod�elem de la concentration

de cellules aux instantst j , pourj 2 [1; M1] avecM 1 � M :

J (m)(
 ; M1) = kN (obs) � �( 
 )k2
R( M 1+1) =

M 1X

j =0

�
N (obs)

j � N
(m;
 )
j

� 2
; (2.54)

o�u N
(m;
 )
j = N (m)(t j ; 
 ) désignent les ŕeponses des mod�eles aux tempst j , l'exposantm indiquant le

mod�ele retenu. On recherche alors pour chaque mod�ele m étudíe le vecteur des param�etres optimiśes
~
 (m) qui minimise la fonctionJ (m)(
 ; M1) au sens des moindres carrés:

~
 (m) = Arg 
 minJ (m)(
 ; M1): (2.55)

La derni�ere dif�culté ŕeside dans le choix de l'algorithme et son coût en temps de calcul. Cette th�ese
n'a pas l'objectif de d́etailler les algorithmes d'optimisation pouvantêtre utiliśes, adapt́es �a la fois au
probl�eme math́ematique et au besoin de l'utilisateur, par exemple pour un travail en temps réel. Du point
de vue math́ematique pour ŕesoudre le probl�eme 2.55, parmi la tr�es grande variét́e d'algorithmes, on
peut distinguer deux grandes classes d'algorithmes, ceux ”locaux” et ceux ”globaux”. Les algorithmes
”locaux” exploitent l'information fournie pas le gradient de la fonctionnelle�a minimiser (ḿethodes
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d'optimisation du premier ordre) et ne peuvent converger que vers un minimum local, ou même un
point critique (point o�u le gradient s'annule). Il faut ensuite utiliser les dérivées secondes (ḿethodes
d'optimisation du second ordre) pourécarter les points critiques qui ne sont pas des minima. A l'opposé
des algorithmes préćedents, les algorithmes globaux explorent tout l'espace des param�etres de façon�a
converger vers le minimum global (s'il existe). Ces méthodes ont souvent un aspect plus heuristiques
sugǵeŕes soit par les statistiques (méthodes de Monte Carlo,...) soit par d'autres sciences (recuit simulé,
algorithmes ǵeńetiques,...), et sont fondamentalement plus coûteuses et plus lentes. Elles présentent
l'avantage d'́eviter le calcul du gradient de la fonction coût (méthodes d'optimisation d'ordre 0), qui
reste un point d́elicat dans la mise en œuvre des méthodes locales.

Nous proposons ensuite de calculer le coef�cient de détermination not́e R2 (R-squared) qui permet
de mesurer la qualité de la proćedure d'identi�cation avec le mod�ele retenu :

R2 = 1 �

P M 1
j =1 (N j � N (m;
 )

j )2

P M 1
j =1 (N j � N )2

: (2.56)

Ce manuscrit est par faute de temps limité �a la fonctionnelle ”classique” d́e�nie en relation 2.54.
Cette fonctionnelleJ m (
; M 1) est une fonction non lińeaire de
 . Le processus de minimisation retenu
est fond́e sur une proćedure it́erative utilisant la fonction ǵeńerique “�t” de Matlab avec l'option “non
linear least squares” en précisant l'algorithme “Trust Region” (algorithme�a ŕegions de con�ance). Un
algorithme�a ŕegion de con�ance est un algorithme d'optimisation différentiable, destińe �a minimiser
une fonction ŕeelle d́e�nie sur un espace euclidien. L'algorithme est itératif et proc�ede par aḿeliorations
successives en utilisant les informations fournies par a fonction coût et ses d́erivées pour construire un
mod�ele quadratique se rapprochant de la fonction objectif avec une précision attendue�a une certaine ”pe-
tite” distance d'un point donńe. Ainsi, �a uneétape de la ŕecurrence, l'algorithme effectue un déplacement
qui est obtenu en minimisant un mod�ele simple de la fonction (par exemple quadratique) sur une région
de con�ance (ǵeńeralement une ”boule” avec un rayon de con�ance du mod�ele �a choisir).

Pour d́emarrer la ŕecurrence, nous devons choisir des valeurs initiales des param�etres des diff́erents
mod�eles retenus (mod�ele de Verhuslt, mod�ele de Gompertz, mod�ele en fraction rationnelle).

Pour cela, nous allons utiliser les résultats trouv́es pŕećedemment lors de la procédure d'identi�cation
quali� ée de ”simpli�ée” �a partir de quelques donnéest0; N0; t � ; N � et/ouN 0(t � ).

2.2.5.1 Śelection des valeurs initiales des param�etres pour la procédure itérative
d'identi�cation

Pour le mod�ele de Verhulst et de Gompertz, nous allons chercher�a identi�er 3 param�etres :a, k et N0.
Les valeurs initiales de ces trois param�etres ont́et́e choisies en fonction des résultats de l'identi�cation
”simpli� ée” des param�etres pour les mod�eles de Verhuslt et de Gompertz. Dans les deux cas, nous avons
choisi le jeu de param�etres (t0; N0; N � ; t � ), car c'est celui qui permettait d'obtenir le meilleur coef�cient
de d́etermination pour toutes les courbes de croissances. Ainsi, les valeurs initiales des param�etresa et
k sont les valeursa1 et k1 calcuĺees�a partir du jeu de param�etres (t0; N0; N � ; t � ).
Pour le mod�ele en fraction rationnelle, nous allons chercher�a identi�er 3 param�etres :a, b et m. Le
param�etre N0 est maintenu constant. Les valeurs initiales des trois param�etres sont celles que nous
avons d́etermińees dans l'identi�cation ”simpli�́ee” des param�etres (une seule solution en utilisant les 4
param�etres).
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2.2.5.2 Identi�cation des param�etres ”globale” avec les mod�eles de Verhulst, de
Gompertz et en fraction rationnelle

Pour chaque courbe de croissance, nous avons procéd́e �a la proćedure de minimisation au sens des
moindres carŕees, en utilisant les valeurs initiales comme décrites ci-dessus. Pour chaque mod�ele, nous
avons ǵeńeŕe un tableau contenant les valeurs initiales des param�etres, leurs contraintes (bornes), les
param�etres identi�́es par la proćedure de minimisation ainsi que le coef�cient de détermination. Ces
tableaux sont dressés en annexe (section A.4.1, A.4.2 et A.4.3) pour toutes les courbes de croissances.
Les tableaux 2.7, 2.8 et 2.9 présent́es dans cette section correspondent aux courbes de croissances type
que nous avonśetudíees pŕećedemment. Nous avonségalement traće les trois mod�eles en utilisant les
param�etres issus de la procédure de minimisation pour chaque courbe de croissance. Les �gures sont
présent́ees en annexe (section A.5). Dans cette section, les �gures 2.16, 2.19, 2.17 et 2.18 présentent les
résultats de la ŕegression avec les trois mod�eles en prenant les param�etres pŕesent́es dans les tableaux
2.7, 2.8 et 2.9.

Mod�eles de Verhulst et de Gompertz A l'issu de la proćedure de minimisation des param�etresa,
k et N0, les mod�eles de Verhulst et de Gompertz représentent les données exṕerimentales avec un tr�es
bon coef�cient de d́etermination (R2 > 0:98) pour les quatre courbes de croissance présent́ees ici, et
cette observation se reproduitégalement pour toutes les courbes de croissances présent́ees en annexe.
Cependant, comme on peut le voir sur le graphique desécarts relatifs, les deux mod�eles font une erreur
importante sur la quantité de biomasse�a t0, plus particuli�erement le mod�ele de Gompertz. Le param�etre
N0 est ajust́e par la proćedure de minimisation pour une meilleure estimation de la croissance vers le
point d'in�exion au détriment du d́emarrage de la croissance, car l'erreur au démarrage de la croissance
(o�u la quantit́e de biomasse est faible) a moins de poids que celle en approche du point d'in�exion (o�u
la quantit́e de biomasse est importante). Ce constat estégalement mis eńevidence par le graphique
du taux de croissance spéci�que o�u on voit que le taux de croissance estimé par les deux mod�eles est
beaucoup plus important�a t0 compaŕe aux donńees exṕerimentales. Cette erreur peut provenir du fait
que ces deux mod�eles de croissances ne sont pas adaptés pour d́ecrire l'éventuel impact de la phase de
latence (acćelération de la croissance trop faible en début de signal) ou que notre méthode d'estimation
du d́emarrage de la croissance est imparfaite.
On remarquéegalement que les mod�eles de Verhuslt et de Gompertz estime un taux de croissance au
point d'in�exion inf érieur�a � E (t � ) pour les milieux YPL, MMSL et MMSG dans les cas discutés ici et
de mani�ere ǵeńerale en annexe. Cette observation se retrouveégalement sur les tracées de la d́erivée et
du taux de croissance. Le mod�ele de Gompertz estime un taux de croissance au point d'in�exion env-
iron deux fois inf́erieure�a celui que nous estiḿe nuḿeriquement en prenant le maximum de la dérivée
premi�ere. Le mod�ele de Verhulst sous-estimeégalement ce taux de croissance dans une moindre mesure.
En revanche, pour le milieu MMSGal, l'identi�cation des param�etres avec le mod�ele de Verhulst permet
d'obtenir une estimation du taux de croissance tr�es similaire�a celle d́etermińee nuḿeriquement. De plus,
le mod�ele de Verhuslt a le meilleur coef�cient de détermination pour les procédures de minimisation en
milieu galactose et l'erreur d'estimation de la biomasse�a t0 est moins importante que pour les autres
types de milieux. Il semblerait que les cultures en milieu galactose aient un comportement de type Ver-
hulst entre le point de d́emarrage de la culture est le point d'in�exion.
La derni�ere observation concerne les contraintes de la procédure d'identi�cation. En regardant les
valeurs des tableaux de résultats, on constate que la procédure de minimisation converge sur une des
valeurs maximales ou minimales imposées aux param�etresa ou k. Cela indique que la fonction coût
est non-convexe et qu'il existe des minimums locaux qui n'ont pas puêtre atteints par la procédure de

48



Saccharomyces Cerevisiae: Métabolisme et croissance

minimisation dans les contraintes qui lui ontét́e impośees.

Milieu amin amax aini a kmin kmax k ini k N0min N0max N0ini N0 R2 � E (t � ) � V (t � )

YPL 13.06 17.37 13.06 17 0.12 0.22 0.17 0.19 0 0.2 0.17 0.05 0.9996 0.12 0.09

MMSL 7.82 11.59 7.82 11.59 0.11 0.21 0.16 0.17 0 0.23 0.16 0.07 0.9987 0.13 0.09

MMSG 3.28 4.77 3.28 4.77 0.3 0.4 0.35 0.39 0 0.17 0.35 0.04 0.9978 0.28 0.19

MMSGal 6.37 6.4 6.37 6.37 0.15 0.25 0.2 0.21 0 0.2 0.2 0.09 0.9997 0.1 0.1

Table 2.7: Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele de Verhulst.

Milieu amin amax aini a kmin kmax k ini k N0min N0max N0ini N0 R2 � E (t � ) � G (t � )

YPL 17.75 34.6 17.75 34.6 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.2 0.06 0 0.9957 0.12 0.06

MMSL 10.63 21.55 10.63 21.55 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.23 0.06 0.01 0.9903 0.13 0.06

MMSG 4.45 8.7 4.45 8.7 0.08 0.18 0.13 0.13 0 0.17 0.13 0.01 0.9877 0.28 0.13

MMSGal 8.66 11.56 8.66 11.56 0.06 0.08 0.07 0.07 0 0.2 0.07 0.03 0.9973 0.1 0.07

Table 2.8: Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele de Gompertz.

Mod�ele en fraction rationnelle Avec 3 param�etres�a identi�er, le mod�ele en fraction rationnelle est
celui qui repŕesente les données exṕerimentales avec un coef�cient de détermination inf́erieur �a ceux
obtenus par les mod�eles de Verhulst ou de Gompertz, tout en restant supérieur �a 0:959en particulier en
milieu MMSG, alors que c'́etait le mod�ele qui avait donńe les meilleurs ŕesultats pour l'identi�cation
simpli� ée des param�etres. Le mod�ele ne fait pas d'erreur sur la quantité de biomasse�a t0, car celle-ci a
ét́e �x ée en n'int́egrant pas le param�etreN0 dans le vecteur
 .
Sur le graphique deśecarts relatifs, on constate que l'écart du mod�ele en fraction rationnelle et les
donńees exṕerimentales a une forme en cloche et que l'écart est maximum est atteint pour environt � =2.
Sur le graphique du taux de croissance spéci�que, on observéegalement que le taux de croissance est nul
au d́emarrage de la croissance ce qui n'est pas le cas des courbes de croissances. Cette caractéristique
est intrins�eque�a l'utilisation du mod�ele en fraction rationnelle, comme discuté pŕećedemment.
Contrairement aux mod�eles de Verhulst et de Gompertz, le mod�ele en fraction rationnelle offre une esti-
mation du taux de croissance au point d'in�exion similaire�a celle obtenue en calculant numériquement
le maximum de la d́erivée pour toutes les conditions de milieu.
Comme pour les mod�eles de Verhuslt et de Gompertz, la procédure de minimisation avec le mod�ele en
fraction rationnelle converge sur les bornes maximales ou minimales des param�etresa et b. Un meilleur
coef�cient de d́etermination aurait pûetre sans doute obtenu en accordant plus de liberté sur la variation
des param�etres�a identi�er.
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Milieu amin amax aini a bmin bmax bini b mmin mmax m ini m R2 � E (t � ) � F R (t � )

YPL 12.35 18.52 15.43 12.35 7.7e+08 1.2e+09 9.6e+08 7.7e+08 4.82 7.22 6.02 6.09 0.9825 0.12 0.13

MMSL 7.29 10.94 9.12 7.29 1.9e+08 2.9e+08 2.4e+08 1.9e+08 4.66 6.99 5.83 5.86 0.9843 0.13 0.13

MMSG 3.08 4.62 3.85 3.08 5.1e+05 7.7e+05 6.4e+05 5.1e+05 4.35 6.53 5.44 5.54 0.959 0.28 0.31

MMSGal 7.09 10.63 8.86 7.12 3.5e+04 5.2e+04 4.3e+04 3.5e+04 2.64 3.96 3.3 3.34 0.9959 0.1 0.11

Table 2.9: Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele en fraction rationnelle.

Figure 2.16: Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum galactose :
A. Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique galactose (N (t))
avec les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe
par un pointétoilé rouge. Les mod�eles ontét́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
param�etres identi�́es dans les tableaux 2.7 et 2.8.B. Dérivée de la courbe de croissancedN (t)=dt et des mod�eles traćes en A.
Le pointétoilé indique le maximum de la dérivée.C. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.

Figure 2.17: Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum lactate :
A. Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique lactate (N (t))
avec les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe
par un pointétoilé rouge. Les mod�eles ontét́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
param�etres identi�́es dans les tableaux 2.7 et 2.8.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et des mod�eles traćes en A.
Le pointétoilé indique le maximum de la dérivée.C. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.
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Figure 2.18: Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu riche lactate :A. Identi-
�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique galactose (N (t)) avec les
mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe par un point
étoilé rouge. Les mod�eles ontét́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les param�etres
identi� és dans les tableaux 2.7 et 2.8.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et des mod�eles traćes en A. Le point́etoilé
indique le maximum de la d́erivée.C. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.

Figure 2.19: Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum glucose :
A. Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique glucose (N (t))
avec les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe
par un pointétoilé rouge. Les mod�eles ontét́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst) et (2.36) (Gompertz) avec les
param�etres identi�́es dans les tableaux 2.7 et 2.8.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et des mod�eles traćes en A.
Le pointétoilé indique le maximum de la dérivée.C. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.

2.2.5.3 Bilan de l'identi�cation ”globale” des param�etres entre le point de d́emarrage
de la croissance et le point d'in�exion

Jusqu'ici nous avons observé les ŕesultats de la procédure de minimisation avec les trois mod�eles pour
une courbe de croissance pour chaque condition de culture. Cependant, comme nous avons pu le con-
stater sur la �gure 2.6, on observe des variabilités parmi les courbes de croissance d'un même milieu.
Dans cette sous-section nous allons chercher�a comparer l'ensemble des courbes de croissances entre
elles et entre les différentes conditions de culture grâce aux ŕesultats de la procédure de minimisation.
Les �gures 2.10,2.11 et 2.12 montre les résultats de la procédure d'identi�cation globale des param�etres
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sur toutes les courbes de croissance avec les mod�eles de Verhulst, Gompertz et en fraction rationnelle.
Dans chaque cas, nous avons calculé la moyenne des différents param�etres ainsi que l'erreur sur la
moyenne d́e�nie par :

� P =
P n

i =1 (Pi � P)2

p
n

(2.57)

o�u n est le nombre de param�etres,Pi est la valeur du param�etre P d'indice i et P la moyenne des
param�etresPi .
A�n d' évaluer a qualit́e des mod�eles utiliśes, nous avons fait des diagrammes en boites des coef�cients de
déterminationR2 pour chaque mod�ele en fonction de chaque condition de culture dans la �gure 2.20.A.
Quel que soit le substrat utilisé, les coef�cients de d́etermination associés aux mod�eles de Verhulst sont
�a la fois plus proche de 1 et moins dispersés que pour le mod�ele de Gompertz et pour le mod�ele en
fraction rationnelle.�A l'issu de l'identi�cation, le mod�ele de Verhulst est celui qui permettrait de mieux
repŕesenter l'́evolution de la quantité de biomasse. Cela met enévidence que la croissance des levures
dans le bioŕeacteur d́evelopṕe au cours de cette th�ese a un comportement de croissance exponentielle
avant le point d'in�exion.
D'apr�es les diagrammes en boite de la �gure 2.20.B, l'estimation du taux de croissance au point d'in�exion
� V (t � ) par le mod�ele de Verhulst est ǵeńeralement inf́erieure au taux de croissance au point d'in�exion
estiḿe �a partir du maximum de la dérivée de la croissance� E (t � ), exception faite des courbes de crois-
sances en milieu galactose o�u les deux valeurs sont trés proches. L'estimation de� E (t � ) repose sur un
calcul de la d́erivée des courbes de croissances qui est un processus qui entra�̂nent une erreur d'estimation
relative au bruit de mesure.
Syst́ematiquement, le mod�ele de Gompertz estime un taux de croissance au point d'in�exion� G(t � ) qui
est tr�es inf́erieur�a toutes les autres prédictions. L'estimation du taux de croissance en utilisant le mod�ele
en fraction rationnelle permet une estimation du taux de croissance au point d'in�exion� F R (t � ) proche
de� E (t � ) pour les milieux lactate et galactose. Pour les croissances en milieu glucose, l'estimation du
taux de croissance par le mod�ele en fraction rationnelle est lég�erement suṕerieure�a � E (t � ), bien que
l' écart soit moindre comparé au mod�ele de Verhulst. L'ensemble de ces observations rejoint ce qui aét́e
mis enévidence sur les courbes individuelles dans la sous-section préćedente.

Milieu a � a k � k N0 � N0 R2 � R2 � V (t � ) � � (t � ) n

YPL 12.7 1.63 0.18 0.007 0.05 0.006 0.9971 0.0021 0.089 0.003 4

MMSL 9.51 1.03 0.17 0.004 0.053 0.009 0.9987 0.0003 0.087 0.002 7

MMSGal 6.74 0.18 0.22 0.004 0.077 0.004 0.9998 0.0001 0.108 0.002 5

MMSG 5.94 0.29 0.36 0.009 0.035 0.005 0.9945 0.0009 0.18 0.004 9

Table 2.10: Résultats de l'identi�cation globale des param�etres avec le mod�ele de Verhulst.
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Milieu a � a k � k N0 � N0 R2 � R2 � G(t � ) � � (t � ) n

YPL 24.37 3.65 0.059 0.003 0.005 0.002 0.9885 0.005 0.059 0.003 4

MMSL 17.88 2.07 0.058 0.002 0.01 0.004 0.9913 0.0008 0.058 0.002 7

MMSGal 13.03 0.51 0.074 0.001 0.022 0.003 0.9967 0.0002 0.074 0.001 5

MMSG 10.91 0.6 0.119 0.004 0.008 0.003 0.9825 0.0019 0.119 0.004 9

Table 2.11: Résultats de l'identi�cation globale des param�etres avec le mod�ele de Gompertz.

Milieu a � a b � b m � m R2 � R2 � F R (t � ) � � (t � ) n

YPL 8.93 1.19 4.2e+08 2.3e+08 5.59 0.37 0.9837 0.0046 0.122 0.005 4

MMSL 7.08 0.41 1.6e+09 1.1e+09 5.36 0.37 0.9892 0.0027 0.118 0.008 7

MMSGal 6.74 0.57 1.6e+06 1.4e+06 4.13 0.4 0.9753 0.015 0.137 0.016 5

MMSG 3.41 0.11 1.6e+08 1e+08 6.28 0.34 0.9641 0.0035 0.302 0.005 9

Table 2.12: Résultats de l'identi�cation globale des param�etres avec le mod�ele en fraction rationnelle.

Figure 2.20: : A. Coef�cient de d́eterminationR2 (détermińe �a partir de l'́equation (2.56)) de l'identi�cation des param�etres
avec les mod�eles de Verhulst (V), Gompertz (G) et avec le mod�ele en fractions rationnelles pour les différentes conditions de
croissances (MMSL, YPL, MMSGal et MMSG) présent́ees dans cette section.B. Estimation du taux de croissance maximum
en fonction des diff́erents mod�eles utiliśes et de la condition de croissance.

A�n de dresser un bilan de la procédure d'identi�cation, nous allons aborder les avantages et les in-
conv́enients de chaque mod�ele de croissances que nous avons utilisé :
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• Mod�ele de Verhulst : Comme nous avons pu le constater, une identi�cation ”simpli�ée” des
param�etres (en utilisant quatre points caractéristiques) avec le mod�ele de Verhulst ne permet pas
de repŕesenter correctement l'évolution de la biomasse entre le démarrage de la culture et le point
d'in�exion. En faisant une identi�cation ”globale” (minimisation au sens des moindres carrés
sur beaucoup plus de points expérimentaux que de param�etres�a d́eterminer), le mod�ele de Ver-
hulst permet de d́ecrire l'évolution de la biomasse avec le moins d'écart par rapport au mod�ele de
Gompertz et en fraction rationnelle.

• Mod�ele de Gompertz :A ce stade de notréetude, on peut dire que le mod�ele de Gompertz est le
moins appropríe pour d́ecrire la croissance des levures dans nos conditions expérimentales. Si une
identi�cation ”globale” des param�etres permet de représenter les données exṕerimentales avec peu
d'écart du fait du comportement ”exponentiel” de la croissance des levures, le taux de croissance
au point d'in�exion estiḿe avec ce mod�ele est tr�es inf́erieur aux autres mod�eles et�a ce que nous
avons pu estimer en déterminant le maximum de la dérivée premi�ere.

• Mod�ele en fraction rationnelle : Le mod�ele en fraction rationnelle permet une assez bonne
repŕesentation des données exṕerimentales en utilisant un minimum de 5 points caractéristiques
(identi�cation ”simpli� ée” des param�etres) quel que soit le milieu de culture. Cette propriét́e peut
être tr�es int́eressante pour discrétiser la variation de biomasse dans une situation o�u on dispose
d'un signal d'́evolution de la biomasse comportant peu de points de mesure (ce qui est souvent le
cas en biologie). Ce mod�ele permet́egalement d'estimer le taux de croissance au point d'in�exion
qui est le plus proche de celui que nous avons détermińe enétudiant la d́erivée. �A l'issue de la
proćedure d'identi�cation des param�etres ”globales”, le mod�ele offre une bonne représentation de
l' évolution de la biomasse malgré le fait que le mod�ele d́emarre avec une vitesse de prolifération
nulle.

En conclusion ǵeńerale de ce paragraphe, pour aller plus loin sur la fonctionnelle�a minimiser, nous
pouvons nous inspirer du cas o�u �( 
 ) est lińeaire:

�( 
 ) = A 
 ; (2.58)

pour lequel il existe de nombreux résultats (ŕegularisation de Tykhonov, solution géńeraliśee de norme
minimum ou de Moore-Penrose).
Nous pouvons alors construire une nouvelle fonctionnelle coût J (m)

� (
 ; M1) dite augment́ee et d́e�nie
par:

J (m)
� (
 ; M1) = kN (obs) � �( 
 )k2

R( M 1+1) + � 2 k
 � 

0
kRN 
 (2.59)

o�u 

0

est une estimation a priori du vecteur
 .
Dans le cas lińeaire, on peut montrer que le probl�eme d́e�ni en Eq. 2.59 admet une solution unique,
qui dépend contin̂ument de
 , et qui converge lorsque� 2 tend vers0 vers la solution deA 
 = N (obs)

la plus proche de

0
. L'utilisation de cette fonctionnelle augmentée va permettre de traiter un probl�eme

lég�erement diff́erent qui sera, lui, bien posé. La solution choisie est alors donnée par un probl�eme
d'optimisation, qui peut̂etre sous contraintes.
Évidemment, si� 2 est choisi trop faible, le probl�eme de d́epart 2.54 et le probl�eme ŕegulariśe 2.59 seront
tr�es semblables, donc tous les deux mal posés si celui de d́epart l'est, alors que si� 2 est trop grand,
le probl�eme ŕegulariśe ne conduit qu'�a obliger
 �a être proche de


0
. Le choix optimal du param�etre

de ŕegularisation� 2 est par conśequent d́elicat. Il devient alors ńecessaire d'adapter le param�etre de
régularisation au niveau de bruit présent dans les données (Petit, 2008).
Cette nouvelle fonctionnelle régulariśee n'a paśet́e étudíee en d́etail ici et constitue une suite logique�a
ce travail d'identi�cation.
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2.3 La croissance apr�es le point d'in�exion

Jusqu'ici nous nous sommes intéresśes principalement�a la phase de croissance avant le point d'in�exion,
o�u la d́erivée de la variation de la biomasse ne fait qu'augmenter. Pour se situer par rapport au schéma de
la croissance deS.cerevisiaerepŕesent́e ici (�gure 2.21), cela correspond aux phases I et II. Nous allons
maintenant nous intéresser�a ce qu'il se passe apr�es le point d'in�exion, lorsque la croissance commence
�a ralentir. Parmi les trois conditions de croissances que nous avonsétudíees, nous allons avoir deux cas
de �gure :

Une seule phase de ralentissementPour les cultures en milieu lactate et galactose, les levures réduisent
le substrat carbońe �a leur disposition enCO2 par respiration, au cours de leur phase exponentielle
de croissance (II). Lorsque les levures atteignent le point d'in�exion de la croissance, cela est du au
manque d'un substrat essentiel�a la culture. Si la levure ne parvient pas s'adapter (en utilisant une voie
de biosynth�ese auxiliaire lui permettant de synthétiser ce composé manquant), on s'attend donc�a ob-
server une phase de diminution de la vitesse de croissance jusqu'�a la phase stationnaire. Cette phase de
ralentissement correspond�a la phase III sur la �gure 2.21.A.

Dégradation incompl�ete de la source de carbone Pour les cultures en milieu glucose, le schéma est
diff érent. Les levures réduisent l'essentiel du glucose enéthanol par fermentation (une partie du glucose
est toujours ŕeduit enCO2 par respiration pour les cultures en aérobie). L'́ethanol est un substrat que la
levure peut utiliser pour produire de l'énergie par respiration. Cependant, pourêtre capable d'utiliser ce
nouveau substrat, la levure doit recon�gurer son métabolisméenerǵetique ce qui passe par uneétape de
biogen�ese mitochondriale. Cette phase est identi�ée comme la transition diauxique, marquée III dans
la �gure 2.21.B. Cettéetape va entra�̂ner un ralentissement de croissance, car les levures utilisent leurs
ressources pour s'adapter�a ce changement de substrat plutôt que de se diviser. Passé cette phase, les
levures vont repartir en croissance en réduisant l'́ethanol enCO2 par respiration. Cette seconde phase
de croissance est notée IV dans la 2.21.B. Quand un autre nutriment essentiel�a la culture devient insuff-
isant, la croissance des levures ralentit de nouveau (phase V) avant d'atteindre la phase stationnaire. On
s'attend donc�a observer un ralentissement de la croissance en 3 phases.

Stress cellulaire Dans les trois cas présent́es ci-dessus, la dépĺetion du glucose ou d'un autre nutriment
essentiel�a la culture dans le milieu extracellulaire entra�̂ne un stress cellulaire (Conrad et al., 2014). Les
caract́eristiques physiologiques d'un stress cellulaire sont les suivantes :

• Les levures arr̂etent le processus de division, ce qui entra�̂ne un arr̂et de la prolif́eration (Winder-
ickx et al., 2003).

• Elles constituent des réserves de glycog�ene (polym�ere de glucose) et de tréhalose pour faire face
�a la demande d'énergie au cours du processus d'adaptation (Wilson et al., 2010). Les levures se
serventégalement des réserves de tréhalose pour ŕeguler leur pression osmotique interne. Il a
ét́e montŕe que la levureS.cerevisiaeformait des ŕeserves de glycog�ene en cas de limitation de
plusieurs nutriments essentiels�a la culture tel que la source de carbone, le nitrog�ene, le phosphate
ou encore le sulfure (Lillie and Pringle, 1980).

• Chez la levure, le stress cellulaire estégalement un signal d'activation de la voie métabolique
d'intégrit́e de la paroi (CWI) dont une des nombreuses conséquences touche les voies de biosynth�ese
de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021).
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La réponse des cellules de levure au stress cellulaire s'effectue en plusieurs phases qu'il est dif�cile de
distinguer. Des changements surviennent immédiatement apr�es la d́etection de la source de stress (l'arrêt
du processus de division), puis la cellule met en place un mécanisme de d́efense, avant d'adapter son
métabolisme au changement�a l'origine du stress. La stratégie de ŕeponse aux stress cellulaires vaêtre
sṕeci�que �a la nature du stress(Gasch, Gasch). Par exemple, dans le cas de la dépĺetion du glucose, la
levure va s'adapter en produisant des mitochondries pour pouvoir utiliser l'éthanol par respiration. Dans
le cas d'un manque d'un autre nutriment essentiel�a la culture (o�u les levures auraient déj�a le bagage
mitochondriale pour respirer), tel que le fer ou le nitrog�ene, la levure va avoir recours�a des processus
d'autophagie pour ŕecuṕerer les nutriments dont elle a besoin (Horie et al., 2017, Iwama and Ohsumi,
2019). L'autophagie est un ḿecanisme d'adaptation utilisé par la levure pour s'adapter�a différents stiu-
muli notamment des situations de famine (Adachi et al., 2017, Kawamata et al., 2017, Yokota et al.,
2017) et peut̂etre observ́eeégalement au cours de la transition diauxique pour le recyclage du fer qui est
un composant essentiel des mitochondires (Horie et al., 2017).
Dans la sous-section suivante, nous allons analyser les courbes expérimentales pour d́eterminer si nos
mesures nous permettent d'identi�er des comportements particuliers dans chaque situation.

Figure 2.21: Les phases de croissance deS.cerevisiaeen culture batch: A. Repŕesentation sch́ematique de l'́evolution de la
biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culture fermée sur un substrat unique. I: Phase de latence. II:
Phase exponentielle.III: Phase de ralentissement. IV: Phase stationnaire. IV: Phase de déclin. B. Repŕesentation sch́ematique de
l' évolution de la biomasse au cours du temps pour une croissance microbienne en culture fermée sur deux substrats. I: Phase de
latence. II: Premi�ere phase exponentielle. III: Transition diauxique. IV: Seconde phase de croissance exponentielle. V: Phase
de ralentissement. VI: Phase stationnaire VII: Phase de déclin.

2.3.1 Étude des courbes exṕerimentales.
Pourétudier la croissance apr�es le point d'in�exion, nous avons sélectionńe les courbes de croissances
enregistŕees en milieu synth́etique sur un temps suf�samment long pour permettre ce type d'analyse. La
�gure 2.22 regroupe ensemble une courbe de croissance type pour chaque condition de milieu. Pour
chaque courbe, nous avonségalement traće la d́erivée premi�ere de la courbe de croissance ainsi que la
dérivée seconde en suivant la même ḿethode d'estimation que préćedemment pour la d́erivée premi�ere.
Ces graphiques vont nous aider�a discuter les diff́erents comportements que l'on peut observer apr�es le
point d'in�exion.
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Une phase de ralentissement de la croissancePour les trois milieux, le point d'in�exion est suivi
d'une diminution importante de la dérivée. La pente de cette diminution est nettement plus importante
que celle de l'augmentation de la biomasse avant le point d'in�exion. Une conséquence de cette observa-
tion est que les courbes de croissances que nous avons enregistrées sont des sigmo�̈des ”asyḿetriques”.
Or, les mod�eles math́ematiques que nous avons utilisés sont penśes pour des sigmo�̈des syḿetriques et
leur utilisation donnerait une pauvre représentation de la croissance apr�es le point d'in�exion.
Cette diminution de la d́erivée est aussi plus rapide en milieu glucose qu'elle ne l'est en milieu galactose
ou lactate. Cela s'observe sur le graphique de la dérivée seconde ou la valeur minimum atteinte apr�es
le point d'in�exion est presque deux fois inférieure�a celle des autres milieux. Cette premi�ere phase de
ralentissement d́emarre imḿediatement apr�es le point d'in�exion et elle a un impact important sur la
vitesse de prolif́eration des levures. Il s'agit d'une réaction�a la d́etection de la d́epĺetion d'un nutriment
essentiel�a la culture. En milieu glucose, la source de stress est la dépĺetion de ce substrat carboné. Pour
les deux autres conditions de culture, il s'agit probablement de la dépĺetion d'un nutriment essentiel�a la
culture autre que le substrat carboné, tel que le nitrog�ene (Dejean et al., 2000, Iwama and Ohsumi, 2019)
. Comme d́ecrit plus haut, une réaction imḿediate des levures en situation de stress cellulaire est l'arrêt
du processus de division. Cette premi�ere phase de ralentissement présente toutes les caractéristiques
pourêtre la conśequence de ce phénom�ene.

Un changement de ŕegime de ralentissement Pour les trois conditions de culture, on observeégalement
que la diminution de la croissance n'est pas monotone et plus particuli�erement pour la croissance en mi-
lieu glucose. Le traće des d́erivées illustre bien ce phénom�ene. Pour les trois types de cultures, la
dérivée seconde atteint un minimum. Celui-ci aét́e identi�é par unéetoile bleue pour chaque type de
culture dans la �gure 2.24. Puis, on voit que la dérivée seconde se met�a augmenter ce qui indique
un changement de la pente de la vitesse de prolifération que l'on retrouve sur la dérivée premi�ere. En
milieu glucose ainsi qu'en milieu galactose, il semble même que la d́erivée premi�ere se stabilise�a une
valeur constante différente de 0, durant une certaine période (de l'ordre de 10h en milieu glucose et 5
h en milieu galactose). Au cours de cette période, la croissance des levures est linéaire comme on peut
l'observer sur le graphique de l'évolution de la biomasse. Cette phase de croissance linéaire est moins
marqúee ou inexistante sur la courbe de croissance en milieu lactate.
Pour les cultures en milieu glucose, le ralentissement de la croissance apr�es le point d'in�exion indique
que les levures ont ”senti” la dépĺetion du substrat glucose et qu'elles sont entrées dans la phase de transi-
tion diauxique. Lorsque vitesse de croissance se stabilise, les levures ont donc de l'éthanol�a disposition
pour continuer�a produire de la biomasse et c'est pourquoi on observe une seconde phase de croissance.
Les levures se sont adaptées�a leur nouvel environnement.
Ce comportement de croissance est plusétonnant en milieu galactose, bien qu'il soit moins marqué.
L'hypoth�ese est que le ralentissement de la croissance apr�es le point d'in�exion a ét́e cauśe par la
dépĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture que nous n'avons pas identi�é. La levure se serait alors
adapt́ee �a cette source de stress, en utilisant des processus d'autophagie pour recycler le composant
dont elle a besoin, a�n de reprendre une croissance en utilisant le galactose restant dans le milieu pour
produire de la biomasse.

Seconde phase de ralentissementEn milieu glucose et galactose, la seconde phase de croissance
caract́eriśee par la stabilisation de la dérivée premi�ere est suivie d'une seconde phase de ralentissement.
La nature de ce ralentissement peutêtre due�a la d́epĺetion du substrat carboné (́ethanol, galactose) mais
en milieu minimum synth́etique, il est plus probable que le second ralentissement soit dû �a la d́epĺetion
d'un autre autre substrat essentiel�a la culture (les pistes les plus probables sont le fer ou le nitrog�ene).
Compte tenu du bruit de mesure important pour les hautes concentrations de biomasse, il est dif�cile
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de saisir les d́etails de ce ralentissement en se servant de la dérivée seconde. On peut supposer que la
réaction�a ce stress cellulaire a suivi un schéma proche de celui observé ci-dessus pour la premi�ere phase
de ralentissement.

Arr êt de la croissance. Pour les trois courbes de croissances, malgré les diff́erences dynamiques ob-
serv́ees pŕećedemment, la vitesse de prolifération �nit toujours par tendre vers 0 au bout d'une certaine
période de temps (de l'ordre de 60 h). Le temps correspondant�a l'annulation de la d́erivée premi�ere
a ét́e localiśe par un point́etoilé jaune sur les graphiques de la �gure 2.24 Ceci marque l'entrée dans
une phase stationnaire de croissance, o�u les levures arr̂etent de prolif́erer. Pour l'exemple de culture en
milieu lactate pŕesent́e dans les �gures 2.22 et 2.24, la durée de l'enregistrement n'est pas suf�sante pour
observer une annulation de la dérivée.

Figure 2.22: Courbes de croissance apr�es le point d'in�exion : A. Évolution de la biomasse en fonction du tempsN (t)
pour les courbes de croissances longues (> 30h) en milieu minimum synth́etique galactose (Violet), lactate (bleu) et glucose
(rouge).B. Dérivée premi�ere des courbes de croissancedN (t)=dt pour les diff́erents milieux.C. Dérivée seconde des courbes
de croissancedN (t)=dt pour les diff́erents milieux. Pour les trois graphiques, le démarrage de la croissance est marqué d'un
rond vert et le point d'in�exion de la croissance est marqué d'uneétoile rouge.

Pour les cultures en milieu glucose et galactose, la seconde phase de ralentissement est suivie d'une
seconde phase de croissance d'apparence linéaire. Cette phase présente les caractéristiques d'une crois-
sance sur substratéthanol apr�es la transition diauxique dans le milieu de culture en glucose. Pour la
culture en milieu galactose, cette seconde phase de croissance peutêtre due�a une adaptation suite�a la
disparition d'un substrat essentiel�a la culture, diff́erent du galactose. Ces phases de croissances ont une
allure linéaire. En particulier pour le milieu glucose, on observe un plateau dans la dérivée premi�ere.
Cela signi�e que la croissance au cours de ces deux phases n'est pas exponentielle comme on pourrait
s'y attendre pour une population de levure qui se divisent. De tels comportements ont déj�a ét́e d́ecrits
dans la litt́erature pour des cultures en milieux minimums SD contenant du glucose. Ce phénom�ene se
produit lorsque les levures doivent recycler le fer par autophagie (Horie et al., 2017, Iwama and Ohsumi,
2019). Notre formulation de milieu minimum synthétique, similaire�a celle des milieux SD, ne con-
tient pas d'ajout de sources de fer. Il est donc probable que la croissance des levures en respiration sur
l' éthanol soit limit́ee par le recyclage du fer par autophagie, d'o�u l'observation de ce comportement de
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Figure 2.23: Points caract́eristiques des courbes de croissance en milieu minimum synthétique glucose, galactose et
lactate : A1.,A2.,A3. Courbes de croissance des levures (N (t)) en un milieu minimum synth́etique glucose, galactose et
lactate. B1.,B2.,B3. Dérivé des courbes de croissanceN 0(t) = dN (t)=dt. C1.,C2.,C3. Dérivé seconde des courbes de
croissanceN 00(t) = d2N (t)=dt2. Dans chaque cas, le pointétoilé vert correspond au démarrage de la croissance. Le point
étoilé rouge correspond au point d'in�exion de la courbe de croissance. Le pointétoilé bleu correspond au changement de
régime du ralentissement de la croissance. Pour les milieux glucose et galactose, le point jaune correspond�a l'entrée en phase
stationnaire.

croissance lińeaire. Pour la culture en galactose, nous n'avons pas assez d'éléments pour identi�er le
nutriment essentiel�a la culture qui a provoqúe le ralentissement de la croissance. Cependant, il est prob-
able que les levures aient eu recours�a des ph́enom�enes de recyclage de ce composant par autophagie
pour permettre de prolonger leur croissance comme observé sur nos donńees exṕerimentales.
Pour ces deux conditions de culture, on assiste�a une seconde phase de ralentissement qui conduit�a
une annulation de la vitesse de croissance caractéristique d'une entŕee en phase stationnaire. Cela peut
provenir du fait qu'un autre substrat essentiel�a la culture vient�a manquer o�u que les capacités de recy-
clage des levures sontépuiśees, suite�a quoi les levures se mettent en quiescence.

Les trois phases qui ontét́e d́ecrites ici sont observables sur les autres courbes de croissance dans
les m̂emes conditions. Elles vontêtre marqúees par des temps caractéristiques diff́erents en fonction
du milieu de culture. Par la suite, nous allons tenter d'estimer ces points pour obtenir des crit�eres de
comparaison quanti�ables entre les différentes courbes de croissances.

2.3.2 Estimation des temps caractéristiques des phases apr�es le point d'in�exion
Pour mettre en place une stratégie d'identi�cation des points caractéristiques de la croissance apr�es le
point d'in�exion, nous nous sommes servis d'une courbe de croissance longue en milieu glucose, car
c'est dans cette condition de culture que les points de rupture entre les différentes phases sont les plus
marqúes. Dans la �gure 2.24, nous avons représent́e une courbe de croissance en milieu glucose ainsi que
ses d́erivées premi�eres et secondes. Cette courbe de croissance aét́e mise en parall�ele avec une simulation
de la croissance en glucose tracé en utilisant un mod�ele empirique�a huit param�etres d́evelopṕes dans
le cadre de cette th�ese pour pouvoir approcher le comportement de ce type de croissance en particulier
compośe d'une phase de croissance de type logistique suivie d'une phase de croissance linéaire qui
s'in� échit au bout d'une certaine durée. L'équation du mod�ele utiliśe est d́ecrite ici :

N0 +
a

b+ exp(� k � (t � t0))
+

t � (ln(1 + exp(f � (t � t2))) =f )
c + exp(� g � (t � t1))

(2.60)
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Sur la courbe et sur le mod�ele, deux points caractéristiques sont clairement identi�ables. En prenant
le minimum de la d́erivé seconde, on peut estimer le point du changement de régime du ralentissement
de la croissance. Nous avons effectué cette proćedure en utilisant la fonction 'min' de l'environnement
Matlab. Cette fonction nous renvoie l'indicei 1 que nous allons utiliser par la suite pour sélectionńe le
tempst1 qui correspond�a l'instant du changement de régime du ralentissement. Un autre point parti-
culier identi�able est le premier point o�u la d́erivée premi�ere s'annule et qui correspond�a l'entrée en
phase stationnaire de croissance. Pour estimer ce point de rupture, nous avons utilisé la fonction '�nd'
de l'environnement Matlab qui nous permet d'identi�er l'indicei 2 correspondant au premier point o�u
la dérivée s'annule. Gr̂ace�a l'indice i 2, on retrouve le tempst2, point d'entŕee en phase stationnaire de
croissance.

Figure 2.24 : Détermination des points caract́eristiques d'une courbe de croissance en glucose: A1.,B1.,C1.Courbe
de croissance ainsi que sa dérivée premi�ere et seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose.
A2.,B2.,C2. Courbe de croissance ainsi que sa dérivée premi�ere et seconde pour une courbe de croissance en milieu glu-
cose.Dans chaque cas, le pointétoilé vert correspond au démarrage de la croissance. Le pointétoilé rouge correspond au point
d'in�exion de la courbe de croissance. Le pointétoilé bleu correspond au changement de régime du ralentissement de la crois-
sance. Le point jaune correspond�a l'entrée en phase stationnaire.

2.3.3 Ŕesultat de l'identi�cation des points caractéristiques
Pour comparer quantitativement la croissance des levures apr�es le point d'in�exion, nous avonśetudíe la
répartition des points caractéristiques estiḿes par la proćedure ci-dessus. La détection du tempst1 a ét́e
appliqúee aux courbes de croissance en milieu glucose, galactose et lactate, car le changement de régime
du ralentissement áet́e observ́e dans les trois cas de �gure. La procédure de d́etection du tempst2 a ét́e
appliqúee seulement aux courbes de croissance glucose et galactose, car la durée des enregistrements
n'était pas suf�sante den milieu lactate pour observer une vitesse de prolifération nulle. Les ŕesultats des
deux proćedures sont présent́es dans le tableau 2.13.
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Milieu N0 t0 N 0(t0) N � t � N 0(t � )

MMSG 0:09� 0:03 1:46� 1:03 0:01� 0:01 1:86� 0:17 14:38� 2:07 0:52� 0:05

MMSGal 0:11� 0:04 0:03� 0 0:01� 0 3:12� 0:29 20:62� 1:48 0:38� 0:05

MMSL 0:1 � 0:02 2:83� 3:33 0 � 0 3:31� 0:73 31:72� 2:6 0:38� 0:1

N1 t1 N 0(t1) N2 t2 N 0(t2)

MMSG 2:42� 0:2 15:54� 2:08 0:35� 0:06 2:08� 2:2 16:57� 17:58 0 � 0:01

MMSGal 4:08� 0:62 23:83� 2:9 0:27� 0:05 5:55� 0:23 38:54� 1:04 0:01� 0:02

MMSL 4:9 � 0:95 39:23� 8:62 0:25� 0:14 —- —- —-

Table 2.13: Les points caract́eristiques de la croissance en milieu lactate, galactose et glucose :Estimation des points
caract́eristiquesN0 (biomasse au d́emarrage de la croissance, g/L),t0 (temps du d́emarrage de la croissance, h),N 0(t0) (vitesse
de prolif́eration au d́emarrage de la croissance,g:L� 1:h� 1), N � (biomasse au point d'in�exion, g/L),t � (temps du point
d'in�exion, h), N 0(t � ) (vitesse de prolif́eration au point d'in�exion,g:L� 1:h� 1), N1 (biomasse au changement de régime
du ralentissement de la croissance, g/L),t1 (temps au changement de régime du ralentissement de la croissance, h),N 0(t1)
(vitesse de prolif́eration au changement de régime du ralentissement de la croissance,g:L� 1:h� 1), N2 (biomasse�a l'entrée en
phase stationnaire, g/L),t2 (temps�a l'entrée en phase stationnaire, h) etN 0(t2) (vitesse de prolif́eration�a l'entrée en phase
stationnaire,g:L� 1:h� 1), en milieu glucose (MMSG n=10), en milieu galactose (MMSGal n=6) et en milieu lactate (MMSL
n=9).

En nous appuyant sur la �gure 2.25, on constate que la durée entre le point d'in�exion et le change-
ment de ŕegime de la d́ećelérationt1 � t � varie entre les diff́erentes conditions de croissance. Pour les
courbes de croissance en milieu glucose, cet intervalle est peu dispersé et ŕeṕetable et dure en moyenne
1h. Cette duŕee est plus variable et plus longue en moyenne pour les courbes de croissances en milieu
lactate et galactose. Le changement de régime du ralentissement de la croissance survient en moyenne
2 h apr�es le point d'in�exion pour les cultures en milieu lactate et 3 h apr�es pour les courbes en milieu
galactose.
L'intervalle t1 � t � caract́erise la premi�ere phase de ralentissement de la croissance. Elle correspond�a
la réaction imḿediate des cellules apr�es la d́etection d'un stress cellulaire. Pour les cultures en milieu
glucose, ce stress correspond�a la d́epĺetion du glucose et les levures arrêtent leur cycle cellulaire pour
effectuer la transition diauxique. Les levures sortent d'une croissance exponentielle caractériśee par un
taux de croissance rapide et donc un cycle de division d'une durée moins importante que pour les autres
conditions de ḿetabolisme. Cette dynamique de croissance permet aux levures de réagir plus rapidement
(en 1h)�a la situation de stress cellulaire. Pour les croissances en milieu lactate et galactose, le cycle de
division est plus lent, et les cellules mettent donc plus de temps�a arr̂eter leur cycle cellulaire.

Sur la �gure, nous avonśegalement traće les tempst2 correspondant�a l'entrée des levures en phase
stationnaire pour les milieux glucose et galactose. En milieu glucose, les levures entrent en phase sta-
tionnaire en moyenne 33h apr�es l'ensemencement contre environ 39h en milieu galactose. Ainsi les
levures atteignent plus rapidement la phase stationnaire de croissance lorsqu'elles utilisent la glycolyse
puis la respiration (cas glucose) que lorsqu'elles utilisent la glycolyse et la respiration en simultanée (cas
galactose).
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Figure 2.25: Répartition des points caract́eristiques t1,N (t1),N 0(t1) pour les courbes de croissance milieu synth́etique
glucose, galactose et lactate : A1.,A2.,A3.Répartition du temps associé au changement de régime de la d́ećelérationt1 (A1.) ,
de la quantit́e de biomasse associéeN (t1) (A2.) et la vitesse de proliférationN 0(t1) pour les diff́erentes courbes de croissance
en milieu glucose (rouge), en milieu galactose (vert) et en milieu lactate (bleu). Les traits pointillés indiquent la moyenne des
valeurs pour chaque type de milieu.B1.,B2.,B3.Diagrammes en boite de la répartition det1 (B1.), N (t1) (B2.) etN 0(t1)(B3.)
pour les courbes de croissance en milieu glucose (MMSG), galactose (MMSGal) et lactate (MMSL).

2.3.4 L'état physiologique des levures en fonction des phases de croissances
L' étude de la croissance menée au cours de ce chapitre va nous permettre de dresser un schéma de ce qui
se passe physiologiquement�a l' échelle de la cellule en fonction des temps caractéristiques. Par la suite,
cela nous permettra de déterminer si les diff́erences observées au niveau de la ḿecanique cellulaire sont
corŕelées avec des variations du métabolisme des levures.

Le métabolisme en milieu lactate La �gure 2.26 associe un schéma bilan du ḿetabolisme des lev-
ures en fonction des différentes phases de croissance. En milieu minimum synthétique lactate, apr�es
une phase de latence (I) de1:46 � 1:03h, les levures adoptent un métabolismeénerǵetique respira-
toire. Le lactate est converti pyruvate par la lactate-deshydrogénase au niveau de la face externe de la
membrane interne des mitochondries (Niu et al., 2018).Une fraction de ce pyruvate va entrer dans la
néoglucogen�ese ce qui va permettre�a la levure de synth́etiser les pŕecurseurs des composants cellulaires
dont font partie les composants de la paroi cellulaire. Dans les mitochondries, la majorité du pyruvate
est d́egrad́e enCO2 pour produire de l'ATP. Ces deux ḿecanismes permettent�a la levure de produire la
biomasse ńecessaire�a la synth�ese de nouvelles cellules et on assiste ainsi�a une croissance exponentielle
(II). La vitesse maximum de croissance est atteinte31:72� 2:6h apr�es l'ensemencement et correspond
�a un taux de croissance de0:12� 0:01h� 1. En milieu lactate, les levures constituent probablement des
réserves de glycog�ene et de tŕehalose au cours de la phase exponentielle de croissance, qui sont utilisées
périodiquement pour permettre la division cellulaire (Guillou et al., 2004, Müller et al., 2003, Sillj́e et al.,

62



Saccharomyces Cerevisiae: Métabolisme et croissance

1997, Zhao et al., 2016).
Apr�es le point d'in�exion, la d́epĺetion d'un nutriment essentiel�a la croissance entra�̂ne un stress cellu-
laire. Lorsque les levures détectent un stress cellulaire, la réaction imḿediate est d'arr̂eter le cycle de
croissance et de constituer des réserves de carbohydrates. L'arrêt du cycle cellulaire entra�̂ne une diminu-
tion de la croissance (phase III.1) qui dure en moyenne 2h apr�es le point d'in�exion. Le stress cellulaire
entrâ�ne également l'activation des voies métaboliques de l'int́egrit́e de la paroi et le d́eclenchement de
processus d'autophagie pour recycler ce substrat essentiel�a la croissance. Au cours de la phase III.2
le ralentissement se poursuit jusqu'�a atteindre la phase stationnaire. Il y a toujours une production de
biomasse au cours de cette phase. Cette augmentation de la biomasse peut avoir plusieurs origines. En
effet, lors de cette phase de ralentissement les levures produisent plusieurséléments qui sont susceptibles
de modi�er leur masse. Cela peutêtre la constitution des réserves de glycog�ene (Wilson et al., 2010) qui
peuvent atteindre jusqu'�a 20% de la masse s�eche de la cellule (Guillou et al., 2004, Müller et al., 2003),
ou unépaississement de la paroi cellulaire suite�a l'activation des voies ḿetaboliques de l'int́egrit́e de
la paroi (De Virgilio, 2012). Les levures utilisent leur réserve de glycog�ene ainsi que le lactate toujours
présent dans le milieu pour produire de l'énergie au cours de ce processus d'adaptation. L'utilisation
des voies glycolytiques constitue une différence importante par rapport au métabolisme de la phase de
croissance exponentielle qui est essentiellement respiratoire.
En phase stationnaire, les levures ne se divisent plus et utilisent leur réserve de glycog�ene pour assurer
la maintenance des fonctions cellulaires. Il n'y a plus de production de biomasse.

Le métabolisme en milieu galactose La �gure 2.27 associe un schéma bilan du ḿetabolisme des le-
vures en fonction des différentes phases de croissance. En milieu minimum synthétique galactose, dans
notre cas, nous n'avons pas observé de phase latence (I) ou celles-ci ontét́e de trop courte durée pour
notre proćedure de d́etection (0:03� 0:00h). L'augmentation de la biomasse commence d�es les premiers
instants apr�es l'ensemencement. En présence de galactose, les levures convertissent le galactose en
glucose-6-phosphate grâce�a la voie ḿetabolique de Leloir. Le glucose-6-phosphate entre dans la glycol-
yse ce qui permet de produire les précurseurs des constituants cellulaires ainsi que le pyruvate qui vaêtre
dégrad́e enCO2 pour produire de l'́energie au niveau des mitochondries. La glycolyse et la respiration
cellulaire ont lieu de mani�ere simultańee pour produire de la biomasse et enclencher la division cellu-
laire. On assiste ainsi�a une croissance exponentielle (II). La vitesse maximum de croissance est atteinte
20:62� 1:48h apr�es l'ensemencement et correspond�a un taux de croissance de0:13� 0:03h� 1. Com-
paŕee aux courbes de croissance en milieu lactate, la croissance maximum est atteinte environ 10h plus
tôt. En revanche, la vitesse de prolifération maximum est tr�es similaire au milieu lactate. L'utilisation
de la glycolyse et de la respiration en simultanée a donc un impact signi�catif sur l'accélération de la
croissance. Dans un milieu de croissance 2% galactose, il aét́e montŕe que les levures constituaient
peu de ŕeserves de carbohydrates (Silljé et al., 1997). Cela signi�e que le processus de constitutions/
liquidations de ces réserves n'est pas requis lors du processus de division. Cela pourraitêtre une piste
pour expliquer la diff́erence de temps que les levures mettent pour atteindre leur vitesse de prolifération
maximum par rapport au milieu lactate.
Pasśe le point d'in�exion de la croissance, la vitesse de prolifération diminue de mani�ere similaire aux
cultures en milieu lactate. Comme décrit pŕećedemment, cette phase de ralentissement (III.1) est as-
socíee �a un stress cellulaire dû �a la d́epĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture. L'arr̂et du cycle
cellulaire entrâ�ne une diminution de la croissance. Cette phase se prolonge en moyenne sur 3h apr�es le
point d'in�exion. Au cours de cette ṕeriode de stress, la levure produit des réserves de carbohydrates,
active les voies d'int́egrit́e de la paroi cellulaire et met en place des processus d'autophagie pour recycler
le nutriment essentiel manquant.
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Figure 2.26: Le métabolisme des levures en milieu lactate : A.,B.,C.Courbe de croissance ainsi que sa dérivée premi�ere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. Le pointétoilé rouge correspond au point d'in�exion
de la courbe de croissance. Le pointétoilé bleu correspond au changement de régime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond�a l'entrée en phase stationnaire.

Pour toutes les courbes de croissances en milieu galactose, nous avons mesuré une stabilisation de la
vitesse de prolif́eration (III.2) apr�es le ralentissement caractéristique du stress cellulaire. Cette observa-
tion sugg�ere que les levures se sont adaptées�a leur situation de stress pour repartir dans une nouvelle
phase de croissance. Au cours de cette phase, la croissance est probablement limitée par les processus
de recyclage du nutriment manquant par autophagie, ce qui peut expliquer l'apparence non exponen-
tielle de cette reprise de la croissance. En milieu galactose, aucune source de carbone n'est produite
durant la phase exponentielle de croissance (contrairement au cas glucose), la seule source d'énergie que
les levures ont a leur disposition est le galactose�a priori. On peut donc supposer que le métabolisme
énerǵetique de la levure au cours de cette phase soit similaire�a celui d́ecrit en phase exponentielle de
croissance.
Apr�es cette seconde phase de croissance, la levure subit une nouvelle phase de ralentissement qui se
conclut par un arr̂et de la croissance caractéristique de l'entŕee en phase stationnaire38:54� 1:04h apr�es
l'ensemencement. Au cours de cette seconde phase de ralentissement, les cellules subissent une nouvelle
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période de stress cellulaire au cours de laquelle elles forment des réserves de glycog�ene et renforcent leur
paroi. En phase stationnaire, les levures consomment leur réserve de carbohydrates (glycolyse et respi-
ration) et recyclent les nutriments essentiels�a la maintenance cellulaire par autophagie (Aguilar-López
and Funes, 2019, Galdieri et al., 2010, Torggler et al., 2017). Ces processus d'autophagie requi�erent une
dynamique de transport des compartiments intracellulaire ce qui nécessite une organisation particuli�ere
au niveau du cytosquelette (Vasicova et al., 2015). Cet aspect est intéressant�a consid́erer au niveau de la
mécanique cellulaire.

Figure 2.27: Le métabolisme des levures en milieu galactose : A.,B.,C.Courbe de croissance ainsi que sa dérivée premi�ere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. Le pointétoilé rouge correspond au point d'in�exion
de la courbe de croissance. Le pointétoilé bleu correspond au changement de régime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond�a l'entrée en phase stationnaire.

Le métabolisme en milieu glucose La �gure 2.28 montre le sch́ema bilan du ḿetabolisme des lev-
ures en milieu glucose en fonction de la phase de croissance. Dans cette condition, nous avons observé
une phase latence (I) de1:46 � 1:03h. ChezS.cerevisaele glucose exerce une répression de la respi-
ration et inhibe les ḿecanismes impliqúes dans l'utilisation des autres sources de carbone (Kayikci and
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Nielsen, 2015, Klein et al., 1998). Le glucose est dans un premier temps dégrad́e en pyruvate par la
glycolyse. Puis une partie du pyruvate entre dans les mitochondries pour produire des précurseurs de
la biosynth�ese des composants cellulaires (Wu et al., 2006). La majeure partie du pyruvate est trans-
formée enéthanol par la fermentation alcoolique. Le métabolisméenerǵetique de la levure est donc
domińe par la glycolyse. La levureS.cerevisiaeposs�ede des transporteurs de glucose�a haute af�nit́e et
en pŕesence de cette molécule, le �ux entrant de glucose est tr�es important. Ce �ux entrant va géńerer
un d́ebordement ḿetabolique ce qui va provoquer une accélération de l'ensemble des �ux ḿetaboliques
(Vemuri et al., 2007). Ce phénom�ene va entrâ�ner une acćelération de la production de biomasse et les
levures vont se diviser plus rapidement. Le taux de croissance au point d'in�exion en milieu glucose
est de0:28 � 0:01h� 1 ce qui plus de deux fois supérieures aux cultures en milieu galactose et lactate.
Ce taux de croissance est atteint14:4 � 2:1h apr�es l'ensemencement. L'augmentation de la vitesse de
croissance est donc beaucoup plus rapide au cours de la phase de croissance exponentielle en glucose.
Cela signi�e que la dynamique de formation de la paroi cellulaire au cours de cette phase est beaucoup
plus importante que pour les autres conditions de culture ce qui peut avoir un impact sur ses propriét́es
physiques. Les levures ne produisent pas de réserves de carbohydrates lorsqu'elles prolif�erent rapide-
ment par fermentation(Futcher, 2006).
Apr�es le point d'in�exion de la croissance, les levures subissent un stress cellulaire dû au manque de
glucose. La ŕeaction des levures�a cette situation de stress vaêtre diff́erente que pour les cas préćedents,
car les levures ne disposent pas, au niveau du point d'in�exion, d'une quantité suf�sante de mitochon-
dries pour pouvoir utiliser une autre source de carbone. Le mécanisme d'adaptation des levures�a cette
situation de stress particuli�ere est appelé la transition diauxique. Dans un premier temps, les levures
vont arr̂eter leur cycle de croissance ce qui va engendrer une diminution de la vitesse de prolifération
(phase III.1). Nous avons observé que cette diminution de la vitesse de croissance est plus importante
que pour les autres conditions de cultures etégalement de plus courte durée (environ 1 h). Au cours de
la transition diauxique les levures vont constituer des réserves de glycog�ene (et de tŕehalose) et produire
des mitochondries. Comme toute situation de stress, la voie métabolique de l'int́egrit́e de la paroi va
également jouer un rôle important ce qui peut avoir un impact sur les propriét́es ḿecaniques de celle-ci.
Au cours de la transition diauxqiue, les levures ontégalement recours�a des processus d'autophagie pour
recycler le fer qui est requis en quantité pour produire les mitochondries (Horie et al., 2017).
Lorsque les levures ont ”restauré” leur métabolisme respiratoire, elles disposent alors de l'éthanol qui
est une source de carbone qu'elles peuvent utiliser pour proliférer. De mani�ere similaire au ḿetabolisme
en milieu lactate, les levures vont utiliser la respiration pour produire de l'énergie en ŕeduisant l'́ethanol.
Une partie des molécules d'́ethanol vont̂etre converties en pyruvate pour produire les précurseurs de
la biosynth�ese des composants cellulaire par la néoglucogen�ese. Cette con�guration va permettre�a la
levure de suivre une nouvelle phase de croissance (phase III.2). Le métabolisme des levures ainsi que
la dynamique de prolif́eration au cours de cette seconde phase de croissance sont tr�es diff́erents de la
premi�ere. Dans nos conditions de culture, en milieu minimum synthétique, nous avons observé que cette
phase de croissance sur substratéthanol n'est pas exponentielle, probablement car la croissance des lev-
ures est limit́ee par le recyclage du fer par autophagie (Horie et al., 2017, Iwama and Ohsumi, 2019). Au
cours de cette croissance limitée, la prolif́eration des levures par respiration est lente (plus lente qu'en
milieu lactate). Les levures vont donc constituer périodiquement des réserves de carbohydrates qu'elles
vont utiliser au cours de la division (Futcher, 2006, Zhao et al., 2016). Plus la croissance des levures
est lente, plus elles constituent des réserves de carbohydrate importantes (Silljé et al., 1997). Sachant
que les ŕeserves de carbohydrate peuvent représenter jusqu'�a 20% de la masse cellulaire (Guillou et al.,
2004, Müller et al., 2003), les cycles de constitution/liquidation de ces réserves peuvent provoquer une
hét́eroǵeńeité dans la distribution de la masse des levures, entre des cellules sur le point de se diviser et
des levures qui sortent du processus de division. Cette hét́eroǵeńeité constitue une diff́erence importante
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avec la phase exponentielle de croissance sur le substrat glucose o�u les levures ne constituent pas de
telles ŕeserves pour se diviser (Futcher, 2006).
Le second ralentissement de la croissance peut-être due�a la d́epĺetion d'un autre nutriment essentiel�a la
culture ou�a épuisement de la capacité des levures�a recycler le fer. Cela engendre une nouvelle phase de
stress, suivie d'un arrêt de la croissance (caractéristique d'une phase stationnaire) que nous avons estimé
�a 33:1 � 3:0h apr�es l'ensemencement. Le métabolisméenerǵetique des levures en phase stationnaire
est similaire aux situations présent́ees pŕećedemment : Les levures utilisent leurs réserves de glycog�ene
en utilisant la glycolyse et la respiration simultanément tout en recyclant les nutriments essentiels par
autophagie pour assurer la maintenance des fonctions cellulaires sans se diviser. Ce métabolisme est
encore diff́erent de celui de la premi�ere phase de croissance (essentiellement glycolytique) et de celui
de la seconde phase de croissance (essentiellement respiratoire). La croissance en milieu glucose est la
seule qui fait intervenir les trois ḿecanismes de mani�ere śepaŕee.

Figure 2.28: Le métabolisme des levures en milieu glucose : A.,B.,C.Courbe de croissance ainsi que sa dérivée premi�ere et
seconde pour une simulation d'une courbe de croissance en milieu glucose. Le pointétoilé rouge correspond au point d'in�exion
de la courbe de croissance. Le pointétoilé bleu correspond au changement de régime du ralentissement de la croissance. Le
point jaune correspond�a l'entrée en phase stationnaire.
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Chapitre 3

Caractérisation des propriétés ḿecaniques des
cellules de levure

Ce chapitre est consacré �a l' étude des propriét́es ḿecaniques des cellules deS. cerevisiae. Dans une
premi�ere section, nous présentons les principaux́eléments acteurs de la mécanique cellulaire chez la
levure : le cytosquelette et la paroi cellulaire. Une attention particuli�ere est port́ee aux lienśetroits qu'il
existe entre ces deux́eléments et le ḿetabolisme de la cellule.
Dans un second temps, nous abordons les différentes proćedures exṕerimentales rapportées dans la
litt érature pouŕetudier la ḿecanique de la levure. Les particularités de chaque technique sont décrites,
notamment au niveau des déformations cellulaires auxquelles elles permettent d'accéder. Nous parlons
également de la variabilité des proćedures exṕerimentales et en quoi celles-ci peuvent impacter les pro-
priét́es physiques des cellules.
Dans une troisi�eme section, nous parlons de la levure en temps que syst�eme physique et de l'évolution
des mod�eles math́ematiques qui ont́et́e utilisés pouŕetudier la compression des levures. En utilisant des
exemples issus de la littérature, nous montrons que les estimations des modules d'élasticit́e rapport́ees
par les diff́erents auteurs sont tr�es d́ependantes des hypoth�eses formuĺees pour mod́eliser le processus
de compression cellulaire. Dans une quatri�eme section, nous présentons les résultats des expériences de
compression cellulaire par microscopie�a force atomique menées au cours de cette th�ese. Nous abor-
dons la proćedure analytique que nous avons utilisé pourétudier les courbes de forces enregistrées et�a
quels param�etres cette proćedure nous donne acc�es. En�n, nous discutons des variations des propriét́es
mécaniques de la paroi en fonction du métabolisme des levures.

3.1 Mécanique cellulaire

Contrairement aux cellules mammif�eres, les cellules de levure sont composées d'une paroi cellulaire
cloisonnante rigide d'unéepaisseur variable en fonction des conditions de croissance des levures (Gá�skov́a
et al., 1998, Moor and Muhlethaler, 1963, Smith et al., 2000b, Stenson et al., 2009). Cetteépaisseur a
ét́e rapport́ee dans la litt́erature dans une plage de 100�a 200 nm selon la ḿethode utiliśee et le nombre
de cicatrices de la paroi (Chaudhari et al., 2012, Yamaguchi et al., 2011,?).
Lorsque la levure subit une déformation, selon l'importance de la déformation, la force opposée �a la
déformation va se ŕesulter de trois composantes:

• la rigidité de la paroi cellulaire

68



Caract́erisation des propriét́es ḿecaniques des cellules de levure

• la rigidité du cytosquelette

• la tension de la paroi due�a la pression de turgescence interne

La contribution de ces troiśeléments�a la ḿecanique cellulaire va varier au cours du temps ce qui fait de
la levure un syst�eme complexe�aétudier ḿecaniquement. La pression de turgescence interne va varier en
fonction de la pression osmotique du milieu extracellulaire (Blomberg, 2022, De Marañon et al., 1996).
Le cytosquelette et la paroi cellulaire sont deux structures dynamiques qui changent en permanence au
cours du temps, en fonction de l'environnement extracellulaire et du métabolisme de la levure. Dans
cette section, nous abordons les caractéristiques de ces deux acteurs en portant une attention particuli�ere
aux composantes dynamiques de phénom�enes mis en jeu.

3.1.1 Le cytosquelette
Chez la levure, le cytosquelette joue un rôle essentiel dans la régulation de nombreux processus cellu-
laire. Il permet la circulation des vésicules endoplasmiques et des organites. Il est directement impliqué
dans les alt́erations morphoǵeńetiques telles que la cytokin�ese , l'endocytose et la polarisation de la
croissance. Les réarrangements du cytosquelette impliquent des cascades de réactions biochimiques,
telles que la ŕegulation de l'activit́e mitochondriale et l'apoptose. Intrins�equement, le cytosquelette joue
un rôle primordial (avec la paroi cellulaire) dans la mécanique cellulaire.
Dans cette section, nous décrivons dans un premier temps la composition et la structure géńerale du
cytosquelette chez les organismes eucaryotes. Dans un second temps, nous abordons la dynamique par-
ticuli �ere du cytosquelette d'actine deS.cerevisiae. Dans un troisi�eme temps, nous abordons le rôle du
cytosquelette dans la régulation mitochondriale. Ces interactions sont d'un intér̂et tout particulier dans
le cadre de cette th�ese, car ils permettent de faire le lien avec le métabolisméenerǵetique de la levure.

3.1.1.1 Les ŕeseaux de �laments du cytosquelette

Le cytosquelette est un réseau moĺeculaire complexe. On peut le décomposer en trois sous-syst�emes
fonctionnels: les �laments d'actine , les microtubules et les �laments intermédiaires (Huber et al., 2015).
Chaque sous-syst�eme va pŕesenter des caractéristiques qui lui sont propres.

Les �laments d'actines Dans le cytoplasme, les monom�eres d'actine sont assemblés de mani�ere po-
larisée pour former un polym�ere (F-actine) en forme d'hélice �exible de 5-9 nm de diam�etre. Les
monom�eres d'actines sont ajoutés�a l'extrémit́e des �laments gr̂ace�a l'hydrolyse d'une moĺecule d'ATP
en une moĺecule d'ADP et un phosphate inorganique (Pi). La molécule d'ADP reste �x́ee au monom�ere
d'actine polyḿeriśe ce qui favorise la d́epolarisation des monom�eres d'actines aux extrémit́es du �la-
ment. Ces �laments ont une dynamique de polymérisation tr�es rapide (assemblage de 1000 monom�eres
d'actine par seconde) et un réseau entier d'actine peutêtre remplaće / ŕeorganiśe avec un temps de re-
nouvellement de l'ordre de la minute. La polymérisation de l'actine est contrôlée par de nombreuses
prot́eines :

• Le complexe prot́eique ARP2/3 qui agit comme un site de nucléation. Il permet l'initiation de la
polymérisation d'un �lament en favorisant la formation d'une amorce composée de 3 monom�eres
d'actine. Il joue un r̂ole important dans la d́esignation des sites de polymérisation.

• Les prot́eines CapZ qui permettent la stabilisation des �laments d'actine en se �xant de mani�ere
covalente aux monom�eres d'actine�a l'extrémit́e d'un �lament.
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• La gelsoline permet la dislocation des �laments d'actine en présence d'ions calcium. Cette enzyme
resteégalement �x́ee de mani�ere covalente aux extrémit́es des �laments d'actine pour empêcher
la polymérisation.

La formation des �laments d'actine est un processus ATP-dépendant et la dynamique de formations des
�laments peut donĉetre impact́ee par le ḿetabolisméenerǵetique de la cellule (Romani, 2021).

Les microtubules Les microtubules sont les �laments les plus rigides. Ce type de �laments peut se
briser (�ambage) pour des déformations de 50% de leur longueur d'origine. Ils sont constitués d'un
hét́erodim�ere d' � -tubuline et de� -tubuline líes�a des moĺecules de GTP (Guanosine tri-phospahte). La
polymérisation des microtubules s'effectue de mani�ere polariśee. Elle est initíee par le centrosome qui
poss�ede un site de nucléation nomḿe TuRC compośe de moĺecules
 -tubuline qui forment un gabarit
au microtubule en construction. Les dim�eres de� -tubuline et� -tubuline líes �a la GTP sont ajoutés �a
l'extrémit́e du microtubule pour former des proto�laments. Les proto�laments s'assemblent ensuite en
feuillets qui se replient progressivement pour former un cylindre creux (composé le plus souvent de 13
proto�laments) d'environ 25 nm de diam�etre. La dynamique de polyḿerisation des microtubules est
régalement rapide (plusieurs�m par minute). La d́epolyḿerisation se produit lorsque les tubulines�a
l'extrémit́e du �lament sont líees�a des moĺecules de GDP (Guanosine diphosphates). Les microtubules
interagissent principalement avec divers types de protéines:

• Des prot́eines stabilisatrices telles que MAP2 , MAP4 et la protéine Tau qui se lient de mani�ere
covalente aux microtubules et qui ont pour rôle de stopper les processus de dépolyḿerisation des
microtubules (Dehmelt and Halpain, 2005).

• Des moĺecules ”motrices” telles que les kinésines et les dyńeines impliqúees dans le transport des
organistes cellulaires.

En plus de jouer un rôle important dans la ḿecanique cellulaire, les microtubules sont impliqués dans le
transport des mitochondries et jouent donc un rôle important dans la régulation mitochondriale et donc
dans le ḿetabolisméenerǵetique (Yaffe et al., 2003).

Les �laments interm édiaires La classe des �laments interḿediaires regroupe plus de 65 protéines
diff érentes. Ce sont les �laments les plus �exibles des trois sous-syst�emes. Ils peuvent supporter des
élongations de trois fois leur taille originale. Les �laments intermédiaires ont une vitesse de polymérisation
assez lente avec un temps caractéristique de l'ordre de plusieurs minutes. La vitesse de renouvelle-
ment d'un ŕeseau de �laments interḿediaires peut prendre plusieurs heures (Eriksson et al., 1992). Les
prot́eines composants les �laments intermédiaires ne sont pas des molécules globulaires comme l'actine
et la tubuline. Ces protéines forment des dim�eres super-enroulés. Les dim�eres super-enroulés s'associent
de mani�ere antiparall�ele pour former un proto�lament tétraḿerique. En�n, les proto�laments se �xent de
mani�ere covalente aux �laments interḿediaires eńelongation pour former une structure de 8 proto�la-
ments de 10nm de diam�etre. La polyḿerisation des �laments interḿediaires se fait de mani�ere spontańee
(ATP-indépendante). La formation et la réorganisation des �laments intermédiaires s'effectuent grâce
�a des processus de phosphorylation et de déphosphorylation (Eriksson et al., 1992). Les �laments in-
termédiaires interviennent dans plusieurs fonctions cellulaires telles que la morphologie cellulaire.

�A l' échelle des ŕeseaux de �laments, il existe de nombreuses interactions entre les différents sous-
syst�emes. Les �laments forment des liaisons covalentes entre eux ou par l'intermédiaire de diff́erents
agents de ŕeticulation. Ils interagissentégalement�a travers des interactions stériques. En�n, les diff́erents
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sous-syst�emes du cytosquelette peuvent interagir entre eux indirectement via des voies de signalisations
biochimiques (Huber et al., 2015).

3.1.1.2 Le cytosquelette chez la levureS.cerevisiae

Chez la levureS.cerevisiae, le cytosquelette d'actine peut s'assembler en trois structures particuli�eres:
Les patchs d'actine corticaux, les câbles d'actines cytoplasmiques ainsi que les anneaux d'actomyosine
contractiles. Ces trois types de structures vont subir des réarrangements importants au cours du cycle
cellulaire. La dynamique du cytosquelette d'actine joue un rôle primordial dans plusieurs ḿecanismes
intracellulaires en interagissantétroitement avec les mitochondries, ce qui fait du cytosquelette d'actine
un acteur majeur du ḿetabolismeénerǵetique des levures (Akram et al., 2020, Moseley and Goode,
2006).

Les patchs d'actine corticaux Les patchs d'actine corticaux sont des petites structures d'environ 200
nm de diam�etre que l'on retrouve dans le cortex cellulaire (�a la ṕeriph́erie de la cellule sous la membrane
plasmique). Ce sont des structures tr�es mobiles�a l'intérieur de la cellule. Au niveau de ces structures, les
�laments d'actine sont tr�es courts et forment un réseau tr�es rami�é. Cette structure diffuse particuli�ere
est due�a l'assemblage autour d'un nucléateur, le complexe protéique ARP2/3.

Les ĉables d'actine cytoplasmique Les ĉables d'actine cytoplasmique sont des structures longues et
�nes qui s'étendent�a travers le cytoplasme. Ils permettent de diriger la circulation des organites, des
vésicules śecŕetoires ainsi que des ARNs messagers vers les lieux de croissance. Les �laments d'actines
sont lińeaires et tr�es peu branch́es. Cette structure est due�a la prot́eine responsable de leur nucléation
qui est la formine .

Les anneaux d'actomyosine contractiles Contrairement aux deux structures préćedentes, les anneaux
d'actomyosines ne se forment qu'au cours de la division cellulaire et ne persistent que jusqu'�a compĺetion
de la cytokin�ese (�n de la division). Comme les câbles d'actine cytoplasmique, les monom�eres d'actine
sont assemblés de mani�ere organiśee par la formine.

Réarrangement de l'actine au cours du cycle cellulaire Au cours du cycle cellulaire, le cytosquelette
va subir 6 ŕearrangements majeurs (Akram et al., 2020):

1. A la �n de la phase G1, la position du site de bourgeonnement est dé�nie et les patchs d'actine
corticaux vontêtre d́eplaćes vers le site de bourgeonnement et les câbles d'actine cytoplasmique
vont s'orienter vers le site de bourgeonnement.

2. Durant la phase S, les patchs d'actine corticaux s'assemblent au bout du bourgeon et les câbles
d'actines de la cellule m�ere s'orientent vers le bourgeon nouvellement formé.

3. Au cours de la phase G2, les patchs d'actine se concentrent dans le bourgeon alors que les câbles
d'actine cytoplasmique restent polarisés vers le bourgeon en croissance.

4. Au milieu de la phase M, durant la mitose, les patchs d'actine perdent leur polarisation et se
distribuent de mani�ere aĺeatoire dans la cellule m�ere et la cellule �lle. Les ĉables d'actines cyto-
plasmiques perdentégalement leur orientation.

71



Caract́erisation des propriét́es ḿecaniques des cellules de levure

5. A la �n de l'anaphase, tous les �laments d'actines sont dépolariśes, et l'actine est recrutée par les
prot́eines Myo1p pour former l'anneau d'actomyosine contractile.

6. Durant la t́elophase et le d́ebut de la phase G1, les patchs d'actine se polarisent, et les câbles
d'actine se ŕeorientent, vers le site de la division cellulaire (�a la fois dans la cellule m�ere et la
cellule �lle) et l'anneau d'actomyosine se contracte, engendrant la cytokin�ese.

Il est important de souligner que le cytosquelette d'actine des levures n'est pas une structure ho-
mog�ene. Au niveau local la ḿecanique du cytosquelette peutêtre diff́erente en fonction de la répartition
entre les patchs d'actine corticaux et les câbles d'actine cytoplasmiques. Aussi, l'organisation du cy-
tosquelette est compl�etement ŕearranǵee en fonction du moment o�u l'on se situe dans le cycle cellu-
laire ce qui a certainement un impact sur la mécanique de toute la cellule. Il est important de garder�a
l'esprit la pŕesence de ces hét́eroǵeńeités spatiales et temporelles pour l'interprétation des exṕeriences
de ḿecanique cellulaire.

3.1.1.3 Le cytosquelette d'actine et la ŕegulation mitochondriale

Dû �a sa nature dynamique, le cytosquelette d'actine est impliqué dans diff́erents processus cellulaires
et notamment dans la régulation mitochondriale. Les mitochondries sont directement associées aux
�laments d'actine gr̂ace �a un complexe protéique appeĺe le mitochore qui interagit avec le complexe
Arp2/3 impliqúe dans l'́elongation des �laments (Leadsham et al., 2010). Le cytosquelette intervient
dans plusieurs aspects de la régulation mitochondriale :

• il occupe un r̂ole important dans la distribution des mitochondries au niveau des sites de division
cellulaire o�u la demandéenerǵetique est forte (Leadsham et al., 2010).

• Il est également impliqúe dans la mitophagie en assurant le transport des mitochondries du cytosol
vers la vacuole.

• La formation d'agŕegats stable de �laments d'actine entra�̂ne une augmentation de l'activité de
Ras qui conduit�a une d́eŕegulation de la fonction mitochondriale. Le fonctionnement aberrant des
mitochondries pŕesentes au sein de ces agrégats d'actine ŕesulte en une importante production de
dérivés ŕeactifs de l'oxyg�ene ce qui entra�̂ne rapidement l'apoptose (Leadsham et al., 2009).

La transition diauxique Le cytosquelette d'actine est impliqué dans la transition diauxique�a travers
la voie ḿetabolique Ras/cAMP/PKA impliqúee �a la fois dans la dynamique du cytosquelette d'actine,
dans la d́etection du glucose et dans la fonction mitochondriale (Leadsham et al., 2010). Lors de la tran-
sition diauxique, l'activit́e de la prot́eine Ras est inhib́ee ce qui entrâ�ne plusieurs cascades de réactions
conduisant�a :

• des ŕeponses�a l' échelle cellulaire telles que la sortie du cycle de division cellulaire, la production
de facteurs de réponses aux stress et la stimulation des voies de stockages des sources carbonées.

• des ŕeponses au niveau de la fonction mitochondriale en provoquant une diminution de la produc-
tion des d́erivés ŕeactifs de l'oxyg�ene.

• des ŕeponses au niveau du cytosquelette d'actine. L'inhibition de Ras empêche le cytosquelette
d'actine de former des agrégats stables pouvant conduire�a l'apoptose.
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Stress oxydatif Le cytosquelette d'actine est sensible aux augmentations de dérivés ŕeactifs de l'oxyg�ene.
L'oxydation des ŕesidus cyst́eines expośes entrâ�ne la formation de liaisons disulfures entre les �laments
d'actine ce qui favorise la formation d'agrégats stables de �laments d'actine et initie une cascade de
réaction menant�a l'apoptose. La levure poss�ede cependant un ḿecanisme de protection contre le stress
oxydatif �a travers l'enzyme Oye2p qui prévient la formation excessive de ponts disulfures entre les �la-
ments d'actine (Leadsham et al., 2010).

3.1.2 La paroi cellulaire deS.cerevisiae

3.1.2.1 Structure et organisation de la paroi cellulaire deS. cerevisiae

La paroi cellulaire deS. cerevisiaeest une structure organisée en bicouche qui représente environ 15-
30% de la masse s�eche de la levure(Aguilar-Uscanga and François, 2003, Lesage and Bussey, 2006).
Cette paroi est un ensemble moléculaire constitúe de polysaccharides liés �a des mannoprotéines. Les
constituants de la paroi peuventêtre d́ecompośes en trois classes de macromolécules : les CWPs (”Cell
Wall Proteins”), les� -glucanes et la chitine.

Les CWPs Les CWPs sont des mannoprotéines qui constituent 30�a 50% de la masse s�eche de la paroi
(Klis et al., 2006). Elles ont des structures et des propriét́es varíees qui peuvent̂etre diviśees en trois
sous-classes (Kalebina and Rekstina, 2019):

• Les prot́eines posśedant une ancre GPI (Glycosylphosphatidylinositol). Ces protéines jouent un
rôle majeur dans la structure de la paroi cellulaire grâce �a la propríet́e de l'ancre GPI�a for-
mer des liaisons covalentes avec les� 1,3-glucanes, les� 1,6-glucanes et minoritairement avec
les moĺecules de chitines.

• Les prot́eines ASL (”Alkali-sensitive linkage”). Ces protéines forment des liaisons alcali labiles
avec les� 1,3-glucanes.

• Les prot́eines SEP (”SDS/� -mercaptoethanol extractable proteins”). Ces protéines ne forment pas
de liaisons covalentes avec les autres macromolécules de la paroi.

Les trois types de CWPs sont géńeralement O-glycosylées ou N-glycosylées. Ces deux types de
modi�cations post-traductionnelles sont importantes pour le transport des mannoprotéines vers et dans la
paroi cellulaire. Ces modi�cations jouentégalement un r̂ole important dans l'adh́esion cellulaire et dans
les interactions ĥotes pathog�enes (Ǵomez-Gaviria et al., 2021). Parmi les CWPs, on trouve des protéines
structurelles sans activité enzymatique. Parmi ces mannoprotéines, les adh́esines et les �oculines ont des
propríet́es amylö�des , c.-�a-d. qu'elles sont capables de former des structures �brillaires�a la surface de
la paroi cellulaire qui peuvent interagir avec la paroi d'autres cellules de levures (formation de bio�lm),
avec diff́erents substrats ou encore avec la membrane d'autres cellules eucaryotes. Ces protéines sont
li ées aux� -glucanes par des ancres GPI. Parmi les CWPs qui poss�edent une activit́e enzymatique, on
trouve les enzymes Gas1P et Bgl2P qui sont des enzymes constitutives de la paroi cellulaire avec des
activités enzymatiques hydrolases ou transglycosylases qui sont impliquées dans la construction et le
remodelage de la paroi cellulaire. Gasp1P est une protéine GPI-ancŕee tandis que Bgl2P est une protéine
SEP.
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Les � -Glucane Il y a deux types de� -glucanes dans la paroi deS.cerevisiae:

• Les � 1,3-glucanes sont des cha�̂nes avec un degré de polyḿerisation d'environ 1500 résidus de
glucose par cha�̂ne. Elles constituent 30�a 45% de la masse s�eche de la paroi (Klis et al., 2006) et
sont responsables, avec la chitine, de la rigidité de la paroi. Ces cha�̂nes ont une structure en forme
de ressort h́elicö�dal qui conf�ereégalement une certaineélasticit́e �a la paroi cellulaire.

• Les� 1,6-glucanes sont cha�̂nes avec un degré de polyḿerisation de 350 ŕesidus glucose par cha�̂ne
en moyenne. Elles constituent une fraction peu importante de la paroi cellulaire (5%). Contraire-
ment aux châ�nes de� 1,3-glucanes, elles ont une structure amorphe qui agit comme une colle
�exible en formant des liaisons covalentes avec les cha�̂nes de� 1,3-glucanes.

La chitine La chitine est un polym�ere lińeaire de ŕesidus N-Glucosamine liés par des liaisons� 1,4.
Elles poss�edent une structure en micro�brilles stabilisées par des liaisons hydrog�ene. La chitine con-
stitue seulement 1-2% de la paroi cellulaire des levures de type sauvage. Si elle est présente en faible
quantit́e dans toute la paroi cellulaire, la chitine est localisée principalement�a la base des anneaux de
bourgeonnement et dans les cicatrices de bourgeonnement.

Organisation moléculaire de la paroi La �gure 3.1 issue de l'article de Kalebina et al. (Kalebina and
Rekstina, 2019) schématise l'organisation moléculaire de la paroi deS.cerevisiae. Les châ�nes de� 1.3-
et � 1.6-glucanes sont liées de mani�ere covalente par liaisons covalentes entre les résidus de glucose
formant l'essentiel de la couche inférieure de la paroi cellulaire. Les molécules de chitine se situent
également�a l'intérieur de cette couche inférieure en formant des liaisons covalentes avec les glucanes.
Les prot́eines GPI-ancŕees et les protéines ASL sont líees respectivement aux cha�̂nes de� 1,6-glucanes
grâce�a une modi�cation leur ancre-GPI et aux cha�̂nes� 1,3-glucanes par liaisons alcali labiles. Elles
forment une structure �brillaire qui constitue la seconde couche de la paroi cellulaire. Bien qu'elles ne
forment pas de liaisons covalentes avec les� -glucanes, les protéines SEP font partie intégrante de la
couche mannoprotéique. L'enzyme Bgl2P est une protéine SEP que l'on retrouve partout dans la paroi
cellulaire et qui contribue aux réarrangements des cha�̂nes de� -glucanes.

3.1.2.2 Biosynth�ese des composants de la paroi

Les levures utilisent une partie importante de leurs ressources pour synthétiser la paroi cellulaire qui
occupe une part importante dans la production de biomasse (30% de la masse s�eche). Dans cette sous-
section, nous passons en revue leséléments dont la cellule a besoin pour produire cette paroi.

Synth�ese des glucanesLa formation des cha�̂nes de� 1,3-glucanes requiert la présence de sucres
nucĺeosides diphosphate, les polysaccharides précurseurs. Ceux-ci sont formés dans le cytoplasme�a
l'int érieur de la cellule. Ces précurseurs sont déplaćes vers la membrane plasmique o�u la � 1,3-glucane
synthase est localisée. Chaque précurseur fournit un monosaccharide pour l'extension de la cha�̂ne de
� 1,3-glucane dans l'espace périplasmique. Le ḿecanisme de synth�ese des cha�̂nes de� 1,6-glucanes est
toujours ḿeconnu (Klis et al., 2006).

Synth�ese des GWPs Les mannoprot́eines sont synth́etiśees dans le réticulum endoplasmique avant de
subir des modi�cations post-traductionnelles dans l'appareil de Golgi. Elles sont ensuite acheminées
vers la membrane et exocytées dans l'espace périplasmique (Ǵomez-Gaviria et al., 2021, Gow et al.,
2017, Orlean, 2012).
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Figure 3.1: Organisation moléculaire de la paroi deS.cerevisiae: Le sch́ema repŕesente la paroi cellulaire deS.cerevisiaeen
deux couches : (1) une couche inférieure (surplombant l'espace périplasmique) de� -glucanes et de chitine, et (2) une couche
suṕerieure de mannoprotéines (prot́eines GPI, ASL et SEP) exposées�a l'environnement extracellulaire. Les groupements O-
et N-glycosidiques qui constituent des modi�cations post-traductionnelles importantes des mannoprotéines ont́et́e repŕesent́es.
La prot́eine SEP Bgl2P est présente dans toutes les couches de la paroi cellulaire o�u elle occupe une fonction de remodelage
des châ�nes de� -glucanes. (Kalebina and Rekstina, 2019)

Synth�ese de la chitine S.cerevisiaeposs�ede trois chitines synthases (CS I-III) qui sont actives au
niveau de la membrane plasmique. Les chitines synthases sont produites dans le réticulum endoplas-
mique et leur localisation spatiale et temporelle est réguĺee par des protéines auxiliaires impliqúees dans
la division cellulaire. Les chitine synthases produisent les polym�eres de chitine�a partir des moĺecules
d'UDP-GlcNAc.

Biosynth�ese des pŕecurseurs UDP-Glc et UDP-GlcNac La synth�ese des� -glucanes et de la chitine
requiert la pŕesence des molécules UDP-GlcNac et UDP-Glc dont la production est tr�es líee�a la glycol-
yse et donc au ḿetabolisméenerǵetique de la levure. Les réactions impliqúees dans la biosynth�ese de
ces deux pŕecurseurs sont décrites dans la �gure 3.2.
Lorsque le glucose entre dans la cellule, celui-ci est transformé en glucose-6-phosphate (Glc-6-P ) par
l'hexokinase (HK1)). Glc-6-P peut alorŝetre utiliśe pour produire de l'́energie par glycolyse ou il peut
être utiliśe pour produire la biosynth�ese du pŕecurseur UDP-Glc. Cette biosynth�ese comporte deux
réactions :(1) une isoḿerisation du Glc-6-P en Glc-1-P par la phosphoglutamase 1 (PGM1) et(2) une
urydilation de Glc-1-P en UDP-Glc par une pyrophosphorylase (UGP1) (Daran et al., 1995)

Le Glc-6-P peut alorŝetre converti en fructose-6-phosphate (Fru-6-P ) pourêtre utiliśe dans la gly-
colyse ou pour entrer dans la biosynth�ese de l'UDP-GlcNac (Voie ḿetabolique de Leloir) (Milewski
et al., 2006). La biosynth�ese comprend quatre réactions :(1) conversion du Fru-6-P en glucosamine-
6-phosphate (GlcN-6-P) par la synthase (GFA1 ),(2) aćetylation de GlcN-6-P en GlcNAc-1-P par une
aćetyltransf́erase (GNA1 ),(3) isomérisation de GlcNAc-1-P en GlcNAc-6-P par l'isomérase PCM1 et
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(4) urydilation de GlcNAc-6-P en UDP-GlcNAC par la pyrophosphorylase QRI1 .

Ces deux voies de biosynth�ese mettent eńevidence la d́ependance directe entre la synth�ese de la paroi
cellulaire et le ḿetabolisméenerǵetique de la levure. Les molécules de glucose qui sont transformées
pour synth́etiser la paroi cellulaire ne seront pas utilisées par la levure pour produire de l'ATP. De plus,
il apparâ�t que le Glc-6-P est une molécule ńecessaire pour fabriquer les précurseurs UDP-Glc et UDP-
GlcNAc. LorsqueS.cerevisiaeprolif �ere sur un milieu contenant du glucose, il suf�t d'une réaction
pour produire la Glc-6-P. En revanche, quand la levure prolif�ere sur un milieu contenant uniquement du
lactate, ou uniquement de l'éthanol, celle-ci va devoir fournir de l'énergie supplémentaire pour convertir
le lactate en Glc-6-P par la néoglucogen�ese a�n de synth́etiser la paroi cellulaire. Cette contrainte est
susceptible d'affecter la dynamique de biosynth�ese et de remodelage de la paroi cellulaire.

Figure 3.2: Biosynth�ese de UDP-Glc et UDP-GlcNac :

Assemblage de la paroi cellulaire L'assemblage des différentséléments de la paroi cellulaire se
déroule en dehors de la cellule dans l'espace périplasmique (Cabib and Arroyo, 2013). Dans ces
conditions, l'assemblage des molécules de la paroi doit s'accomplir en absence d'ATP. Le mécanisme
d'assemblage est encore méconnu, mais il áet́e propośe que les liaisons pouvaient s'opérer par trans-
glycosilation entre les diff́erents polysaccharides (chaque liaison provoquant des petites variations de
l' énergie libre).

3.1.2.3 Int́egrité de la paroi cellulaire

La levureS.cerevisiaeposs�ede des voies régulatrices impliqúees dans le maintien de l'intégrit́e de la
paroi cellulaire au cours de la croissance, de la division cellulaire, et face�a des conditions de stress
induit par l'environnement extracellulaire. Ces voies de régulation font partie d'un ensemble appelé la
voie CWI (pour ”Cell Wall Integrity”) (Levin, 2005).
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La voie CWI est initíee par des ḿecanosenseurs localisés dans la membrane cytoplasmique : les
prot́eines Mid2 , Wsc1-3 et Mtl1 . Lorsque ces complexes protéiques sont activ́es ils interagissent avec
la prot́eine Rom2 pour activer une GTPase appelée Rho1 . Rho1 occupe un rôle central dans le CWI, car
elle peut alors activer d'autres effecteurs qui vont collectivement réguler diff́erents processus cellulaires
incluant la synth�ese locale de� -glucanes, l'expression de g�enes impliqúes dans la biosynth�ese de la
paroi, l'organisation du cytosquelette et la sécŕetion de v́esicules lipidiques vers le site de croissances.

• Rho1 active la prot́eine kinase 1 (Pkc1 ) qui�a son tour va enclencher une cascade réaction ŕesultant
sur la stimulation de la voie ḿetabolique des MAP kinases. Cette voie métabolique est impliqúee
dans le maintien de l'hoḿeostasie cellulaire.

• Rho1 vaégalement stimuler les� 1,3-glucane synthases et les� 1.6-glucane synthases qui sont
deséléments centraux de la biogen�ese de la paroi cellulaire comme décrit dans les paragraphes
préćedents.

• Rho1 va activer les formines Bni1 et Bnr2 qui sont des sites initiateurs de la polymérisation des
�laments d'actine, engendrant ainsi des réorganisations du cytosquelette d'actine.

• Rho1 favorise aussi l'exocytose de vésicules provenant de l'appareil de Golgi vers le site de crois-
sance en activant la protéine Sec3 .

• En�n Rho1 active le facteur de transcription Skn7 . L'action de Skn7 est dépendante de la voie
métabolique HOG qui est impliquée dans la ŕegulation osmotique de la cellule.

L'activation du CWI peut̂etre provoqúee par diverses situations:

• L' étirement de la membrane plasmique, induit notamment par une augmentation de la pression de
turgescence, est le principal facteur permettant d'activer les mécanosenseurs de la voie de signal-
isation du CWI. Lors de choc hypo-osmotique, le facteur de transcription Skn7 est activé activant
la biogen�ese de la paroi cellulaire. Lors d'un choc hyper-osmotique, la voie métabolique HOG est
activée ce qui a pour effet d'inhiber Skn7 et de provoquer une augmentation cytoplasmique de la
concentration en glyćerol. L'accumulation de glyćerol provoque une augmentation de la pression
de turgescence et active la CWI.

• Un stress thermique engendre l'accumulation de tréhalose dans le cytoplasme pour protéger la
cellule contre la d́enaturation et l'agŕegation des protéines cytoplasmiques. Cette accumulation
provoque une augmentation de l'osmolarité intracellulaire et donc de la pression de turgescence.
Le ph́enom�ene entrâ�ne unétirement de la membrane plasmique ce qui active les mécanosenseurs
membranaires et enclenche la voie de signalisation CWI.

• Un processus de morphogen�ese induit par ph́eromone entrâ�ne une ŕeorganisation du cytosquelette
d'actine polariśee vers le site de captation de la phéromone ainsi qu'une mobilisation de la voie
de śecŕetion vers la surface cellulaire. Ces deux mécanismes cellulaires entra�̂nent un stress de la
paroi cellulaire qui active le CWI.

• La pŕesence d'agent chimique affectant la paroi ou la présence de mutation de la paroi active la
voie de signalisation du CWI.

• La dépolarisation du cytosquelette d'actine qui survient notamment lorsque les levures sont su-
jettes �a des stress thermiques activeégalement le CWI m̂eme si les composants du CWI sont
également d́elocaliśes. L'intervention du CWI est par ailleurs nécessaire�a la repolarisation du
cytosquelette.
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Dans le cadre de cette th�ese, il est important de garder�a l'esprit que les mesures de microscopie
�a force atomique, en impliquant des déformations de la paroi cellulaire, provoquent tr�es probablement
l'activation de la voie de signalisation du CWI de différentes mani�eres. Lors d'une exṕerience de nanoin-
dentation locale avec des levierséquiṕes de pointe conique, la péńetration de la pointe entra�̂ne une
déformation de la paroi et de la membrane plasmique sous-jacente si la force est suf�sammentélev́ee.
Lors de sollicitations plus globales, avec des leviers plats, la cellule enti�ere se d́eforme ce qui est sus-
ceptible de provoquer des transferts hydriques hors de la cellule. Ces phénom�enes peuvent entra�̂ner des
élévations importantes de la pression de turgescence interne et d'activer la voie de signalisation CWI
de mani�ere durable. En�n, la d́eformation cellulaire peut provoquer des ruptures et des réorganisations
du cytosquelette d'actine ce qui est susceptible d'activer la voie de signalisation CWI. En activant la
biogen�ese de la paroi cellulaire, il est acceptable de penser que les sollicitations mécaniques entra�̂nent
des modi�cations biochimiques de la paroi cellulaire qui peuvent avoir un impact sur sa mécanique.

3.1.2.4 Dynamique structurelle de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une structure dynamique. Sa composition chimique, son architecture, sonépaisseur
et ses propríet́es ḿecaniques vont́evoluer (1) au cours du temps, en fonction de la phase de croissance
des levures ou lorsqu'elles subissent des modi�cations morphologiques comme lors de la division, et (2)
en fonction de l'environnement extracellulaire (composition du milieu, pH, température). L'article de
Aguilar-Uscanga publié en 2003 (Aguilar-Uscanga and François, 2003) est une référence importante de
la composition de la paroi cellulaire deS.cerevisiaeen fonction des conditions de culture. Les auteurs
ont étudíe la masse s�eche de la paroi cellulaire ainsi que la proportion des différents constituants de la
paroi (chitine, mannoprotéines,� -glucanes) en fonction du de la composition du milieu, du substrat car-
bońe (métabolisméenerǵetique), de la pŕesence d'oxyg�ene, de la temṕerature et du pH. Le tableau 3.1
tiré de l'article ŕecapitule les ŕesultats de leur recherche.
Lorsque les levures sont cultivées dans un milieu riche tel que le YPD , la proportion de� -glucanes
et de chitine est plus importante que lorsque les levures sont cultivées dans des milieux synthétiques,
tels que le milieu YNB (qui se rapproche des milieux minimums synthétiques utiliśes au cours de cette
th�ese) ou le milieu CF. Au niveau des substrats carbonés, la tendance observée est que la paroi cellulaire
poss�ede un ratio de� 1.6-glucanes/� 1.3-glucanes plus important lorsque les levures prolif�erent sur un
substrat non fermentescible tel que l'éthanol. Pour ce qui est du pH, il aét́e observ́e une diminution du
� 1.6-glucanes/� 1.3-glucanes pour une variation du pH entre 4 et 6. Pour des variations de température
entre 22 et 37°C, il áet́e observ́e une augmentation de la proportion de� 1.6-glucane et de chitine avec
l'augmentation de la température. En�n, lorsque les levures ontét́e cultivées en anáerobie, il aét́e re-
marqúe que l'absence d'oxyg�ene provoquait une importante diminution de la masse de la paroi cellulaire
ainsi qu'une forte diminution du taux de chitine.

Dans cette th�ese, nous avons utilisé des milieux minimums synthétiques proches du milieu YNB.
Pour le cas glucose qui nous sert de référence, on constate que la composition de la paroi ne change
pas beaucoup entre le milieu YNB et le milieu CF. Pour effectuer les cultures de levures, nous avons
préparer des milieux contenant du galactose. Comparée au milieu CF glucose, la composition de la paroi
des levures en milieu galactose est caractériśee par (1) une diminution de la fraction massique de la
paroi, (2) un doublement du taux de chitine, (3) une diminution de moitié du taux de mannoprotéines et
(4) une ĺeg�ere augmentation du taux de� -glucanes. Ainsi, on observe bien que le simple changement du
glucose par un de ses isom�eres suf�t �a provoquer des changements importants de la composition de la
paroi cellulaire. Ces changements sont dûs au ḿetabolisme de la levure. Comme nous l'avons vu dans la
section 2.1, la mani�ere dont la cellule va assimiler le galactose est compl�etement diff́erente de la mani�ere
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Conditions de culture
Paroi cellulaire

(%
masse s�eche)

Chitine
(%

paroi cellulaire)

Mannoprot́eines
(�g=mg

de masse s�eche)

� -glucanes
(�g=mg

de masse s�eche)

� 1,6-glucanes
/� -glucanes

(%)

YPD; 2%Glucose 24:5 � 2:5 6:2 � 0:55 93:3 � 3:2 127:4 � 3:2 18� 3:0

YNB; 2%Glucose 21:2 � 2:4 3:0 � 0:17 89:5 � 3:5 72:6 � 4:1 18� 2:5

CF; 2%Glucose 20:4 � 2:8 2:4 � 0:23 86:5 � 1:7 71:4 � 3:3 15� 2:0

CF; 2%Mannose 14:2 � 1:8 4:3 � 0:17 59:7 � 1:7 64:3 � 1:7 14� 2:2

CF; 2%Sucrose 15:2 � 1:8 4:8 � 0:32 53:6 � 2:8 62:7 � 3:1 13� 3:6

CF; 2%Maltose 14:5 � 2:0 4:2 � 0:09 54:7 � 3:2 50:6 � 1:8 16� 2:7

CF; 2%Galactose 16:4 � 2:0 4:7 � 0:25 45:3 � 2:6 78:2 � 2:3 19� 3:2

CF; 2%Éthanol 10:8 � 1:5 6:4 � 0:35 57:8 � 2:6 38:7 � 3:4 21� 2:4

CF; pH=3 17:9 � 3:0 6:9 � 0:4 62:1 � 2:1 60:4 � 2:6 15� 2:0

CF;pH=4 18:9 � 2:0 7:1 � 0:4 57:6 � 1:5 80:8 � 3:6 17� 3:0

CF; pH=6; 14:1 � 1:6 6:4 � 1:4 54:2 � 3:4 58:4 � 3:2 12� 1:5

CF; T°=22°C 12:4 � 2:1 5:2 � 0:5 41:6 � 1:3 60:1 � 3:1 10� 2:0

CF; T°=37°C 15:5 � 2:0 7:9 � 0:9 47:5 � 1:3 88:9 � 4:9 20� 2:0

CF; pO2=0%; 4:2 � 2:1 1:4 � 0:5 94:8 � 1:5 60:1 � 3:1 nd

Table 3.1: CF; T°=30°C; pH=5; pO2=50%; 2%Glucose, reconstruit�a partir de (Aguilar-Uscanga and François, 2003)

dont elle va assimiler le glucose, et ces métabolismes diff́erents ont un impact tr�es important sur la com-
position chimique de la paroi. Une diminution de la masse s�eche de la paroi ainsi que l'augmentation du
taux de chitine et de� -glucanes sont autant de facteurs qui peuvent modi�er de mani�ere signi�cative les
propríet́es ḿecaniques de la paroi. Si nous observons des différences ḿecaniques entre les milieux de
culture glucose et galactose, celles-ci pourrontêtre mise en corrélation avec les diff́erences de composi-
tion observ́ees ici.
Au cours des croissances en milieu glucose, plus préciśement apr�es la transition diauxique, la levure se
retrouve dans un milieu contenant de l'éthanol et o�u elle adopte un ḿetabolisme adapté �a la consomma-
tion de l'éthanol. D'apr�es le tableau 3.1, les effets de l'éthanol sur la composition de la paroi cellulaire,
par rapport�a une culture en milieu glucose, sont les suivants : (1) une diminution de moitié de la fraction
massique la paroi cellulaire (2) une augmentation de presque trois fois du taux de chitine, (3) une diminu-
tion du taux de mannoprotéines et (4) une diminution de moitié du taux de� -glucanes. La diff́erence de
composition est diff́erente du milieu glucose, en particulier la forte diminution de la fraction massique
de la paroi cellulaire, et aussi différente du milieu galactose. On s'attend donc�a observer une ḿecanique
cellulaire particuli�ere en milieúethanol. La condition en milieu lactate sélectionńee dans cette th�ese n'a
pasét́eétudíee par Aguilar-Uscanda et al. Le métabolisme en milieu lactate présente cependant beaucoup
de similarit́es avec le ḿetabolisme en milieúethanol (essentiellement respiratoire, néoglucoǵen�ese). Si
la composition chimique de la paroi est principalement in�uencée par le ḿetabolisme, on peut intuiter
que la composition chimique de la paroi cellulaire en milieu lactate est proche de celle en milieuéthanol.

En plus de provoquer des variations de la composition chimique de la paroi, les conditions de culture
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vont également in�uencer la réponse de la levure aux différents stress comme le montre l'étude de Ene et
al. (Ene et al., 2012) sur la réaction de la levureCandida Albicansaux chocs osmotiques. Des mutations
des constituants de la paroi engendrent géńeralement des bouleversements importants de la composition
de la paroi (Dague et al., 2010). Comme l'ont montré Dague et al. en 2010, on observeégalement de
modi�cation de la composition chimique de la paroi entre les différentes phases de croissance. Pour des
levures de types sauvages cultivées en milieu riche�a 30°C, les auteurs ont observé un doublement de la
proportion de chitine dans la paroi cellulaire.

3.2 Les exṕeriences de compression des cellules de levures dans la
litt érature

3.2.1 Les ḿethodes exṕerimentales pour caract́eriser la mécanique cellulaire
Il existe aujourd'hui de nombreux outils permettant d'étudier la ḿecanique�a l' échelle de la cellule (Ba-
soli et al., 2018). Ces outils permettent de mesurer la déformation de la cellule en réponse�a l'application
d'une force. On peut classi�er les techniques en fonction de l'échelle de la d́eformation qu'elles per-
mettent de mesurer. Certaines techniques, telles que la micromanipulation ou l'utilisation de pinces
optiques, permettent de provoquer des déformations globales des cellules. L'AFM offreégalement la
possibilit́e de ŕealiser des indentations locales des cellules. Le but de cette sous-section est de faire une
br�eve pŕesentation du paysage technologique.

La micromanipulation La micromanipulation est un outil qui permet d'effectuer des mesures de
forces sur une cellule de mani�ere globale. Durant une expérience de micromanipulation, la cellule
est compresśee �a vitesse constante entre deux plateaux horizontaux. La force opposée �a la compres-
sion est enregistrée. La surface des plateaux est géńeralement beaucoup plus importante que la surface
de l'échantillon. Plusieurs publications rapportent l'utilisation de cette technique pour effectuer des
mesures de force sur la levureS. cerevisiae(Mashmoushy et al., 1998, Smith et al., 2000,?,b, Stenson
et al., 2011). Cette technique permet d'explorer les propriét́es viscóelastiques des levures sur une gamme
de force tr�es importante permettant même d'atteindre le seuil de rupture de la paroi cellulaire des levures.

Les pinces optiques La technique des pinces optiques (”Optical Tweezers”) repose sur l'utilisation
d'un faisceau laser pour géńerer un puits de potentiel permettant de piéger de petits objets, tels que les
cellules, dans une région d́e�nie. Les pinces optiques permettent d'appliquer des forces entre 0.1pN et
100pN avec une haute sensitivité. Cet outil áet́e utilisé pour píeger, isoler des cellules de levures (Keloth
et al., 2018), pour provoquer des micro-incisions dans la paroi cellulaire (Ando et al., 2008) et faire des
mesures de forces de l'ordre du pN (Wright et al., 2007).

La microscopie �a force atomique L'AFM s'appuie sur l'utilisation de micro-levierśequiṕes ou non
de pointes�a ǵeoḿetrie variable, pour induire une déformation de la cellule.�A partir de la d́e�exion
du micro-levier, il est possible de mesurer la force opposée par l'́echantillon�a la d́eformation. L'AFM
étant au centre de cette th�ese, le principe de son fonctionnement est approfondi dans le chapitre4.2.7.
Concernant son application en mécanique cellulaire, l'AFM peut̂etre utiliśe pour mesurer les propriét́es
mécaniques locales des cellules en utilisant des pointes coniques, sphériques ou des nanoaiguilles (Ah-
mad et al., 2010). L'AFM peut́egalement̂etre utiliśe pour solliciter la cellule de mani�ere plus globale en
utilisant des leviers plats sans pointes (Chang et al., 2021). Dans ces conditions expérimentales, l'AFM
peutêtre assimiĺee �a une exṕerience de micromanipulation. Dans la littérature, la microscopie�a force
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Figure 3.3: : Schéma du principe de la micromanipulation, de l'AFM et des pinces optiques.A.Sch́ema d'une exṕerience
de micromanipulation o�u une levure est compriḿee entre deux plateaux horizontaux.B. Sch́ema d'une exṕerience d'indentation
par AFM. Il existe diff́erents types de pointes : coniques, sphérique, nano-aiguille. L'utilisation de levier plat permet de réaliser
des exṕeriences tr�es similaires�a la micromanipulation.C. Sch́ema d'une exṕerience de pinçage optique. La cellule est piéǵee
en deux lasers.

atomique et souvent utilisée pour faire de l'imagerie par balayage de surface (géńeration de cartes de la
rugosit́e de la surface cellulaire) ce qui n'est pas possible avec un appareil de micromanipulation.

3.2.2 Les exṕeriences de compression de la levureS.cerevisiaedans la littérature
Depuis les premi�eres exṕeriences de compression sur les œufs d'oursins, la technique de compression

a ét́e appliqúee �a un large panel d'échantillons tel que les microcapsules (Lulevich et al., 2004), des
noyaux cellulaires, des cellules animales, des cellules véǵetales, des levures, des sphérö�des ou encore
des embryons. Il existe une grande variét́e de protocoles de compression décrits dans la litt́erature
qui diff �ere notamment dans la mani�ere d'imposer une d́eformation de l'́echantillon. Ce qui est sondé
par l'expérience de compression va varier de mani�ere importante selon si la déformation est globale
(compression de la totalité de la cellule) ou si la d́eformation est locale (ṕeńetration d'une pointe �ne
�a la surface de la cellule). Malgré les diff́erentes approches, toutes les expériences de compression
permettent d'obtenir une fonction de la force en fonction du déplacement du plateau/levier AFM. C'est
�a partir de l'interpŕetation de ces courbes de force/déplacement que l'on peut déduire les propríet́es
mécaniques intrins�eques�a l' échantillon.

3.2.2.1 Exṕerience de d́eformation globale des cellules par micromanipulation

Les travaux de Mashmoushy et al.(Mashmoushy et al., 1998), Smith et al. (Smith et al., 2000b) et
de Stenson et al. (Stenson et al., 2011) regroupent l'essentiel des données exṕerimentales qui ont́et́e
effectúees par micromanipulation. Mashmoushy et al. ont effectué les premi�eres exṕeriences de com-
pression des levures par micromanipulation. Ils ont mesuré des courbes de forces jusqu'�a atteindre des
forces de compression supérieure�a 200�N . L' évolution de la force au cours du temps au cours de cette
exṕerience est pŕesent́ee dans la �gure 3.4.A, copiée de l'article de Mashmoushy et al. Cette �gure est
importante, car elle nous permet de visualiser l'évolution de la force au cours de la compression jusqu'�a
l' éclatement cellulaire et au-del�a. Entre les points A et A' la force reste proche de 0� N, car le plateau
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Figure 3.4: : Variation de la force en fonction du temps et de la d́eformation pour des exṕeriences de compression par
micromanipulation : A. Courbe de force en fonction du temps pour une expérience de micromanipulation sur des levures
jusqu'�a et au-del�a l' éclatement de la cellule. La vitesse de compressionétait de40�m=s , adapt́e de (Mashmoushy et al., 1998).
B. Courbe de force/d́eformation pour des expériences de micromanipulation sur une cellule de levure qui aéclat́e au cours de
la compression et pour une cellule qui n'a paséclat́e au cours de l'exṕerience, adapté de (Smith et al., 2000b)

n'est pas encore entré en contact avec l'échantillon. Au niveau du point A', le plateau entre en contact
avec l'échantillon et la cellule se déforme sanśeclater jusqu'au point B. Ensuite, on observe un ”saut” de
force entre les points B et C. Cette diminution presque instantanée de la force est due�a l' éclatement de la
cellule qui est survenu pour une force d'environ 70� N dans ce cas-l�a. Entre les points C et D, on observe
l' évolution de la force qui correspond�a la compression des débris cellulaire. Entre les points E et F,
le déplacement du plateau est inversé et la force diminue jusqu'�a perdre le contact avec l'échantillon.
La force redevient donc nulle entre les points F et G. L'observation d'un saut de force caractéristique
de l'éclatement cellulaire est un résultat important qui nous permet identi�er sur une courbe de force, la
plage de compression correspondant�a la d́eformation de la cellule. Le graphique 3.4.B tiré de l'article de
Smith et al. (Smith et al., 2000b) montre le comportement de la force en fonction de la déformation pour
deux cellules de levures, une qui aéclat́e pour une d́eformation relative d'environ 0.65 (F � 90�N ) et
une qui n'a paśeclat́e au cours de l'exṕerience de compression (déformation proche de 1 pour une force
F � 140�N ). Cet exemple montréegalement l'h́et́eroǵeńeité des seuils d'éclatement pour diff́erentes
cellules de levure.

Smith et al. et Stenson et al. ont réitéŕe le m̂eme type d'exṕerience et ils se sont intéresśes�a la relation
force/d́eplacement pour des cellules de levures avant l'éclatement de la cellule. En 2011, Stenson et al.
réit�erent le m̂eme type d'exṕerience et mettent eńevidence que les fuites d'eau hors de la cellule peuvent
être ńegligées pour des vitesses de compression supérieures oúequivalentes�a 68�m=s , et d́eterminent
la force maximale que peut endurer une levure avant d'éclater est en moyenne de138� 11�N Stenson
et al. (2011).

Les exṕeriences de micromanipulation ont permis d'imposer des déformations globales de la cellule
enti�ere, allant jusqu'�a des d́eformations relatives supérieures�a 0.5 ce qui a permis d'étudier les propríet́es
mécaniques de la levure pour des régimes de haute déformation.
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3.2.2.2 D́eformations locales et globales par microscopie�a force atomique

Pour l'étude des d́eformations locales de la paroi cellulaire, la microscopie�a force atomique áet́e l'outil
le plus utiliśe dans la litt́erature, en reposant la plupart du temps sur l'utilisation de leviers portant des
pointes coniques. La �gure 3.5, tirée de l'article de Ahmad et al. (Ahmad et al., 2008) montre le
comportement typique de la force en fonction de la compression (profondeur d'indentation) sur large
plage de d́eformation de quelques centaines de nm, que l'on peut obtenir avec un indenteur pointu (un
levier conique, par exemple). Dans le cas des déformations locales, l'indenteur va, pour de faibles
déformations, appuyer sur la paroi sans péńetrer �a l'intérieur du mat́eriau. Puis, pour une certaine pro-
fondeur d'indentation (pour� 0:21�m dans la �gure 3.5), le levier va ṕeńetrer dans la cellule ce qui
va provoquer un changement de régime important. Cette expérience est importante, car elle peut nous
aider �a identi�er, en observant une courbe de force-indentation, un intervalle de la courbe de la courbe
de force o�u la d́eformation est due seulement�a une d́eformation locale de la paroi (sans péńetration du
levier dans la paroi).

Figure 3.5: Courbe de force-indentation dans le cas d'une d́eformation locale avant et apr�es ṕenétration du levier dans
la paroi cellulaire de levures. Courbe de force indentation avant la péńetration du levier (��eche verte) et apr�es la ṕeńetration
(� �eche rose) de la cellule. La ligne bleue montre une régression avec le mod�ele de contact de Hertz des données exṕerimentales
jusqu'au point de ṕeńetration (ligne pointilĺee). Cette �gure est tiŕee de l'article de Ahmad et al. (Ahmad et al., 2008)

3.2.2.3 Variabilité des protocoles exṕerimentaux

Parmi les protocoles expérimentaux de caractérisation ḿecanique des levures par AFM, il est important
de souligner le manque de consensus au niveau des procédures exṕerimentales. Les choix effectués
par les diff́erents auteurs dans la réalisation des exṕeriences vont avoir un impact non seulement sur
l'interprétation des mesures de force, maiségalement sur les propriét́es de la paroi. En s'appuyant sur
la tableau 3.2, qui présente les procédures exṕerimentales utiliśes par diff́erents auteurs pour mener les
exṕeriences AFM, nous allons discuter des possibles conséquences de chaque stratégie exṕerimentale.
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Vitesse d'indentation Si l' échelle de la d́eformation est primordiale pour interpréter une mesure de
force, la vitesse de compression l'estégalement. La paroi cellulaire est perméable et peut perdre du vol-
ume au cours de la compression par diffusion de l'eau hors de la cellule. De plus, la paroi cellulaire peut
également pŕesenter des propriét́es viscóelastiques. De ce fait, l'estimation du module de Young appar-
ent peut varier en fonction de la vitesse de compression. Les choix en terme de vitesse de compression
varient grandement selon les expérimentateurs. Pour les expériences de nano-indentation sur la levure
S.cerevisiaepubliées, la vitesse indentation n'est pas toujours préciśee dans les publications. Quand elle
est renseigńee, on observe des variations des vitesse d'indentations allant de0:5�m=s (Ahimou et al.,
2003)�a70�m=s (Goldenbogen et al., 2016). Pour les expériences de compression AFM menées au cours
de cette th�ese, nous avons systématiquement appliqué une gamme de plusieurs vitesses d'indentation al-
lant de0:1�m=s �a 16�m=s dans le but de sonder la présence de propriét́es viscóelastiques au cours de
la compression des levures.

Constante de raideur du levier La rigidité du levier d́etermińee en fonction de sa constante de
raideur est un param�etre qui va jouer de mani�ere importante sur l'échelle de d́eformation engendrée
par l'expérience d'indentation. Comme on peut le constater dans le tableau 3.2, le module de Young
estiḿe par les diff́erents auteurs dans la littérature, en utilisant le mod�ele de Hertz-Sneddon, présente
une forte corŕelation avec la constante de raideur du levier utilisé. Pour les diff́erenteśetudes pŕesent́ees
dans la litt́erature, les auteurs qui ont utilisé des levier avec une constante de raideur de l'ordre de0:01
N/m ont estiḿe des modules de Young inférieures au MPa (Ahimou et al., 2003, Alsteens et al., 2008,
Chang et al., 2021, Pelling et al., 2004, Schiavone et al., 2017), tandis que les auteurs qui ont utilisé
des leviers avec une constante de raideur de l'ordre de0:5 N/m (Dague et al., 2010, Goldenbogen et al.,
2016) ont syst́ematiquement estiḿe un module de Young supérieur�a 1 MPa.

Milieu de croissance et de ŕeférence Comme on l'a vu dans le tableau 3.1, la composition de la paroi
cellulaire vaêtre diff́erente selon le milieu de prolifération. Dans la plupart desétudes de ḿecanique
cellulaire sur levure, la croissance des levures est effectuée dans un milieu riche YPD (contenant des
extraits de levure et du glucose).
La paroi cellulaire des levures peut aussi changer entre leur extraction de leur milieu de croissance et
leur transfert vers le milieu retenu pour effectuer les mesures de mécanique cellulaire. Dans certaines
publications, les levures subissent plusieursétapes de lavage, de �ltration ou de centrifugation (Ahimou
et al., 2003, Dague et al., 2010, Pelling et al., 2004). Ce type de traitement peut engendrer une activation
de la voie de l'int́egrit́e de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021) ce qui peut modi�er les propriét́es de
la paroi par rapport�a sonétat dans le milieu de culture. Le milieu dans lequel les expériences de com-
pression sont effectuées va avoir, du fait de sa composition, un impact sur l'interaction entre la pointe et
l' échantillon (interactionśelectrostatiques (Velegol and Logan, 2002)) etégalement sur l'immobilisation
des levures sur le support en cas de �xation par recouvrement de surface (saturation des charges de la
surface par les protéines pŕesentes dans le milieu). La température�a laquelle l'exṕerience est meńee
peutégalement jouer sur les propriét́es ḿecaniques de la paroi. Dans la littérature, on retrouve 3 types
de strat́egies concernant le choix du milieu liquide de référence :

• Ahimou et al. (Ahimou et al., 2003) ont effectué les mesures AFM dans de l'eau pure. L'absence
de sels dans l'eau pure va provoquer chez les levures un stress hypo-osmotique. Les levures vont se
remplir d'eau pouŕequilibrer la pression osmotique interne avec la pression osmotique du milieu
extracellulaire. De ce fait, les levures vont gon�er ce qui va provoquer unétirement de la paroi
cellulaire et une augmentation de la pression de turgescence. Le ratio d'étirement initial de la paroi
cellulaire des levures sera alors différent de celui dans le milieu de croissance.
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• Pelling et al. (Pelling et al., 2004) ont effectué les mesures AFM dans le même milieu que celui
utilisé pour la croissance: un milieu YPD 2% glucose. Ce choix est pertinent pourétudier les
levures dans uńetat physiologique que l'on peut contrôler �a travers la culture en bioréacteur. Le
fait de mener les exṕeriences dans un milieu favorable�a la croissance offréegalement la possi-
bilit é d'étudier des levures avec un métabolisme actif. Cependant, ce type de milieu complexe est
susceptible de contenir des protéines pouvant affecter l'immobilisation des levures sur un support
charǵe (recouvrement de surface) et peut potentiellement modi�er les propriét́es de surface de la
paroi des levures, comparé �a des milieux comme de l'eau ou d'autres milieux minimums.

• Goldenbogen et al. (Goldenbogen et al., 2016) ont utilisé un milieu minimum SD pour mener les
exṕeriences de ḿecaniques cellulaire. Ce milieu est identique�a celui utiliśe par les m̂emes auteurs
pour la culture des levures. Comme discuter préćedemment, cette approche permet d'étudier des
levures pŕesentant un ḿetabolisme similaire�a celui qu'elle utilise pour prolif́erer dans le milieu de
culture. L'utilisation d'un milieu minimum synth́etique favorise l'immobilisation des levures sur
les recouvrements de surface en limite le nombre de composés pouvant modi�er les propriét́es de
surface de la paroi.

• Dans toutes les autresétudes publíees dans la litt́erature, les auteurs ont utilisé un tampon aćetate
avec un pH de 5.5. Ce choix permet d'étudier la ḿecanique cellulaire dans un milieu de composi-
tion contr̂olé sans mettre les levures dans unétat de stress osmotique. Cependant, les levures sont
privées de nutriments essentiels�a la croissance et elles ne seront donc pas dans le mêmeétat phys-
iologique (elles n'auront pas la m̂eme activit́e métabolique) que lors de leur culture en bioréacteur.
L'absence des nutriments essentiels�a la croissance peutégalement provoquer un stress cellulaire
au dont les conśequences sont multiples : arrêt des processus de division (Winderickx et al., 2003),
activation les voies ḿetaboliques d'int́egrit́e de la paroi cellulaire (Quilis et al., 2021), utilisation
des ŕeserves de glycog�ene (Wilson et al., 2010), activation des processus d'autophagie (Adachi
et al., 2017, Kawamata et al., 2017, Yokota et al., 2017). Cette ensemble de réactions sont suscep-
tibles d'avoir un impact signi�catif sur les propriét́es de la paroi.

En se ŕeférant au tableau 3.2, on constate que Pelling et al., Ahimou et al., Alsteens et al. et Chang et al.
ont tous estiḿe un module de Young d'environ 700 kPa en utilisant le mod�ele de Hertz-Sneddon pour des
levuresS.cerevisiaesauvage, malgré l'utilisation de milieux tr�es diff́erents pour mener les expériences
de ḿecaniques cellulaire. Il semblerait donc que le choix du milieu de référence aie peu d'impact sur
l'estimation de ce param�etre ḿecanique.
Pour nous positionner dans ce contexte, nous avons effectuer les mesures AFM dans le même milieu
que celui utiliśe pour la prolif́eration des levures. Ces milieux (milieux minimum synthétiques) ont́et́e
choisi notamment pour avoir un impact minimum sur l'immobilisation chimique des levures (absence des
extraites de levure). De plus, cette stratégie permet d'́eviter que les cellules subissent un stress osmotique
(pression osmotiquéequivalente) ou un stress cellulaire dû �a l'absence de nutriments essentiels�a la
croissance.

Immobilisation Les levures sont des cellules non adhérentes et de petites tailles (5�m ) et elles ont
besoin d'̂etre immobiliśees pour ne pas se déplacer au cours des mesures de forces. L'immobilisation est
indispensable�a la bonne conduite d'une expérience de mesure de force par AFM. Chaque stratégie de
�xation ou de píegeage des levures va contraindre différemment la d́eformation des levures ce qui peut
jouer sur la mesure de ḿecanique cellulaire.
Une strat́egie fŕequemment adoptée dans la litt́erature est le piégeage physique sur des �ltres en polycar-
bonate dont les pores font2 � 5�m ou sur des ”PDMS stamps”, un syst�eme de píegeage physique décrit
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par Formosa et al.(Formosa et al., 2015) et qui est tr�es utiliśe dans les publications récentes d'AFM sur
levure. Il consiste en une plaque de PDMS incrustée de puits de5�m de ĉoté. L'avantage du piégeage
physique est qu'il immobilise les levures sans avoir recours�a une immobilisation chimique. En utilisant
un tel support, les levures sont con�nées dans un volume constant ce qui peut impacter leur mani�ere de
se d́eformer.
Récemment, Chang et al.(Chang et al., 2021) ont immobilisé les levures en utilisant un recouvrement
de surface avec de la concavaline-A (piégeage chimique). La concavaline-A est une lectine qui se lie de
mani�ere covalente aux résidus glucose et mannose de la paroi cellulaire, ce qui favorise l'immobilisation
des levures. D'autres technique d'immobilisation chimique des levures ontét́e d́ecrites dans la litt́erature
pour des applications en microscopie, tel que l'utilisation de recouvrement de surface�a la polylysine
(Caloca et al., 2022) ou�a base de glutaraldéhyde Syga et al. (2018).

État physiologique En�n, le contrôle de l'état physiologique des levures est un point tr�es important
�a aborder. Comme nous en avons discuté pŕećedemment, la composition chimique et structurelle de la
paroi, et donc sa ḿecanique (Dague et al., 2010), va varier en fonction du milieu de culture, de la phase
de croissance dans laquelle elles se trouvent et en fonction des différents stress qu'elles ont pu subir
avant la mesure AFM. Dans la plupart desétudes de la ḿecanique de la levureS.cerevisiae, les mesures
d'indentation ont́et́e effectúees sur des levures qui ontét́e pŕelev́ees de la culture soit en phase expo-
nentielle de croissance, soit en phase stationnaire. Dague et al. ont estimé le module de Young sur des
levuresS.cerevisiaeen phase exponentielle et stationnaire de croissance en utilisant le même protocole
exṕerimental et ils ont estiḿe des valeurs assez semblables autour de1:6 MPa en utilisant des leviers
rigides (� 0:5N=m) pour les deux situations.

Référence Milieu Immobilisation
Constante
de raideur

N/m

Vitesse
d'indentation

�m=s
Physiologie

Module de Young
(Hertz-Sneddon)

(Ahimou et al., 2003) Eau
Filtre de

polycarbonate
0:008� 0:0004 0:5 Exponentielle 600� 400kPa

(Pelling et al., 2004) YPD
Filtre de

polycarbonate
0:05� 0:01 N.R Stationnaire 755� 40kPa

(Alsteens et al., 2008) Tampon aćetate
Filtre de

polycarbonate
0:011 1 Stationnaire 700� 200kPa

(Dague et al., 2010) Tampon aćetate PDMS stamps 0:4 � 0:7 N.R Exponentielle 1:62� 0:22
Stationnaire 1:57� 0:18MPa

(Schiavone et al., 2017) Tampon aćetate PDMS stamps 0:01{0:02 2 Exponentielle 483� 61kPa

(Goldenbogen et al., 2016) Milieu SD
Filtre de

polycarbonate
0:1 � 0:5 70 Exponentielle 2:67� 1:2 MPa

(Chang et al., 2021) Tampon aćetate Con-A 0:097 N.R Exponentielle 720� 360kPa

Table 3.2: Tableau ŕecapitulatif des diff́erentes proćedures utiliśees dans la litt́erature pour effectuer les mesures AFM.
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3.3 Modélisation du probl�eme de compression de la paroi cellulaire

3.3.1 Le mod�ele physique de la levure
D'un point de vue ḿecanique, une cellule de levure présente les attributs suivants :

(1) Il s'agit d'une structure de forme sphérique de rayonR (de l'ordre de 2.5�m ) cloisonńee dans une
paroi rigide, d'́epaisseurh, avec un module d'élasticit́eE et un ratio de Poisson� . Dans la ŕealit́e,
la levureS.cerevisiaeposs�ede plus une force elliptique.

(2) Cette structure est remplie d'un certain volume de �uide incompressible, le cytoplasme.

(3) La levure poss�ede une pression de turgescence interneP qui exerce une force sur la paroi cel-
lulaire. La paroi cellulaire est tendue sous l'effet de cette force et il est pertinent de considérer
la levure comme une coque pressurisée. La pression de turgescence interne dépendétroitement
de la diff́erence de pression osmotique entre le milieu intracellulaire et extracellulaire. Chez
S.cerevisiae, des pressions de turgescence interne variant entre 0.5 et 1.5 MPa ontét́e observ́ees
(De Marãnon et al., 1996). La tension engendrée par cette pression de turgescence peutêtre es-
timée par la relation :T = P � R=2 (Mishra et al., 2022).

(4) La paroi cellulaire est́egalement perḿeable et des fuites d'eau peuvent survenir lors d'une expérience
de compression. Ces fuites d'eau peuvent varier en fonction du type de compression et provoquer
des variations du volume cellulaire. Pour modéliser ce processus, il est nécessaire de prendre en
compte la conductivit́e hydraulique de la paroi.

La �gure 3.7.A propose un schéma ŕecapitulatif de ces attributs. Pour extraire les propriét́es ḿecaniques
intrins�eques de la paroi cellulaire, nous allons nous intéresser au comportement de cette structure au
cours d'exṕeriences de compression.

3.3.2 Quel type de d́eformation ?
A�n de modéliser le ph́enom�ene de compression cellulaire, il est nécessaire de modéliser la d́eformation
de l'échantillon. Pour relier la d́eformation de l'́echantillon�a la profondeur d'indentationz, on s'int́eresse
�a la d́eformation longitudinale� . La d́eformation longitudinale va d́ependre du ratio d'étirement� qui
est le ratio entre la longueur de l'objet apr�es la d́eformationl sur la longueur de l'objet au reposL.
Pour une exṕerience de compression, la longueur de l'objet apr�es la d́eformation vâetreL � z. Le ratio
d'étirement est donc relié �a la d'indentationz par la relation suivante :

� =
l
L

=
L � z

L
(3.1)

Pour une exṕerience de compression,� < 1.
La loi décrivant la d́eformation longitudinale va d́ependre de la nature de la compression et de l'importance
de la d́eformation engendrée. Si la d́eformation longitudinale de l'échantillon est inf́erieure�a 0.1%
et que celle-ci n'engendre aucune déformation de cisaillement, on peut utiliser l'approximation de la
déformation in�nitésimale. La loi de d́eformation longitudinale dans ce cas est :

� = ( � � 1) (3.2)

o�u � est la d́eformation longitudinale et� le ratio d'étirement. Pour une expérience de compression,
� < 0.
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Si la d́eformation de l'́echantillon est plus importante et qu'elle s'accompagne d'une déformation de
surface (cisaillement) signi�cative, et que les mouvements de rotations de l'objet sont négligeables,
l'utilisation d'une d́eformation de Green est plus appropriée. La d́eformation de Green est liée au ratio
d'étirement par la relation suivante :

� =
1
2

� (� 2 � 1) (3.3)

On peut ǵeńeralement utiliser la d́eformation de Green pour des déformation pouvant aller jusqu'�a 5%
(Stenson et al., 2009). Lorsque la compression s'accompagne de déformations de l'́echantillon plus
importantes (suṕerieure�a 5%), et que la d́eformation s'accompagne de mouvement de rotation de l'objet,
l'utilisation de la d́eformation de Green atteint ses limites (Stenson et al., 2009). Dans ce troisi�eme cas,
l'utilisation de la d́eformation de Hencky est préférable. Celle-ci est d́ecrite dans l'́equation suivante :

� = Ln (� ) (3.4)

Le choix de la loi ŕegissant la d́eformation longitudinale est un param�etre important dans le processus
de mod́elisation d'une exṕerience de compression et sur les interprétations que l'on peut d́eduire de
l'utilisation d'un tel mod�ele. Pour des expériences de compression de la levureS.cerevisiaepar micro-
manipulation qui provoque des déformations importantes et globales de toute la cellule, Stenson et al.
(Stenson et al., 2009) ont montré que l'utilisation d'une d́eformation de Hencky permettait de mieux
repŕesenter les courbes de force expérimentales.

3.3.3 Le mod�ele de Hertz-Sneddon
Le mod�ele de Hertz-Sneddon (Sneddon, 1965) aét́e tr�es utiliśe pour estimer le moduléelastiqueE
�a partir des exṕeriences d'indentation AFM. En utilisant le mod�ele de Hertz-Sneddon, on est dans le
cas de l'approximation d'une déformation in�nitésimale. On fait l'hypoth�ese que la paroi cellulaire de
la levure est un matériau continu, que sa membrane n'est pas tendue (pas de pression de turgescence
interne) et que celle-ci présente une rigidité de �exion faible. Cela implique que la force opposée �a la
déformation de la paroi est faible par rapport au reste de la cellule (Mercadé-Prieto et al., 2013). Ainsi il
est possible de retrouver le moduleélastique�a partir des courbes de force déplacement en utilisant une
équation qui d́epend de la ǵeoḿetrie du levier. Ici l'́equation pour les indenteurs de formes coniques :

F =
2 � E � tan(� )
� � (1 � � 2)

� z2 (3.5)

o�u � est l'angle de demi-ouverture de l'indenteur conique,� le module de Poisson (d'une valeur de
0.5 correspondant�a un mat́eriau incompressible) etz la profondeur d'indentation. Leśequations du
mod�ele de Hertz pour les différentes ǵeoḿetries d'indenteurs sont présent́ees dans l'article d'Ahmad et
al. (Ahmad et al., 2010).
Dans un cas d'applicabilité du mod�ele de Hertz-Sneddon, la loi du comportement de la force en fonction
de la profondeur d'indentation dépend donc uniquement de la géoḿetrie du levier. Dans le cas de levier
conique, cette loi est du type :

F (z) = a � z2 (3.6)

L'utilisation du mod�ele de Hertz-Sneddon est appropriée pouŕetudier le cytosquelette des cellules mam-
mif �eres o�u les propríet́es de la membrane cellulaire correspondent aux crit�eres d'application du mod�ele
de Hertz-Sneddon. En revanche, il n'est pas approprié pour d́ecrire les cellules de levures qui sont cloi-
sonńees par une paroi pressurisée (paroi tendue) beaucoup plus rigide (rigidité de �exion importante)
que le cytosquelette sous-jacent. Pourétudier les propríet́es ḿecaniques des levures, nous sommes donc
hors du domaine d'application du mod�ele de Hertz-Sneddon (Mercadé-Prieto et al., 2013). Il faut donc
se tourner vers des mod�eles issus de la théorie des coques, comme décrits dans la suite de cette partie.
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3.3.4 Mod�ele issu de la th́eorie des coques
Pour les mod�eles issus de la théorie des coques, on se place dans le cas d'une déformation de Green
(faible d́eformation de l'́echantillon). Des mod�eles de la compression de microcapsule ontét́e utilisés
pour mod́eliser la compression des levures. Leurs hypoth�eses sont que la cellule peutêtre consid́eŕee
comme une sph�ere sans pression interne avec une paroi d'épaisseur ńegligeable par rapport�a la taille de
l'indenteur et que la d́eformation engendrée par la compression est faible. Cette approche aét́e utilisée
dans la litt́erature en utilisant l'́equation de Reissner (Reissner, 1946) pour décrire l'indentation locale
d'une coque par un indenteur sphérique. Dans ce cas, la relation de la force en fonction du déplacement
est d́ecrite par la formule suivante :

F =
4 � E � h2

p
3 � (1 � � 2)

�
z
r

(3.7)

o�u h est la hauteur de la coque,z la profondeur d'indentation etr le rayon de l'indenteur.
Selon ce mod�ele, la relation entre la force et la profondeur d'indentation suit une loi linéaire.
Cependant, ce mod�ele ne prend pas en compte la pression de turgescence interne (paroi tendue), et il a
doncét́e repris pour prendre en compte ce param�etre.

3.3.5 Mod�ele de coque pressuriśee
Vella et al. (Vella et al., 2012) ont formulé un mod�ele ḿecanique pouŕetudier le comportement de
coqueśelastiques pressurisées au cours d'expériences d'indentations locales avec un indenteur de taille
�nie, en restant dans le cas des déformations de Green. Les auteurs ont mis en application ce mod�ele
pour d́ecrire l'indentation de coquéelastique pressurisée (ballon suisse, cellule de levure) et ils ont
constat́e la pŕesence de deux régimes lińeaires en fonction l'importance de la déformation. Pour les
coques fortement pressurisées, ils ont trouv́e que pour une profondeur d'indentationz << h :

F � k1 � z (3.8)

o�u k1 est la raideur associée au premier ŕegimeélastique. Pour des profondeurs d'indentation plus
importantes, lorsquez >> h :

F � k2 � z (3.9)

, o�u k2 est la raideur associée au second régime lińeaire. Les valeurs de ces constantes de raideur
permettent d'estimer les propriét́es intrins�eques�a l' échantillon�a travers les relations suivantes :

k1 �
� � P � R
log(2 � � )

k2 � � � P � R (3.10)

avec

� =
1
2

�
p

3 � (1 � � 2) �
P � R2

E � h2
(3.11)

La formulation du mod�ele de Vella et al. pour les faibles indentations aét́e utilisée ŕecemment par
Tsugawa et al. (Tsugawa et al., 2022) qui ont montré l'importance de prendre en compte la pression de
turgescence interne ainsi que la ratio d'étirement initial pour d́ecrire la d́eformation de la paroi cellulaire
de cellule v́eǵetale. Ces aspects ne sont pas pris en compte par des approches basées sur l'hypoth�ese
d'une tension in�nit́esimale sur un matériauélastique homog�ene et semi-in�ni, telle que le mod�ele de
contact de Hertz. La �gure 3.6 tirée de l'article de Tsugawa illustre les différences entre les deux ap-
proches.
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Figure 3.6: Comportement de la force en fonction de la d́eformation pour le mod�ele de contact de Hertz et pour la th́eorie
des coques :Dans le cas A, la paroi est considéŕee comme un matériauélastique semi-in�ni. L'indenteur ṕen�etre dans la paroi
et la relation de la force en fonction de l'indentation peutêtre d́ecrite par le mod�ele de contact de Hertz. Dans le cas B, la paroi
est tendue par une pression de turgescence interne. Pour de faible profondeur d'indentationd < d c le levier d́eforme peu la
paroi et on reste dans un cas d'application du mod�ele de Hertz. Pour des profondeurs d'indentation plus granded > d c, la paroi
se d́eforme en fonction du d́eplacement du levier et il est nécessaire d'utiliser un mod�ele issu de la th́eorie des coques. Dans le
cas C, la pression de turgescence interne est importante et le levier déforme directement la paroi. La relation force/déplacement
doit être abord́ee par un mod�ele issu de la th́eorie des coques. Adapté �a partir de l'article de Tsugawa et al. (Tsugawa et al.,
2022)

3.3.6 Un mod�ele de coque adapt́e pour diff érenteséchelles de d́eformation
Récemment, Couturier et al. (Couturier et al., 2022) ont formulé un mod�ele ḿecanique permettant de
faire le lien entre les diff́erentes tailles d'indenteurs, allant des indentations ponctuelles (déformations
locales) et des compressions entre plateaux (déformations globales). Comme pour le mod�ele de Vella et
al., ce mod�ele est issu de la théorie des coques et se place dans le cas des déformations de Green. Le
syst�eme ḿecanique consid�ere un indenteur sphérique de rayonR0 appuýe contre une coque sphérique
de rayonR, d'épaisseurh, de module de YoungE et avec un ratio de Poisson� . Cette coque est tendue
sous l'effet d'une pression interneP. Le cas d'un indenteur plat (déformations globales) est décrit pour
R0 ! 1 o�u la courbure de la zone de contact avec l'échantillon est ńegligeable.
D'apr�es ce mod�ele, la relation entre la force et la profondeur d'indentation est donnée par :

F = � 2 � E � R � h �
1 + R=R0

k2 � k3 � Ln (sc=(R �
p

� ))
(3.12)

o�u sc est une coordonńee curviligne relíee�a la profondeur d'indentationz par la relation :

z = R � � �
1 + R=R0

k1 � (k2 � k3 � Ln (sc=(R �
p

� )))
(3.13)
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Les constantesk1,k2, k3 sont d́e�nies par :

k1 =
4 � � �

q
(P̂=4)2 � 1

arctan(
q

1 � (P̂=4)� 2)
k2 =

P̂
8 � k1

+

 � Ln (2)

4 � �
k3 =

1
4 � �

(3.14)

avec

� =
h

(12 � (1 � � 2))1=2 � R
P̂ =

P � R
� � E � h

(3.15)

Pour les hautes déformations, la relation entre la force et la profondeur d'indentation est non linéaire.
En revanche, Couturier et al. ont montré que, pour de faibles déformations (z < h ), la relation entre la
force et le d́eplacement peut̂etre approxiḿee par :

F = � � E � h � k1 � z (3.16)

Pour les faibles d́eformations, les coques sphériques pressurisées se comportent donc comme un ressort
linéaire et la relation entre la force et le déplacement ne d́epend donc pas de la taille de l'indenteur.

Figure 3.7: : Schéma du syst�eme ḿecanique de la paroi cellulaire des levures considérée comme une coque sphérique
pressuriśee.A.Sch́ema d'une cellule de levure hors compression. La levure est considéŕee comme une coque de rayonR,
d'épaisseurh avec une pression de turgescence interneP. La cellule est replie du cytoplasme qui est un �uide incompressible.
B. Compression de la levure entre deux plateaux. Le plateau est considéŕe comme une sph�ere de rayon in�niR1 . Les pointilĺes
indiquent la forme initiale de la cellule avant la compression.w repŕesente la profondeur de compression.C. Indentation de
la levure par un indenteur sphérique de rayonR0. Les pointilĺes indiquent la forme initiale de la cellule avant l'indentation.w
repŕesente la profondeur d'indentation.

3.3.7 Mod�ele de paroi pressuriśee�a une ou deux couches
Pour les mod�eles pŕesent́es pŕećedemment, l'hypoth�eseét́e faite que l'́epaisseur de la paroi est faible
compaŕee �a la taille de l'indenteur (hypoth�ese des coques). Cependant, il aét́e montŕe que la paroi
cellulaire est troṕepaisse par rapport�a la taille des levures pour satisfaire cette hypoth�ese (Mercad́e-
Prieto et al., 2013). Mercade-Prieto et al. ont donc utilisé une approche de modélisation paŕelément
�ni en adaptant les d́eformations de Green et de Hencky en considérant la paroi comme une mono-
couche d'́epaisseurh1 ou comme une bicouche avec une couche intérieure d'́epaisseurhin et une couche
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ext́erieurehout . Comme d́ecrit dans la section 3.1.2 de ce chapitre, cette approche est la plus proche de
la réalit́e d'une cellule de levure. Mercade-Prieto et al. ontégalement constaté que l'approximation de la
déformation de Greeńetait limitée pour les d́eformations locales importantes o�u z � h et qu'un mod�ele
de Hencky devait̂etre utiliśe pour d́ecrire ce type de d́eformation.

3.4 Analyse des courbes de forces-indentations.

3.4.1 Correction et �ltrage des courbes de forces-d́eplacement

3.4.1.1 Correction de la raideur du levier

Lors d'une mesure d'indentation/compression par AFM, la dé�exion du levier vaêtre la ŕesultante de
la déformation du levier et de celle de l'échantillon. Pour des matériaux peu rigides par rapport�a la
constante de raideur du levier, la déformation du levier peut̂etre ńegligée. Pour des matériaux plus
rigides, dont la rigidit́e est du m̂eme ordre que celle du levier, il est nécessaire de corriger les courbes de
force en retirant la d́eformation du levier.
Sur le graphique A de la �gure 3.8, la courbe de force noire correspond�a une indentation sur du verre
(mat́eriau ind́eformable)�a une vitesse de1�m=s . �A part pour les premiers nanom�etres apr�es le contact
avec le support, on observe que cette courbe est linéaire. Cela se v́eri�e �a la pŕesence d'un plateau dans
la dérivée premi�ere de la force. Cela signi�e qu'au cours du processus d'indentation sur du verre, la
relation entre la force et le déplacement du levier suit la loi de Hook dé�nie par Fd = k � (d � d0), o�u k
est la constante de raideur du levier etd � d0 et sa d́e�exion. Au cours des exṕeriences AFM,d0 6= 0 car
on observe toujours une dé�exion résiduelle du levier.
La déformation de l'́echantillon� va doncêtre la diff́erence entre le d́eplacement du levierZ � Z0 et la
dé�exion relative du levierd � d0 :

� = Z � Z0 � (d � d0) = Z � Z0 �
F
k

(3.17)

o�u Z0 est le point de contact avec l'échantillon (o�u F = 0). �A part dans le cas o�u F (Z ) est une fonction
linéaire,� (Z ) est une fonction non lińeaire et la transformation deF (Z ) en F (� ) est également non-
linéaire. En nous basant sur l'équation 3.17, on peut obtenir la dérivée premi�ere deF corrigée,@F/ @�:

@F
@�

=
1

( @F/ @Z)� 1 � 1=k
(3.18)

La dérivée seconde@
2F

@�2 peutégalement̂etre obtenue :

@2F
@�2

=
@2F / @Z2

[(( @F/ @Z)� 1 � 1=k) � @F
@Z]

2
(3.19)

Les d́erivées premi�eres et seconde ontét́e estiḿees �a partir des courbes de force expérimentales en
utilisant une transformation en ondelettes en sélectionnant une ondelette suf�samment large pour limiter
les �uctuations du signal. Le principe de cette transformation est décrit dans la sous-section 3.4.1.2. La
�gure 3.9 montre l'effet de la correction sur deux courbes de force ainsi que sur leurs dérivées premi�eres
et secondes. On peut voir que la forme de la courbe, et notamment sa courbure, changent de mani�ere
importante lorsque les valeurs de la dérivée premi�ere deviennent proches de la raideur du levier. Dans
ce cas, la correction peut introduire un biais. L'utilisation de levier plus rigide permettrait de réduire ce
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biais, mais cela aurait́egalement un impact sur la sensibilité de la mesuréetant donńe que la d́e�exion
du levier est inversement proportionnelle�a sa raideur. Les deux courbes de forces présent́ees dans la
�gure 3.9 ontét́e enregistŕees au cours de deux expériences de compression sur deux cellules de levure
diff érentes avec le m̂eme type de levier (d'une constante de raideur statique d'environ 6.4N/m estimé �a
partir de courbes de force sur le verre).

Figure 3.8 : Les courbes de force/d́eplacement : (a). Courbes de forceF (Z ) enregistŕees au cours d'une expérience de
compression d'une cellule de levure avec un levier plat.(b). Dérivées premi�eresdF=dZ des courbes de force présent́ees en
(a). (c). Dérivées secondesd2F=dZ2 des courbes de force présent́ees en (a). Les dérivées traćees en (b) et (c) ont́et́e estiḿees
en utilisant la transforḿee en ondelettes deF (Z ) (voir 3.4.1.2) en utilisant plusieurs ondelettes de largeurw0 : 14 nm pour la
dérivée premi�ere et 24.8 nm pour la dérivée seconde. Lignes rouges : courbes d'approche. Lignes vertes : courbes de retrait.
Lignes noires : courbes d'approche sur du verre. Les points correspondent au contact (Zc rouge), au d́ecrochage (Zu vert) et au
changement de la direction du déplacement (Ze noir). Les courbes ont́et́e enregistŕees�a une vitesse de 1�m=s .
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Figure 3.9: Correction des courbes de forces avec la dé�exion du levier : Dans cette �gure, deux courbes de force, enreg-
istrées sur des cellules différentes d'une m̂eme śerie prolif́erant avec la m̂eme source de carbone (glucose), sont présent́ees dans
chaque colonne.(a,d). F (Z ) (rouge) et sa correctionF (� ) (bleu). (b,e). @F

@Z (rouge) et sa correction@F
@� (bleu). (d,f). @2 F

@Z2

(rouge) et sa correction@
2 F

@�2 (bleu). Les courbes en noir correspondent aux courbes de référence enregistrées sur le verre et
sélectionńees pour faire la correction. Les maximums des dérivées secondesF 00(Z ) sont marqúes par des points sur les courbes
de force avant et apr�es correction. Les enregistrements ontét́e meńes�a une vitesse de5�m=s .

3.4.1.2 Analyse temps-fŕequence

La transformation en ondelettes continue (WT ) est une technique mathématique de traitement de sig-
nal introduite en 1980 par Grossman et Morlet (Grossmann and Morlet, 1984). Cette technique aét́e
appliqúee dans plusieurs contextes : traitements du son et des vibrations,économie, traitements des
signaux physiologiques. En utilisant la normeL 1, la transforḿee en ondelettes en une dimension d'un
signalF (x) s'écrit :

Wphi [F ](b; s) =
1
s

�
Z + 1

�1
F (x) �  �

�
x � b

s

�
� dx (3.20)

o�u best la position ets(> 0) est le param�etre d'́echelle. On peut alors calculer les dérivées premi�eres et
secondes�a partir des formules :

dF
dZ

= Tg1 [F ](b; s) =
1
s

� Wg1 [F ](b; s) (3.21)
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d2F
dZ2

= Tg2 [F ](b; s) =
1
s2

� Wg2 [F ](b; s) (3.22)

o�u g(1) et g(2) sont les d́erivées premi�eres et secondes de la fonction Gaussienneg(0) . D'autres applica-
tions de la transformation en ondelettes pour des courbes de forces sont décrites dans les articles (Digiuni
et al., 2015, Streppa et al., 2018). L'utilisation de la transformée en ondelettes pour estimer les dérivées
permet non seulement de �ltrer les données, ce qui limite le bruit introduit par la dérivation nuḿerique,
mais également d'adapter la forme et la largeur de la fenêtre de �ltrage. On noteraw0, la largeur de
l'ondelette d'analyse. Les dérivées obtenues par cette procédure sont montrées dans la �gure 3.8 avec
les largeurs des ondelettes utilisées.

3.4.2 Travail perdu entre les courbes d'approche et de retrait
Les courbes de force d'approche et de retrait enregistrées sur des matériaux biologiques sont rarement
superpośees, car une fraction du travail fourniWi est perdue dans le travail renduW0. La dissipation du
travail mécanique correspond au rapport :

D i =
Wi � W0

Wi
=

Re
c Fi (� ) � d� +

Ru
e Fo(� ) � d�

Re
c Fi (� ) � d�

(3.23)

o�u c, e et u sont respectivement les points de contact, de �n (changement de direction du déplacement
du levier) et de d́ecrochage. Ces points sont représent́es en couleur dans la �gure 3.8.

3.4.3 D́ecomposition des courbes de force
Les courbes de force enregistrées sur les cellules de levure, qui ont un diam�etre de4 � 6�m , sont
diff érentes de celles enregistrées sur d'autres cellules eucaryotes (cellules mammif�eres, v́eǵetales). Ces
diff érences sont dues�a plusieurs propriét́es des cellules de levures : (1) elles poss�edent une paroi tendue
par une pression de turgescence interne, (2) elles ne forment pas d'adhésions focales avec le support, (3)
elles sont plus sensibles�a l'osmolarit́e du milieu extracellulaire et (4) et elles effectuent deséchanges
intercellulaires de ḿetabolites (Correia-Melo et al., 2023). Cette capacité �a s'adapter aux stress osmo-
tiques est́egalement d́ependante de la source de carbone qu'elles ont�a leur disposition (Babazadeh et al.,
2017).
En regardant attentivement les courbes de forces et leurs dérivées, nous avons réaliśe que les d́erivées
de la force ne suivaient pas un mod�ele simple de loi de puissance. Par conséquent, l'utilisation des
mod�eles de coque pressurisée (avec ou sans la prise en compte de la pression interne), présent́es dans
la sous-section 3.3, pour décrire ces courbes de force pourrait mener�a de fausses interprétations. Face
�a ce constat, nous avons décider de reprendre les méthodes d'analyse des signaux de force qui ontét́e
dévelopṕes dans (Digiuni et al., 2015, Gerasimova-Chechkina et al., 2018, Laperrousaz et al., 2016,
Milani et al., 2011, Polizzi et al., 2018, Streppa et al., 2018) pour traiter ces données. La question de
l'utilisation des mod�eles de coque pressurisée et leur domaine d'application sera abordée dans la discus-
sion.
Dans la �gure 3.9, on observe deux régimes dans les courbes de forces :

• Un premier ŕegime caract́eriśe par une forte augmentation de la dérivée premi�ere, associé �a une
courbure plus importante de la courbe de forceF (Z ).

• Un second ŕegime avec une augmentation de la dérivée plus faible.

Dans certains cas, nous avons observé que la d́erivéeF 0(Z ) converge vers un plateau horizontal. On
note également que (1) les dérivées de la force restent inférieures�a la raideur du levier et que (2) le
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ralentissement observé est toujours pŕesent sur les courbes de force corrigées. Cela signi�e qu'il y
a un ḿecanisme autre que l'in�uence du levier qui produit ce changement au cours du processus de
compression. Nous avons utilisé la d́erivée seconde pour détecter le changement régime �a partir des
donńees exṕerimentales en prenant le maximum ded2F

dZ 2 . Les points de changement de régime estiḿe
par cette proćedure sont traćes sur la �gure 3.9. La valeur de la dérivée premi�ere de la force au niveau
de ce point de transition correspond�a la tension maximum que la paroi cellulaire peut supporter avant
d'entrer dans le second régime de compression. Cette quantité sera identi�́ee comme la tension de
surface effective dans la suite de cette th�ese. Pour des déformations au-del�a de ce point de transition,
plusieurs ḿecanismes peuvent contribuer�a ralentir l'augmentation de la dérivée premi�ere de la force.
Ces ḿecanismes peuventêtre :

• une distension locale des �bres de la paroi produisant un rhéo-amollissement de la paroi (con-
duisant�a un rh́eo-amincissement)

• une fuite de liquide intracellulaire hors de la cellule pouvant conduire�a une diminution progressive
du volume cellulaire et de sa pression interne (poro-élasticit́e de la paroi cellulaire).

Tous ces processus surviennent�a une certaine d́eformation longitudinale qui est inférieure�a l' épaisseur
typique de la paroi cellulaire (100� 150�m ). La profondeur d'indentation au niveau du point de tran-
sition ZT sera utiliśee avec la tension de surface effectiveF 0(ZT ) comme des marqueurs pour décrire
la mécanique cellulaire. Toutes les expériences pŕesent́ees dans ce chapitre correspondent�a des faibles
déformations. Cela permet d'éviter des ph́enom�enes de rupture de la paroi cellulaire et de garder les
cellules en vie.

3.4.3.1 Identi�cation des lois d'́echelles�a partir des courbes de force

Identi�er et valider que les courbes de force suivent une loi d'échelle particuli�ere, et d́eterminer un
intervalle de valeurs deZ pour lequel cette identi�cation est valide est un enjeu complexe. Ici, nous
introduisons un mod�ele ḿecanique simple qui associe deux composantsélastiques en série (correspon-
dant �a deux mat́eriauxM 1 et M 2). Le premierélément ḿecanique d́ecrit la ŕeponse de la levure�a la
déformation. Le second́elément ḿecanique peut d́ecrire l'effet du levier ou celui d̂u �a la pŕesence d'une
sous-couche de la paroi cellulaire. Le schéma correspondant�a ce mod�ele est d́ecrit dans la �gure 3.10.
Au besoin, ce mod�ele peut̂etre ǵeńeraliśe pour inclureN > 2 composants ḿecaniques.
Les exposants d'échelle des 2 matériaux, respectivement� et � , seront estiḿes �a partir des courbes de
force exṕerimentale. SoitF l'expression ǵeńerale de la d́eformation du premier matériauM 1 :

F = R1 �
�

l1;0 � l1
l1;0

� �

= R1 �
�
1 �

z � Z
l1; 0

� �

(3.24)

avecl1;0, l' épaisseur du matériauM 1 avant la compression,l1 sonépaisseur apr�es la compression.l1 =
Z � z o�u Z est le d́eplacement global des matériaux (1) et (2) etz est le point de jonction entre le
composant (1) et le composant (2).z est orient́e dans le m̂eme sens queF durant la compression (vers
le bas). Unéequation similaire est utiliśee pour d́ecrire le mat́eriauM 2 :

F = R2 �
�

l2;0 � l2
l2;0

� �

= R2 �
�

z � l1;0

l2; 0

� �

(3.25)

avecl2;0, l' épaisseur du matériauM 2 avant la compression,l2 sonépaisseur apr�es la compression. Les
param�etresRi et l i; 0 pour i = 1; 2 ont ét́e introduits de telle mani�ere �a ce que les param�etresRi aient
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la dimension d'une force (N) tout en conservant l'homogéńeité entre leśequations (3.24) et (3.25) quel
que soit les valeurs des exposants� et � . �A partir de deux́equations pŕećedentes, on d́etermineZ , z, dF

dz
et dF

dZ :

Z = l1;0 �
�

F
R1

� 1=�

+ l2;0 �
�

F
R2

� 1=�

(3.26)

z = l1;0 + l2;0 �
�

F
R2

� 1=�

(3.27)

o�u � 1 = l1;0 �
h

F
R1

i 1=�
est le d́eplacement du premier matériau (celui associé �a la levure) et� 2 = l2;0 �

h
F
R2

i 1=�
est le d́eplacement du second matériau. On peut alorśecrire :

dF
dZ

= F=

"
l1;0

�
�
�

F
R1

� 1=�

+
l2;0

�
�
�

F
R2

� 1=�
#

(3.28)

ou de mani�ere similaire :

dF
d� 1

= F=

"
l1;0

�
�
�

F
R1

� 1=�
#

dF
d� 2

= F=

"
l2;0

�
�
�

F
R2

� 1=�
#

(3.29)

ou encore :
dF
d� 1

=
� � F

� 1

dF
d� 2

=
� � F

� 2
(3.30)

En prenant les d́erivées logarithmiques, on obtient :

dLog(F )
dLog(� 1)

= �
dLog(F )
dLog(� 2)

= � (3.31)

L' équation (3.29) est́equivalente�a l' équation (3.18) utiliśee pour corriger la d́erivée de la force si on
prend une constante de raideurk = R2=l2;0. Une simulation de la force ainsi que sa dérivée premi�ere en
prenant� = 2 et � = 1 est traće dans la �gure 3.11.�A premi�ere vue, on voit que celle-ci ressemble aux
courbes de force expérimentales. Dans cet exemple, la courbe de force corrigée est une parabole pure
et sa d́erivée est lińeaire. Dans le cas o�u le syst�eme ḿecanique inclurait qu'un unique composant (de
param�etresR1,l1;0), la relation entre la force et le déplacement serait :

F (Z ) =
R1

l1;0
� Z � (3.32)

On aurait alors :
F (Z )

@F/ @Z
= F (Z)=

�
R1

l1;0
� � � Z � � 1

�
= � � 1 � Z (3.33)

En calculant nuḿeriquement ce rapport�a partir des courbes de forces expérimentales et en effectuant une
régression lińeaire de cette fonction, on obtient alors l'exposant� . Cette repŕesentation offre l'avantage
de pouvoir effectuer une régression lińeaire entre des valeurs deZ qui sontéquidistantes ce qui donne
le même poids�a tous les points. Pour effectuer la même proćedure�a partir du traće deLog(F ) en
fonction deLog(Z ), il est ńecessaire de procéder�a une interpolation des points deLog(Z ). Le rapport
F=(dF=dZ) etLog(F ) sontégalement traćes dans la �gure 3.11.
S'il existe une plage deZ sur laquelleF (Z ) varie selon un exposant constant, alors on peut obtenir
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la valeur de cet exposant par l'une ou l'autre des techniques préćedemment d́ecrites. Cependant, en
comparant les tracés de� (Z ) obtenus avec les deux méthodes (�gure 3.11) on voit que la régression
en échelle bi-logarithmique donne des estimations plus bruitées que celle du rapportF (Z )= @F/ @Z.
Cette divergence provient de la dif�culté �a śelectionner des intervalles o�u les valeurs deLog(Z ) sont
distribúees de mani�ere homog�ene pour effectuer la régression lińeaire, car les valeurs de Z ne sont pas
équidistantes. Nous avons donc effectué une interpolation de la courbe de force pour remplir les in-
tervalles entre les points, mais ce processus rajoute une incertitude sur l'estimation des pentes locales.
Dans la suite de cette section, on préférera donc utiliser la premi�ere ḿethode en utilisant le rapport
F (Z )= @F/ @Zqui est plus robuste.
En étudiant la forme de� (Z ), on ŕealise que cette représentation nous permetégalement d'estimer le
point de transition entre les deux régimes ḿecaniques. On voit que� (Z ) augmente rapidement en par-
tant de 1 jusqu'�a atteindre un plateau. Passé ce plateau,� (Z ) décrô�t plus doucement.� (Z ) est donc
asyḿetrique, ce qui laisse supposer que les deux régimes avant et apr�es la transition sont de nature
diff érente. On noteraZ � , la valeur deZ pour laquelle� (Z ) atteint un maximum. Ces deux valeurs
peuventêtre estiḿees pour chaque courbe de force. Sur la �gure 3.12, les maximums de� (Z ) ont ét́e
repŕesent́es par deśetoiles rouges et les maximums ded2F

dZ 2 ont ét́e repŕesent́es par des cercles bleus, pour
cinq courbes de force consécutives enregistrées�a une vitesse de1�m=s . Dans ce cas particulier, on peut
voir que les points de transition estimés par les deux ḿethodes pŕesentent une certaine variabilité.

Figure 3.10: Syst�eme ḿecanique combinant deux́elémentsélastiques en śerie : Sch́ema d'un syst�eme compośe de deux
éléments ḿecaniques (1) et (2) en série (voir 3.4.3.1 pour la d́e�nition des différents param�etres).
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Figure 3.11: Prédictions du mod�ele mécanique:Courbes de forces prédites par le mod�ele pŕesent́e dans leśequations (3.24)
et (3.25). A�n d'effectuer une pŕediction proche de ce qui áet́e observ́e sur les courbes de croissance corrigées, nous avons
sélectionńe � 1 = 2 et � 2 = 1 . (a). Courbes de force-d́eplacement.(b). Courbe de force-d́eplacement sur unéechelle
logarithmique. (c). Dérivées des courbes de force.(d). F=(dF=dZ). Les courbes rouges, bleues et noires correspondent
respectivement aux courbes de force non corrigéesF (Z ), corriǵeesF (� 1) et correspondantes au levierF (� 2).

Figure 3.12: Estimation du param�etre � �a partir des courbes de force : (a).Courbes de forceF (Z ) apr�es la correction
de la d́e�exion du levier. (b). dF=dZ. (c). RapportF (Z )=(dF=dZ) (voir équation (3.33)).(d). log10(F ) sur log10(Z ). (e).
� (Z ) estiḿe �a partir de la ŕegression lińeaire deF (Z )=(dF=dZ). (f). � (Z ) estiḿe �a partir de la ŕegression deF (Z ) enéchelle
log-log. Les enregistrements ontét́e meńes�a une vitesse de1�m=s . Les points correspondants aux maximums locaux de� (Z )
etd2F=dZ2 sont respectivement représent́es par deśetoiles rouges et des cercles bleus.
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3.4.3.2 Identi�cation des maxima des courbes� (Z ) et d2F=dZ2

Les observations faites sur la �gure 3.12 sont retrouvées dans la grande majorité des courbes de force
enregistŕees sur les levures en utilisant un levier plat, pour différentes conditions de culture et pour
diff érentes vitesses de compression. Dans la majorité des cas, nous observons un changement de cour-
bure dans la d́erivée premi�ere de la force (au niveau du maximum ded2F=dZ2) et dans l'estimation de
� (Z ) (au niveau du maximum de� (Z )). Les deux courbes ont un comportement similaire en fonction
deZ .

Figure 3.13: Analyse de l'évolution de l'exposant� en fonction deZ :(a). Courbes de forceF (Z ) apr�es la correction de la
dé�exion du levier. (b). dF=dZ. (c). RapportF (Z )=(dF=dZ) (voir équation (3.33)).(d). log10(F ) sur log10(Z ). (e). � (Z )
estiḿe �a partir de la ŕegression lińeaire deF (Z )=(dF=dZ). (f). Dérivée seconde de la forced2F=dZ2. Les enregistrements
ont ét́e meńees�a différentes vitesses (5 courbes pour chaque cas): 500 nm/s (vert), 1000 nm/s (rouge) et 5000 nm/s (bleu). La
courbe moyenne est tracée en traits pleins oranges orange dans les graphiques (b), (e) et (f). Les points correspondants aux
maximums locaux de� (Z ) etd2F=dZ2 sont repŕesent́es respectivement avec desétoiles rouges et des cercles noirs vides.

Le traće de� (Z ) présent́e dans la �gure 3.12 met eńevidence que les courbes de force ne peuvent
pasêtre mod́elisées par une loi de puissance unique. On peut démontrer que la position du maximum
de� (Z ): Z � cö�ncide avec celui ded2F=dZ2: ZT . Pour un raisonnement formel, voir (Delmarre et al.,
2023). Cela est́egalement con�rḿe pour nos donńees exṕerimentales. Cela signi�e que les pointsZT

et Za sont les m̂emes et que l'on peut choisir la méthode la plus simple pour identi�er ces deux points
�a partir des courbes de forces expérimentales. La �gue 3.13 met en parall�ele les pro�ls de� (Z ) et d2F

dZ 2

pour la m̂eme exṕerience que pour la �gure 3.12 pour différentes vitesses de compression (soit 500,1000
et 5000 nm/s). On voit que la détection du maximum ded

2F
dZ 2 est fortement biaiśee par les �uctuations in-

duites par la ḿethode de d́erivation combińee au bruit exṕerimental. On voit́egalement que les positions
ZT des cercles noirs vides (maximums ded2F

dZ 2 ) sont syst́ematiquement supérieures aux positionsZ � des
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étoiles rouges qui correspondent au maximum de� (Z ).
Sur le graphique de� (Z ), on constatéegalement que la forme des courbes est tr�es peu impactée par la
vitesse de compression. On peut donc faire une moyenne des valeurs de� (Z ) pour toutes les vitesses de
compression. Ces courbes moyennes ontét́e traćees en trait plein orange dans la �gure 3.13.
Dans la section suivante, nous allons nous intéresser uniquement aux courbes de� (Z ) pour des groupes
de vitesse de compression de 500,1000 et 5000 nm/s. Pour estimer le maximum de� (Z ) en minimisant
les �uctuations, nous allons effectuer une identi�cation des param�etres en utilisant une fonction ana-
lytique. Ce mod�ele n'a aucun sens ḿecanique, il áet́e construit�a partir d'une combinaison de deux
fonctions simples uniquement pour représenter au mieux le comportement de� (Z ).

Pour paraḿetrer la variation de l'exposant des courbes de force� (Z ) en fonction deZ , nous utilisons
une combinaison de deux fonctions :

1 une fonction en forme de cloche asymétriquef (Z ). Cette fonction est tracée en bleu dans la �gure
3.14.

2 une fonction rationnelleg(Z ) traćee en noire dans la �gure 3.14

Les expressions des fonctionsf (Z ) etg(Z ) sont pŕesent́es ici :

f (Z ) = f 0 + A � (Z=a)c � exp(� Z=a) g(Z ) = k �
(Z=h)


1 + ( Z=h)

(3.34)

o�u f 0, A, k, h sont positifs,c � 1 et 
 > 1. La fonctiong(Z ) permet de faire convergerg(Z ) + f (Z )
vers une limitef 0 = � (0) pour des valeurs deZ importantes. Nous avons calculé la d́erivée premi�ere de
ces deux fonctions :

df
dZ

= A �
(Z=a)c � (a � c � Z )

a � Z
� exp(� Z=a) (3.35)

dg
dZ

=

 � � � (Z=h)


Z � ((Z=h)
 + 1) 2
(3.36)

Ainsi que leur d́erivée seconde :

d2f
dZ2

= A �
(Z=a)c_(Z 2 � 2 � a � c � Z + a2 � c � (1 � c))

a2 � Z 2
� exp(� Z=a) (3.37)

d2g
dZ2

= � 
 � � � (Z=h)
 �
(
 � ((Z=h)
 � 1) + ( Z=h)
 + 1

Z 2 � ((Z=h)
 + 1) 3
(3.38)

La dérivée premi�ere def est źero pourZ = a�c (ce point correspond au maximum def (Z ) car d2F
dZ 2 6= 0)

et sa d́erivée seconde passe par zéro pour des valeurs deZ qui respecte la conditionZ 2 � 2 � a � c � Z +
a2 � c � (1 � c) = 0 . Le discriminant est� = a2 � c2 � a2 � c � (1 � c) = a2 � c � (2 � c � 1). Ce d́eterminant
est positif pourc > 1=2 ce qui correspond�a notre cas, carc > 1. Les solutions ŕeelles de cettéequation
sont doncZ � = a � c �

p
� = a � c � (1 �

p
2 � 1 � c. Pourc > 1, une de ces solutions est positive et

correspond au minimum dedf=dZ .
La dérivée premi�ere deg est toujours positive et sa dérivée seconde croise zéro pour
 > 1 pourZ =
h�(( 
 � 1)=(
 +1)) 1=
 . Si on prend
 = 2, cela donneZ = h�(1=3)1=2. Ce point correspond au maximum
dedg=dZ. Quand on prend la somme def et g (traćee en rouge dans la �gure 3.14), le maximum def
se d́ecale vers des valeurs deZ plus basses, tout comme le minimum dedf=dZ .
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Figure 3.14: Tracé des fonctions mod�elesf (Z ) (bleu), g(Z ) (noir) et f (z) + g(Z ) (rouge): (a). Traće def (Z ), g(Z ) et
f (Z ) + g(Z ). (b). Dérivée premi�ere des fonctions présent́ees en (a).(c). Dérivées seconde des fonctions présent́ees en (a). Les
param�etres śelectionńees pour tracer les fonctions sont:A = 3 , c = 1 , a = 40, h = 30, 
 = 2 et k = 1 .

3.4.4 Distribution des param�etres� , Z � m , dF
dZ� m

et D l

On d́e�nit � m , Z � m et dF=dZ� m , le maximum de� (Z ), la position de ce maximum et la valeur de
la dérivée premi�ere de la force�a cette position, identi�́es par la proćedure d́ecrite dans la sous-section
préćedente. On introduit́egalement le coef�cient de dissipation visqueuseD l , détermińe �a partir des
courbes de force en utilisant l'équation (3.23). Les distributions de ces quatre param�etres sont pŕesent́ees
dans les �gures 3.15,3.17 et 3.19 pour les différentes conditions de culture,�a savoir des milieux min-
imums synth́etiques (voir section 4.1) contenant respectivement du glucose (MMSG), du galactose
(MMSGal) ou du lactate (MMSL) comme source de carbone.
La transition entre les deux régimes ḿecaniques observée pŕećedemment se retrouve sur la majorité
des courbes de force, et ce indépendamment de la source de carbone. Cette transition de régime est
donc caract́eristique de la ŕeponse ḿecanique des levures�a la compression pour de faibles profondeurs
d'indentation. En analysant les estimations des param�etres ḿecaniques on peut faire plusieurs observa-
tions importantes :
• Les positionsZ � m estiḿees sont comprises dans un intervalle entre 60 et 100nm.
• Les valeurs de l'exposant� m ne sont pas distribúees autour d'une valeur enti�ere. Ils varient ǵeńeralement

entre 0 et 3. Les valeurs estimées changent beaucoup en fonction du milieu de croissance des levures.
• Le coef�cient de dissipation visqueuse reste dans un intervalle compris entre 0.1 et 0.2. Ce param�etre

varie peu ind́ependemment du milieu de culture et de la vitesse de compression. Il y a trop peu de
diff érence entre les courbes d'approche et les courbes de retraits pour détecter uńeventuel comporte-
ment viscóelastique. Cela signi�e que la paroi des levures a un comportement principalementélastique
dans notre ŕegime de d́eformation. Les faibles différences observées entre les courbes d'approche et
de retrait sont́egalement observées sur les courbes de force enregistrées sur le verre (aucune dissipa-
tion visqueuse) et sont probablement dues�a une combinaison de facteursélectroniques (pŕesence d'un
délai au niveau de la transition approche/retrait) et hydrodynamiques (effet d'amortissement du levier
dépendant de la direction de celui-ci).
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3.4.4.1 Les param�etres mécaniques en milieu glucose

La �gure 3.15 montre la ŕepartition des param�etres ḿecaniques estiḿes �a partir des courbes de force
enregistŕees sur des cellules de levures proliférant dans un milieu contenant (�a l'origine) du glucose,
�a différentesétapes de leur croissance. Ces expériences ont́et́e effectúees �a deux reprises sur des
échantillons diff́erents de levureS.cerevisiae. Sur ce graphique, on observe que les distributions de
� m , Z � m et dF=dZ� m ne se recouvrent pas entre les deux séries de mesures. On voit que les valeurs du
param�etre� m estiḿees sur la seconde série de mesures sont supérieures�a celles observ́ees sur la premi�ere
série de mesure et qu'elles �uctuent beaucoup plus. Pour la seconde série de mesure, les valeurs de� m

sont d́ecaĺees vers 2.5 et la tension effectivedF=dZ� m est signi�cativement moins importante comparée
�a la premi�ere śerie. Ce ph́enom�ene peut̂etre d̂u �a uneévolution de l'́etat �a l' échelle de la population
de levures dans le milieu solide dont elles sont prélev́ees. Les levures prélev́ees pour ensemencer la
préculture de la seconde série étaient plus vieilles que celles sélectionńees sur la premi�ere śerie. Aussi,
il est important de noter que la seconde culture aét́e prolonǵee pendant 80h ce qui a permis de réaliser
des mesures de forces sur des levures chronologiquement pluséloigńees de leur phase exponentielle que
dans la premi�ere śerie. Les mesures de forces enregistrées sur ces levures ontét́e prises en compte dans
la distribution pŕesent́ee dans la �gure 3.17 alors que des levures aussi ”âǵees” n'́etaient pas pŕesentes
dans la premi�ere śerie.

Figure 3.15: Répartition des param�etres mécaniques pour deux śeries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique glucose: (a).Courbes de prolif́eration des levures en milieu glucose. Les points de couleurs indiquent
les moments o�u les cellules ont́et́e pŕelev́ees pour effectuer les expériences de ḿecanique cellulaire�a différenteśetapes de la
prolifération.(b,c,d,e).Fonction de densité de(b). Z � m , (c). � m , (d). dF=dZ� m et (e). D l
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Nous avonśegalement choisi de tracer les distributions des param�etres ḿecaniques en fonction des
phases de croissances dans la �gure 3.16. Une décomposition d́etaillée des phases de croissances que
nous pouvons observer�a partir de nos enregistrements de la prolifération des levures est présent́ee dans
la section 2.3. Pour simpli�er l'interpŕetation, nous distinguerons ici trois grandes phases :

I. La phase exponentielle de croissance qui correspond aux points bleus dans la �gure 3.15. Au cours
de cette phase, les levures prolif�erent activement et la vitesse de prolifération ne fait qu'augmenter.

II. La phase interḿediaire qui correspond aux point oranges. Au cours de cette phase, la croissance
ralentit car les levures ont senti une source de stress et déploient des stratégies pour s'adapter�a
cette variation de leur environnement.

III. La phase stationnaire qui correspond aux points jaunes et violets (s'ils sont présents). Au cours de
cette phase, la croissance des levures est nulle ou tr�es faible.

Les distributions de la position du point de changement de régime sont asseźetaĺees. Ce param�etres est
donc variable au sein de la population des levures quelle que soit leur phase de croissance. Si on prend la
moyenne de toutes les mesures, on observe cependant une certaine tendance. La profondeur du point de
changement de régime augmente en moyenne apr�es la phase exponentielle de croissance et diminue en
moyenne en phase stationnaire.< Z � > passe de 62nm�a 68 nm en phase intermédiaire et�a 64 nm pour
la phase stationnaire. L'exposant� m �uctue beaucoup entre 2 et 3 pour toutes les phases de croissance.
Si on se �e�a la moyenne, on observe une diminution de< � m > en phase interḿediaire qui passe�a 2.35
alors qu'il était de 2.43-2.44 en phase exponentielle et en phase stationnaire. Pour la tension effective
de surface, celle-ci est tr�esétaĺee. On observe cependant une augmentation de la tension effective en
moyenne, qui passe de 1.11 N/m�a � 1.33 N/m en phase interḿediaire et stationnaire. Le coef�cient de
dissipation visqueuse est faible comme observé pŕećedemment (< 0:2). A part en phase exponentielle, il
est moinśetaĺe que les autres estimations et on observe qu'il diminue en moyenne au long de la culture.
Il semblerait que les parois des cellules en phase stationnaire soient plusélastiques en moyenne.
Pour toutes les phases de croissances, les distributions sont tr�esétaĺees. Cette variabilité est intrins�eque
�a l' échantillon, cela signi�e que l'on a des levures possédant des ḿecaniques diff́erentes�a tout moment
de la culture. Pŕećedemment, nous avions remarqué une certaine diff́erence entre la ḿecanique cellulaire
des levures entre les deux séries de mesures que nous avons effectué. Les levures de la seconde série
étaient en moyenne plus molle que celle de la premi�ere śerie. Cette diff́erence entre les deux séries
induit une variabilit́e suppĺementaire dans les distributions présent́ees dans la �gure 3.16. Cependant, en
étudiant les moyennes des param�etres, un comportement ressort : en phase intermédiaire on assiste�a une
augmentation de< Z � > et une diminution de< � m > accompagńee d'une augmentation de la tension
effective. Cela signi�e que la paroi est en moyenne plus malléable car elle se déforme sur une plage
de d́eformation plus grande avant d'atteindre le point de changement de régime. En phase stationnaire,
la paroi retrouve une ”d́eformabilit́e” similaire �a celle observ́ee en phase exponentielle, mais avec une
tension de surface plus importante.
A la �n de la phase exponentielle en milieu glucose, les levures effectuent une transition diauxique. Au-
del�a du stress cellulaire subit par les cellules au cours de cette transition, celles-ci changent radicalement
de ḿetabolisme, passant d'un métabolisme domińe par la glycolyse�a un ḿetabolisme o�u les levures
produisent de la biomasse essentiellement par la respiration et la néoglucoǵen�ese (en utilisant l'́ethanol
comme substrat). Ainsi, le comportement moyen observé en phase interḿediaire pourrait̂etre d̂u �a une
modi�cation des propríet́es de la paroi in�uenćee par le changement de métabolisméenerǵetique.
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Figure 3.16 : Distribution des param�etres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique glucose:Distribution des param�etres(a,b,c). Z � m , (d,e,f). � m , (g,h,i). dF=dZ� m et (j,k,l). D l pour (a,d,g,j).
la phase exponentielle,(b,e,h,k). la phase interḿediaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux deux séries de
mesures ḿecaniques en milieu minimum synthétique glucose. Les moyennes des différents param�etres sont af�ch́ees sur chaque
graphique.

3.4.4.2 Les param�etres mécaniques en milieu galactose

Nous avonśegalement effectúe deux śeries de mesure sur des levures proliférant en milieu galactose
(�gure 3.17). Comme en milieu glucose, les distributions des valeurs deZ � m sont assez similaires tandis
que les distributions des valeurs de� m ne se recouvrent pas. En revanche, pour les deux séries les valeurs
de la tension effective sont centrées autour de� 1.2N/m. La courbe est plus asymétrique pour la seconde
série de mesures.
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Figure 3.17: Répartition des param�etres mécaniques pour deux śeries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique galactose: (a). Courbes de prolif́eration des levures en milieu galactose. Les points de couleurs
indiquent les moments o�u les cellules ont́et́e pŕelev́ees pour effectuer les expériences de ḿecanique cellulaire�a différentes
étapes de la prolifération.(b,c,d,e).Fonction de densité de(b). Z � m , (c). � m , (d). dF=dZ� m et (e). D l

Au niveau des distributions des param�etres ḿecaniques phase par phase (�gure 3.18), on peut faire
des observations différentes du milieu glucose. La profondeur d'indentation au point de changement
augmente en moyenne de quelques manom�etres entre chaque phase. La moyenne passe de 56 nm en
phase exponentielle�a 61 nm en phase intermédiaire et 69 nm en phase stationnaire. Ce phénom�ene peut
être d̂u �a unépaississement progressif de la paroi au fur et�a mesure que l'on se rapproche de la phase
stationnaire.
En milieu galactose, les estimations du param�etres� m sont tr�es étaĺees en phase exponentielle et in-
termédiaire. En phase exponentielle, il semblerait même qu'on ait deux sous-populations de levures dis-
tribuées autour d'exposants différents : (1) Une sous-population centrée autour d'un exposant d'environ
1.8 et (2) une population centrée autour d'un exposant de 2.6. Ces deux sous-populations semblent fu-
sionner en phase intermédiaire avant de ne former qu'une seule sous-population en phase stationnaire,
avec un exposant� m en moyenne de 2.64.
Les deux sous-populations observées pŕećedemment ne sont pas distinguables sur les distributions de
la tension de surface effective. La tension de surface effective subit une augmentation au passage vers
la phase interḿediaire de croissance en passant en moyenne de 1.09 N/m�a 1.37N/m. Cette valeur est
similaire en phase stationnaire (un peu inférieure en moyenne).
Les valeurs du coef�cient de dissipation sont distribuées autour de 0.13, ce qui est lég�erement suṕerieur
au milieu glucose.
Ainsi en phase exponentielle de croissance, on distingue deux sous-populations de levures présentant un
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Figure 3.18 : Distribution des param�etres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique galactose:Distribution des param�etres(a,b,c). Z � m , (d,e,f). � m , (g,h,i). dF=dZ� m et (j,k,l). D l pour(a,d,g,j).
la phase exponentielle,(b,e,h,k). la phase interḿediaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux deux séries de
mesures ḿecaniques en milieu minimum synthétique galactose. Les moyennes des différents param�etres sont af�ch́ees sur
chaque graphique.

exposant� m diff érent pour une tension de surface conservée. Cela signi�e que nous observons une sous-
population de levures plus rigides que celles de l'autre sous-population. En phase intermédiaire, on dis-
tingue encore les deux sous-populations mais il semblerait qu'on assiste�a un processus d'uniformisation
de la ḿecanique de la paroi. L'exposant� m estiḿe pour la sous-population la moins rigide se décale
progressivement pour rejoindre la sous-population d'exposant 2.6. En phase stationnaire, toutes les le-
vures sont distribúees autour d'un exposant� m de 2.6. La distinction entre les deux sous-populations
disparâ�t donc en phase stationnaire.
La caract́eristique majeur de la phase stationnaire est que les levures ne se divisent peu ou plus. Ainsi,
on peut faire l'hypoth�ese que les deux sous-populations de levures observées en phase exponentielle cor-
respondent�a la pŕesence de cellules �lles possédant une rigidit́e différente des cellules m�eres. En phase
intermédiaire, suite�a la situation de stress, la croissance des levures ralentit. Le taux de ”naissance” de
nouvelles cellules �lles diminue et celles déj�a pŕesentent rigidi�ent leur paroi en réponse au stress. En
milieu galactose,�a la �n de la phase exponentielle de croissance, les levures subissent une période de
stress du�a la d́epĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture, dont nous ignorons la nature. Ce stress
engendre plusieurs réactions cellulaires dont l'activation des voies de l'intégrit́e de la paroi cellulaire.
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On assiste ainsi�a une augmentation en moyenne de la tension de surface. En�n, en phase stationnaire,
les levures ne se divisent plus et toutes les cellules �lles ont rigidi�é leur paroi pour adopter une rigidité
de proche des cellules m�eres.

3.4.4.3 Les param�etres mécaniques en milieu lactate

Les deux śeries de courbes de force pour des levures proliférant en milieu lactate sont présent́ees dans
la �gure 3.19. Pour cette source de carbone, nous avons observé une plus grande reproductibilité de
l'estimation des param�etres ḿecaniques, comparé aux deux cas préćedents. Ces résultats sont repro-
ductibles malgŕe le fait que la croissance suive un comportement relativement différent au-del�a d'une
certaine duŕee. Pour les deux séries, les valeurs de� m sont distribúees de mani�ere syḿetrique dans un
intervalle compris entre 2 et 3. La tension de surface effective semble en moyenne plus basse que pour
les autres sources de carbone. Les cellules seraient donc plus molles en moyenne.
Comme pour la croissance des levures en milieuéthanol, les levures en milieu lactate prolif�erent essen-
tiellement par respiration et produisent les précurseurs de la biomasse par néoglucoǵen�ese. En se référant
au tableau 3.1, nous avions observé que la masse s�eche de la paroi est deux fois moins importante pour
les cellules en milieúethanol que pour les cellules en milieu glucose. Si c'estégalement le cas pour les
levures en milieu lactate, alors la diminution de la tension effective que nous avons observé pourraitêtre
assocíee�a une paroi cellulaire plus lég�ere (soit moins dense, soit plus �ne).

Figure 3.19: Répartition des param�etres mécaniques pour deux śeries de mesures de compression des levures en milieu
minimum synthétique lactate: (a).Courbes de prolif́eration des levures en milieu minimum synthétique glucose. Les points
de couleurs indiquent les moments o�u les cellules ont́et́e pŕelev́ees pour effectuer les expériences de ḿecanique cellulaire�a
diff érenteśetapes de la prolifération.(b,c,d,e).Fonction de densité de(b). Z � m , (c). � m , (d). dF=dZ� m et (e). D l
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Figure 3.20 : Distribution des param�etres mécaniques en fonction des phases de croissance en milieu minimum
synthétique lactate: Distribution des param�etres(a,b,c). Z � m , (d,e,f). � m , (g,h,i). dF=dZ� m et (j,k,l). D l pour (a,d,g,j).
la phase exponentielle,(b,e,h,k). la phase interḿediaire et(c,f,i,l). la phase stationnaire, correspondant aux deux séries de
mesures ḿecaniques en milieu minimum synthétique lactate. Les moyennes des différents param�etres sont af�ch́ees sur chaque
graphique.

La �gure 3.20 montre la ŕepartition des param�etres ḿecaniques entre les phases en milieu lactate.
Comme pour les milieux glucose et galactose, les distributions deZ � m présentent une forte variabilité
mais< Z � m > augmente en moyenne apr�es la phase exponentielle de croissance, passant de 55 nm�a
63-64nm en phase intermédiaire/stationnaire. Cette augmentation peutêtre due�a unépaississement en
moyenne de la paroi cellulaire au cours de la progression vers la phase stationnaire. Les distributions
des autres param�etres ḿecaniques pŕesentent moins de �uctuations qu'en milieu galactose et glucose.
Ils sembleraient que la ḿecanique des levures soit plus conservée dans cette condition. Au passage de la
phase exponentielle�a la phase interḿediaire, on observe une augmentation de l'exposant� m , qui passe
en moyenne de 2.35�a 2.52, coupĺee �a une augmentation de la tension effective, qui passe en moyenne
de 0.8�a 1.18 N/m. On assiste donc�a une rigidi�cation de la paroi passée la phase exponentielle de
croissance et qui se conserve en phase stationnaire. Le coef�cient de dissipation visqueuse est conservé
autour d'une valeur de 0.11 indépendamment des phase de croissance.
En milieu lactate,�a la �n de la phase exponentielle de croissance, les levures subissent une période de
stress due�a la d́epĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture. Ce stress engendre plusieurs réactions
cellulaires dont l'activation des voies de l'intégrit́e de la paroi cellulaire. Le comportement particulier
observ́e ici au passage vers la phase intermédiaire, une augmentation de la tension de surface associée�a
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une augmentation de l'exposant� m , peutêtre la signature de cette réaction de stress.

3.4.4.4 Synth�ese sur l'́evolution des param�etres mécaniques

L'exposant � m L'exposant� m est un un marqueur tr�es int́eressant pouŕetudier la ḿecanique des lev-
ures entre les phases de croissance. En milieu glucose, celui-ci passe en moyenne de 2.43�a 2.35 en phase
intermédiaire apr�es la transition diauxique. Nous avonségalement observé une valeur de< � m > de
2.35 pour la phase exponentielle de croissance en milieu lactate. Or ces deux phases présentent un point
commun important : dans les deux cas, le levures prolif�erent en utilisant essentiellement la respiration
et la ńeoglucoǵen�ese pour produire de la biomasse (soit en utilisant l'éthanol soit en utilisant le lactate).
Ainsi, une valeur de� m en moyenne de 2.35 pourraitêtre un marqueur du ḿetabolisme essentiellement
respiratoire.
En observant les distribution de l'exposant� m en milieu galactose, nous pouvons distinguer deux sous-
populations de levures en phase exponentielle et intermédiaire et une seule sous-population en phase sta-
tionnaire. D'apr�es ces observations, on peut faire l'hypoth�ese que les cellules �lles ont une mécanique
diff érentes des cellules m�eres, et que cette ḿecanique s'homoǵeńeise apr�es le point d'in�exion de la
croissance par des processus de renforcement de la paroi des cellules �lles suite au stress cellulaire.
Pour �nir sur l'exposant� m , on remarque qu'il tourne en moyenne autour de 2.5 quand les levures se
retrouvent en phase stationnaire, quel que soit le milieu de culture. Si ces valeurs de l'exposant� m

se retrouvent dans d'autres phases de croissance, celles-ci sont couplées�a des valeurs similaires de la
tension de surface effective en phase stationnaire. La combinaison de ces deux param�etres semblêetre
caract́eristique de la phase stationnaire.

La tension de surface effective Quel que soit le milieu de croissance, la tension de surface effective
augmente en moyenne apr�es la phase de croissance exponentielle pour atteindre des valeurs autour de
1.3 en moyenne, sauf en milieu lactate o�u elle est un peu plus basse (1.18 en moyenne). Une augmen-
tation de la tension de surface effective survient donc systématiquement apr�es une situation de stress
cellulaire. Sachant qu'�a chaque ṕeriode de stress, les voies de l'intégrit́e de la paroi cellulaires sont
activées, quel que soit le milieu de culture, on peut faire l'hypoth�ese que ce ”renforcement” de la paroi
est la conśequence de l'activation de ce métabolisme. Couplé �a des valeurśelev́ees de l'exposant� m

d'environ 2.5, une valeur moyenne de tension de surface effective autour de 1.3 constitue un marqueur
de la phase stationnaire de croissance.
Pour les cultures en milieu glucose et galactose, on observeégalement une tension de surface moyenne
d'environ 1.1 N/m en phase exponentielle contre 0.8N/m en milieu lactate. La tension de surface effec-
tive est donc en moyenne plus haute lorsque que les levures prolif�erent en utilisant la glycolyse (galac-
tose, glucose) qu'en utilisant la néoglucoǵen�ese.

La profondeur d'indentation au point de changement de ŕegime Z � augmente en moyenne le
plus on se rapproche de la phase stationnaire en milieu lactate et galactose. Ces résultats vont dans
le sens d'une augmentation de l'épaisseur de la paroi cellulaire comme décrit dans la litt́erature (Werner-
Washburne et al., 1993). En glucose,Z � augmente en moyenne avant de diminuer en phase stationnaire.
La brusque augmentation de< Z � > en phase interḿediaire pourrait̂etre une conśequence particuli�ere
�a la transition diauxique.
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3.5 Évaluation des modules de Young effectifs

Malgré le fait que l'exposant� ne soit pas constant, nous avons estimé un module de Young effectif
assocíe aux petiteśechelles de d́eformation (F < 3nN ), E1, et un module de Young effectif associé �a
des plus hauteśechelles de d́eformations (F < 250nN ), E2. Les modules ont́et́e estiḿe en effectuant
une identi�cation des param�etres des courbes de forces avec un mod�ele de loi d'́echelle �a exposant
constant :

F (Z ) = a � Z b (3.39)

Pour les petiteśechelles de d́eformation, nous avons considéŕe seulement la partie des courbes inférieure
�a 3nN (avant le changement de régime). Nous avons pris un exposant qui varie dans une plage autour
de 1.5, ce qui correspond�a la compression d'une sph�ere sous un plateau dans la limite des déformations
in�nit ésimales.
Pour les grandeśechelles de d́eformation, les modulesE2 ont ét́e estiḿes sur une plage de force de
0 �a 250 nN en utilisant une loi d'échelle avec des exposants variant autour de 2. L'exposant de 2 a
ét́e śelectionńe �a partir de l'observation de l'évolution de� (Z ) qui tend ǵeńeralement vers cette valeur
pour les plus hautes profondeurs d'indentation dans nos courbes de force/déplacements. Un exposant de
déformation de 2 correspond�a une d́eformation de surface sans phénom�enes de rotation au cours de la
compression.
Les modules de Young effectifs estimés dans cette partie ne correspondent pas�a un module d'́elasticit́e
absolue de la paroi cellulaire. Pour cela, il faudrait se reposer sur un mod�ele de compression décrivant
l' évolution particuli�ere de la force en fonction de la déformation que nous avons mis enévidence
préćedemment. Leur seul but est d'étudier la distribution d'un param�etre qui d́epend�a la fois des
param�etresZ � m , � m , dF=dZ� m pour différenteséchelles de d́eformation a�n de faire ressortir des
comportements ḿecaniques qui ne sont pas distinguables enétudiant ces trois param�etres de mani�ere
découpĺee.

3.5.1 Évaluation du module de Young effectif pour les faibles d́eformations
Les distributions des modules de Young effectifs estimés pour les petiteśechelles de d́eformation sont
montŕes dans les �gures 3.21,3.22 et 3.23 pour les trois phases de croissance et dans chaque condition de
culture. L'étude du moduleE1 permet de faire ressortir plusieurs sous-populations de levures avec des
propríet́es ḿecaniques diff́erentes en fonction des phases de croissance. En milieu glucose et galactose,
on distingue une population de levure avec des modulesE1 inférieure�a 0.4 MPa et une population avec
des modulesE1 entre 0.4 et 1 MPa en phase exponentielle et intermédiaire. En milieu galactose, la dis-
tinction entre ces deux populations se perd en phase stationnaire, comme si l'arrêt de la croissance avait
provoqúe une homoǵenisation des propriét́es ḿecaniques de la paroi des différentes levures. On rep�ere
cependant l'apparition d'une fraction minoritaire de modulesE1 compris entre 1 et 1.5 MPa. En milieu
glucose, on retrouvéegalement des modulesE1 compris entre 1 et 1.5 MPa mais en proportion beau-
coup plus importante. En milieu lactate, nous n'avons qu'une seule sous-population dominante avec un
moduleE1 de l'ordre de 0.3 MPa et une fraction minoritaire de modulesE1 reṕeŕee�a toutes les phases
de croissances.
Si on s'int́eresse aux sous-populations caractériśees par un moduleE1 < 0:4 MPa, l'évolution de la
phase exponentielle�a la phase stationnaire suit un schéma similaire, avec des valeurs proches, entre les
phases de croissance en milieu galactose et glucose. Le moduleE1 moyen associé �a la phase exponen-
tielle pour ces deux populations est identique (0.19 MPa). Puis ce module décrô�t en moyenne en phase
intermédiaire avant de remonter en phase stationnaire de croissance pour atteindre des valeurs centrées
autour d'environ 0.3 MPa. Pour les sous-populations caractériśees par un moduleE1 > 0:4 MPa, le
module d́ecrô�t en moyenne en phase intermédiaire, et il semblerait que ce module continue de décrô�tre
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en phase stationnaire pour rejoindre en moyenne la même valeur d'environ 0.3 MPa en phase station-
naire, ŕeunissant les populations en une seule population dominante. Ces deux sous-populations sont
peut-̂etre dues�a la pŕesence de cellules m�eres et de cellules �lles présentant des propriét́es ḿecaniques
diff érentes aux petiteśechelles de d́eformation. En milieu lactate, le moduleE1 moyen varie peu et la
distribution des estimations reste centrée autour d'environ 0.3 MPa pour toutes les phases de croissance.
La pŕesence d'une seule population est peut-être associée une homoǵeńeité des propríet́es ḿecaniques
de la paroi lorsque les levures prolif�erent par ńeoglucoǵen�ese. La valeur moyenne de 0.3 MPa est car-
act́eristique des levures en phase stationnaire, quelque soit le milieu de croissance dans lequel elles ont
proliféŕe. Cette remarque est intéressante car le ḿetabolisme des levures en phase stationnaire est sup-
pośe être proche quel que soit le milieu de croissance.
En�n, une fraction plus ou moins importantes de levures avec un moduleE1 entre 1 et 1.5 MPa est
syst́ematiquement observé en phase stationnaire et�a toutes les phases de croissances en milieu lactate.
Ces levures, d'apparence tr�es rigides selon le crit�ereE1, correspondent peut-être �a des cellules dans un
état de quiescence avancé caract́eriśee par une rigidit́e aux petiteśechelles de d́eformation nettement
plus importante. Si nous avions poursuivi le suivi de mécanique sur une plus longue durée en milieu
galactose et lactate, peut-être que cette fraction de levures rigides serait devenue plus importante.

Figure 3.21: Distribution des modules de Young effectifs associés aux petiteséchelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique glucose:Distribution des modules de Young effectifs associés aux
petiteséchelles de d́eformationE1 pour (a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique glucose. Leśetiquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de densité de probabilit́e assocíee�a chaque pic observé
dans les distribution.
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Figure 3.22: Distribution des modules de Young effectifs associés aux petiteséchelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique galactose:Distribution des modules de Young effectifs associés aux
petiteséchelles de d́eformationE1 pour (a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique galactose. Leśetiquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de densité de probabilit́e assocíee�a chaque pic observé
dans les distribution.

Figure 3.23: Distribution des modules de Young effectifs associés aux petiteséchelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique lactate: Distribution des modules de Young effectifs associés aux
petiteséchelles de d́eformationE1 pour (a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique lactate. Leśetiquettes
indiquent le module de Young effectifs ainsi que la valeur de la fonction de densité de probabilit́e assocíee�a chaque pic observé
dans les distribution. La valeur moyenne du module de Young effectif< E 1 > est indiqúee pour chaque phase.
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3.5.2 Évaluation du module de Young effectif associé pour les hautes d́eformations
Les distributions du module de Young effectif associés aux hautes déformationsE2 sont traćes dans les
�gures 3.24, 3.25 et 3.26 pour les trois phases de croissances dans les différentes conditions de culture.
Le moduleE2 observ́e en milieu lactate et en milieu galactose prend des valeurs similaires et suit le
même type de comportement�a travers les trois phases de croissance. Au niveau du métabolisme, le point
commun entre ces deux conditions de culture est que les levures synthétisent de l'ATP par respiration.
En milieu galactose, la levure aégalement recours�a la glycolyse pour produire de l'ATP. Dans les deux
cas, les levures poss�edent une activit́e mitochondriale d́evelopṕee contrairement aux levures en milieu
glucose lorsqu'elle prolif�erent sur le substrat glucose par fermentation. Dans ces deux conditions, le
moduleE2 est en moyenne de 6 MPa. En milieu glucose, les levures prolif�erent donc par fermentation
et nous avons estiḿe un moduleE2 en moyenne de 10 MPa ce qui est nettement supérieur aux deux
autres situations. Cependant, apr�es la phase exponentielle de croissance en milieu glucose, les levures
passent par la transition diauxique et adopte un métabolisme essentiellement respiratoire sur le substrat
éthanol, avec une activité mitochondriale pleinement dévelopṕee. Or, nous avons constaté, durant la
phase interḿediaire, un moduleE2 moyen de 7 MPa, similaire�a ceux estiḿes en phase exponentielle
en milieu lactate et galactose. D'apr�es ces ŕesultats, on peut intuiter qu'une paroi moins rigide pour les
hauteśechelles de d́eformation est caractéristique d'un ḿetabolisme respiratoire.
Dans les trois cas, le moduleE2 est en moyenne plus important en phase stationnaire. La moyenne est
identique pour les milieux galactose et lactate (14 MPa) et un peu plus faible pour les cultures en milieu
glucose (11 MPa). La réṕetabilit́e des estimation de ce module en milieu lactate et galactose sugg�ere que
la mécanique de la paroi pour les hautes déformation est tr�es proche dans les deux situations.

Figure 3.24: Distribution des modules de Young effectifs associés aux hauteśechelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique glucose:Distribution des modules de Young effectifs associés aux
hauteśechelles de d́eformationE2 pour (a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique glucose. La valeur moyenne
du module de Young effectif< E 2 > est indiqúee pour chaque phase.
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Figure 3.25: Distribution des modules de Young effectifs associés aux hauteśechelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique galactose:Distribution des modules de Young effectifs associés aux
hauteśechelles de d́eformationE2 pour(a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire, cor-
respondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique galactose. La valeur moyenne
du module de Young effectif< E 2 > est indiqúee pour chaque phase.

Figure 3.26: Distribution des modules de Young effectifs associés aux hauteśechelles de d́eformation en fonction des
phases de croissance en milieu minimum synthétique lactate: Distribution des modules de Young effectifs associés aux
hauteśechelles de d́eformationE2 pour (a). la phase exponentielle,(b). la phase interḿediaire et(c). la phase stationnaire,
correspondant aux deux séries de mesures de mécanique cellulaire en milieu minimum synthétique lactate. La valeur moyenne
du module de Young effectif< E 2 > est indiqúee pour chaque phase.
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3.6 Discussion

3.6.1 Commentaire sur la dif�cult é du travail expérimental
Il est important de souligner la dif�culté du travail exṕerimental qui áet́e meńe au cours de cette th�ese.
Il est important de garder�a l'esprit que l'on consid�ere des exṕeriences longues, qui ont duré plus de
100h du lancement de la préculture jusqu'�a l'arrêt de l'enregistrement. Plus les cultures sont longues
plus des d́erives líees�a l' échantillon et�a la mesure sont susceptibles de survenir, introduisant une cer-
taine variabilit́e malgŕe le fait que les conditions de croissance soient similaires. Les expériences de
mécanique cellulaire requi�erent une pŕesence active et permanente de l'expérimentateur, car la collecte
des courbes de forces n'est pas automatisée pour plusieurs raisons. La principale raisonétant que les cel-
lules de levureśetant petites et non-adhérentes (comparées�a des cellules mammif�eres), il est ńecessaire
de centrer manuellement le levier AFM au-dessus de celle-ci pour pouvoir effectuer une mesure de force.
Si le levier n'est pas bien centré sur la levure, celle-ci peut alors glisser hors de la surface d'appui du
levier. Aussi, l'AFM est un outil tr�es sensible et donc sujet�a différentes sources de perturbation (acous-
tique, thermique, pollution du levier). Au cours des expériences AFM nous avons procéd́e �a des enreg-
istrements�a de tŕes faibles vitesses de compression allant jusqu'�a 100nm/s. Pour ces enregistrements
�a faible vitesse, nous avons observé des d́erives dues au mouvement des levures sous le levier au cours
des enregistrements. Ces mouvements induisent des �uctuations dans les courbes de forces qui seront
d'autant plus importantes dans la détermination des d́erivées premi�eres et seconde. Pour ces raisons, ces
courbes de force n'ont pasét́e trait́ees.

3.6.2 Les mod�eles ḿecaniques
En analysant les courbes de force, nous avons constaté que la relation entre la force et le déplacement du
levier ne suit pas une loi de puissance avec un exposant constant. Cela signi�e que la réponse ḿecanique
de la paroi des levures pour de faibles déformations avec un levier plat ne peut pasêtre abord́ee en util-
isant des mod�eles de compression issus de la théorie des coques qui prédisent unéevolution de la force
linéaire pour les faibles déformations (Couturier et al., 2022, Vella et al., 2012). Cela montreégalement
que la ŕeponse des levures ne peut pasêtre abord́ee avec un mod�ele de Hertz-Sneddon pour lequel la
force varie en fonction du d́eplacement du levier avec un exposant constant qui dépend de la ǵeoḿetrie
du levier. Pour aborder le type de réponse ḿecanique ŕevélé dans cette th�ese, il est ńecessaire d'utiliser
des mod�eles de compression de sph�eres�a paroiépaisse, monocouche ou bicouche, comme intuité par
Mercad́e-Prieto et al. (Mercad́e-Prieto et al., 2013). Cependant, l'utilisation de tels mod�eles ńecessite
une meilleure connaissance de l'épaisseur de la paroi des levures et de la taille de la cellule, autant
de param�etres que nous n'avons pas mesurés ici. Cela souligne l'importance de coupler les mesures
de ḿecaniques cellulaires avec des mesures de microscopie optique a�n de déterminer les param�etres
géoḿetriques des levures au cours du processus de déformation.

3.6.3 La mécanique de la paroi est affect́ee par la dynamique de croissance
Comme nous l'avons constaté entre les deux séries de mesures en milieu minimum synthétique glu-
cose, la ŕeponse ḿecanique des levures peut varier signi�cativement d'une culture�a l'autre. Nous avons
constat́e que la tension effective de la paroi lors de la seconde série de mesuréetait signi�cativement
inférieure�a celle estiḿee sur la premi�ere śerie. Cette variation peut̂etre due aux antéćedents des lev-
ures avant l'ensemencement, notamment�a leurétat dans la culture dans le milieu solide dont elles sont
extraites. En utilisant la procédure d'identi�cation de la vitesse maximum de la prolifération pŕesent́ee
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dans le chapitre 2, nous avons détect́e que, pour la seconde série de mesures ḿecaniques, le taux de
croissance des levures au point d'in�exion (� E (t � )) était anormalement bas avec une valeur d'environ
0:23h� 1 compaŕe �a celui que nous avions observé pour les 10 autres enregistrements de la croissance
en milieu glucose,�a savoir0:28 � 0:01h� 1. Les levures de la seconde série n'étaient donc pas dans le
mêmeétat physiologique que celle de la premi�ere śerie d�es l'ensemencement. Cela s'est manifesté au
niveau de leur vitesse de prolifération et au niveau de leur mécanique cellulaire. L'approche présent́ee
dans cette th�ese nous a permis de détecter une telle diff́erence.

3.6.4 La mécanique de la paroi entre les diff́erentes conditions de croissance
Nous avons observé des diff́erences globales entre les différents milieux de culture. Nous avons ob-
serv́e que la tension effective de la paroiétait plus faible en milieu lactate, o�u les distributions (toutes
phases regroupées) sont centrées autour d'environ 1N/m, qu'en milieu galactose o�u les distributions de
la tension effective sont décaĺees vers 1.2N/m. Pour les cultures en milieu glucose, les deux séries de
mesures ne sont pas réṕetables comme d́ecrit pŕećedemment. Si on devait se �er�a la premi�ere śerie de
mesures au cours de laquelle la croissance des levures est reproductible par rapport aux autres cultures
en glucose, on aurait alors une distribution de la tension effective de la paroi centrée d'environ 1.6N/m
ce qui est nettement supérieur aux deux cas préćedents. Si on reprend le tableau 3.1 tiré de l'article
de Aguilar-Uscanda et al., les auteurs ont estimé la fraction massique de la paroi sur la masse s�eche de
la levure �a 20:4 � 2:8% pour des levures en milieu CF glucose (le milieu CF est proche des milieux
synth́etiques utiliśes dans cette th�ese),16:4 � 2%pour le m̂eme milieu en galactose et10:8 � 1:5%pour
des cultures en milieúethanol. En supposant que les levures en milieu lactate aient une composition de
leur paroi similaire�a celle en milieúethanol (m̂eme type de ḿetabolisme) et que les variations de la frac-
tion massique de la paroi sontégalement observées en milieu minimum synthétique, alors il semblerait
qu'il y ait une corŕelation entre notre estimation de la tension effective et la fraction massique de la paroi
des levures. Plus la fraction massique est importante plus la tension effective mesurée est importante.
Pour v́eri�er cette hypoth�ese, il sera ńecessaire de réitérer les mesures de mécanique cellulaire en milieu
glucose et de ŕeitérer les ḿethodes de Aguilar-Uscanda et al. pour déterminer la fraction massique de la
paroi cellulaire en milieu minimum synthétique glucose, galactose et lactate.

3.6.5 Une variation de la ḿecanique cellulaire�a travers les phases de croissance
Dans le chapitre 2, nous avons fait une synth�ese des changements de métabolisme qui surviennent au
cours des cultures de levures en milieu minimum synthétique glucose, galactose et lactate en faisant
ressortir les ḿecanismes qui pourraient avoir un impact sur la mécanique paroi cellulaire. Comme nous
l'avons vu, ces ḿecanismes surviennent géńeralement apr�es une situation de stress, la transition diaux-
ique pour les cellules en milieu glucose, et la dépĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture pour les deux
autres conditions. Ces périodes de stress cellulaire surviennent en �n de phase exponentielle lorsque la
croissance commence�a ralentir.

Variations des param�etresZ � m , � m etdF=dZ� m Les distributions des param�etresZ � m , � m etdF=dZ� m

sont ǵeńeralement tr�es étaĺees. Dans un m̂emeéchantillon, pour une m̂eme phase de croissance, la
mécanique de la paroi diff�ere beaucoup selon les individus. De nombreux facteurs peuvent expliquer
cette variabilit́e : pŕesence de cellules m�eres/�lles, nombre de cicatrices de division,âge de la cellule,
progression dans le cycle de division, etc.
En étudiant les param�etres ḿecaniques, nous avons cependant remarqué des tendances particuli�eres�a
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travers les diff́erentes phases de croissance. Pour les trois conditions de croissance, on observe globale-
ment une augmentation progressive de la profondeur d'indentation du point de changement de régime
entre la phase exponentielle et stationnaire. Ce phénom�ene peut̂etre d̂u �a une augmentation progressive
de l'épaisseur de la paroi cellulaire au fur et�a mesure que l'on se rapproche de la phase stationnaire.
L'exposant� m et la tension de surface effectivedF=dZ� m se sont ŕevélésêtre des marqueurs importants
permettant de diff́erencier la ḿecanique des levures au cours des différentes phases de croissance :

• Un exposant moyen< � m > de 2.35 semble associé �a une croissance par respiration et néolgucoǵen�ese.

• Une tension effective moyenne de 1.1 N/m semble associée �a une croissance exponentielle o�u la
glycolyse est emploýee (milieu galactose et milieu glucose). La phase de croissance en milieu
lactate o�u la ńeoglucoǵen�ese est dominante donne des levures dont la paroi a une tension effective
moyenne plus basse de 0.8N/m.

• En milieu galactose, les distributions permettent de distinguer deux sous-populations centrées au-
tour de� m = 1:8 (cellules �lles ?) et� m � 2:6 (cellules m�eres ?) en phase exponentielle. Les
levures de la sous-population centrée en 1.8 voit leur exposant� m augmenter progressivement en
phase interḿediaire pour rejoindre 2.6 en phase stationnaire.

• Un exposant moyen entre 2.4 et 2.7 associé �a une tension de surface de l'ordre de 1.2-1.3 N/m
sont caract́eristiques de la phase stationnaire dans tous les milieux de croissances testés dans cette
th�ese.

• La tension de surface effective augmente dés la premi�ere source de stress (�n de la phase expo-
nentielle). Ce renforcement est potentiellement du�a l'activation des voies d'int́egrit́e de la paroi
en ŕeaction au stress.

Les estimations les modules de Young effectifs pour de petites et grandeséchelles de d́eformations nous
ont permis de faire ressortir des comportements particuliers et différents en fonction de l'échelleétudíee.

Le module de Young effectif associé aux petiteśechelles de d́eformation Pour les petites d́eformations,
les cultures en milieu glucose et galactose présentent de nombreuses similitudes. Dans les deux cas,
on observe deux sous-populations de levures associées �a des rigidit́es diff́erentes qui sont peut-être
repŕesentatives d'une sous-population de cellule m�ere pŕesentant une ḿecanique cellulaire diff́erente des
cellules �lles. Cette hypoth�ese est appuyée par la ŕeunion des deux sous-populations en une seule lorsque
les levures arrivent en phase stationnaire (o�u elles arr̂etent de se diviser). Pour ces deux milieux, on as-
siste�a une diminution de la rigidité des levures en phase intermédiaire (pour les deux sous-populations)
puis �a une homoǵeńeisation des modulesE1 autour d'environ 0.3 MPa en phase stationnaire. En milieu
lactate, aux petiteśechelles, la paroi cellulaire conserve sa rigidité tout le long de la culture et on observe
qu'une seule population. En phase stationnaire de croissance, toutes les levures présentent un module de
Young effectifE1 similaire distribúe autour de 0.3 MPa.
Au niveau du ḿetabolisme, la diff́erence la plus importante entre le milieu lactate et les deux autres
conditions de culture est que les levures doivent nécessairement recourir�a la ńeoglucoǵen�ese pour pro-
duire les constituants de la paroi en milieu lactate, alors qu'elles utilisent la glycolyse pour produire les
mêmes constituants en milieu glucose et galactose. Ainsi, l'utilisation de la néoglucoǵeńese permettrait
aux levures de conserver une mécanique cellulaire similaire tout le long de la culture et invariablement
du stress cellulaire subit. Ce processus, associé �a une prolif́eration lente des levures, en permettant une
dynamique de formation lente de la paroi, pourraitégalement expliquer une certaine homogéńeité de la
mécanique des cellules m�ere et des cellules �lles, ce qui expliquerait pourquoi nous n'observons qu'une
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seule sous-population en milieu lactate.
Au contraire, en utilisant la glycolyse, la mécanique des levures semblent différentes entre les cellules
m�eres et les cellules �lles, et présentent une certaine sensibilité aux situations de stress, telles que la
transition diauxique ou la d́epĺetion d'un nutriment essentiel�a la culture. La voie de synth�ese des
précurseurs des constituants de la paroi serait donc unélément cĺe ŕegissant la ḿecanique cellulaire
aux faibles d́eformations. En phase stationnaire, de mani�ere ind́ependante des conditions de culture,
les levures adoptent�a priori un ḿetabolisme de quiescence similaire et il n'est pasétonnant d'observer
que la ḿecanique de la paroi est distribuée autour d'une valeur similaire (� 0.3 MPa) pour les petites
déformations. A noter que l'on observe systématiquement une fraction de levures présentant un module
E1 entre 1 et 1.5 MPa en phase stationnaire. Ces valeurs correspondent�a une paroi en apparence tr�es
rigide, compaŕe aux autres modules observées, et pourrait̂etre associées�a des levures dans uńetat de
quiescence plus avancé. Cette derni�ere sous-population est particuli�erement importante en milieu glu-
cose et tr�es minoritaire en milieu galactose et lactate. Or, les mesures de mécaniques cellulaires en phase
stationnaire en milieu glucose sont celles qui sont le pluséloigńees temporellement du point d'in�exion
de la croissance, comparé aux autres cultures. Cela signi�erait qu'il y aurait uneétape supplémentaire
de consolidation de la paroi cellulaire en fonction du temps passé en phase stationnaire.

Le module de Young effectif associé aux grandeśechelles de d́eformation Pour les hautes déformations,
les observations diff�erent. Ce sont les cultures en milieu lactate et en milieu galactose qui présente le
plus de similitudes. Au niveau du ḿetabolisme, le point commun entre ces deux cas est que les lev-
ures prolif�erent en utilisant la respiration et qu'elles ont une activité mitochondriale d́evelopṕee. Dans
les deux cas, le module de Young effectif�a grandéechelle est bas en phase exponentielle (6 MPa dans
les deux cas) puis double en phase de transition (pour atteindre 12-13 MPa en moyenne). Puis celui-
ci augmente ĺeg�erement en phase stationnaire. En milieu glucose, ce même module est important en
phase exponentielle (10 MPa en moyenne). Or au cours de la phase exponentielle de croissance en
glucose, l'activit́e mitochondriale des levures est inhibée par la ŕepression catabolique du glucose et les
levures synth́etisent l'ATP principalement par fermentation. De mani�ere int́eressante, lorsque les lev-
ures effectuent leur transition diauxique pour passer dans la phase intermédiaire, celles-ci d́eveloppent
leur activit́e mitochondriale pour utiliser l'éthanol par respiration (ḿetabolisme proche du milieu lac-
tate). Ce faisant, on observe une diminution importante de la rigidité aux hautes d́eformations entre la
phase exponentielle et la phase stationnaire qui rejoint en moyenne celle observée pour la phase expo-
nentielle en milieu lactate et galactose. Il semblerait donc que lorsque les cellules utilisent la respiration
pour synth́etiser l'ATP, la rigidit́e de la paroi pour les hautes déformations devient plus faible. Un mod-
ule effectif pour les hautes déformations distribúe autour de 6-7 MPa appara�̂t comme un marqueur du
métabolisme respiratoire. En phase stationnaire, on constate systématiquement une rigidi�cation de la
paroi pour les grandeśechelles de d́eformation, pour les trois conditions de culture. La valeur moyenne
du moduleE2 est ŕeṕetable entre les milieux lactate et galactose,�a savoir 14 MPa. Cette valeur semble
caract́eristique de la phase stationnaire. En milieu glucose, cette valeur est plus faible (11 MPa) mais la
moyenne est probablement in�uencée par la śerie o�u les levureśetaient plus molles comme discuté plus
haut.

La dynamique de la paroi cellulaire est diff́erente selon l'́echelle de d́eformation Ainsi, pour les
petiteséchelles de d́eformation, la ḿecanique de la paroi semble fonction de la mani�ere dont la levure
synth́etise les pŕecurseurs des constituants de la paroi, soit par la néoglucoǵen�ese soit par la glycol-
yse. Pour les hauteśechelles de d́eformations, la ḿecanique de la paroi semble plus dépendante du
métabolismeénerǵetique, en fonction de si les levures synthétisent l'ATP par respiration ou par fer-
mentation. Les propriét́e mécanique de la paroi diff�ere donc selon l'́echelle de d́eformation, ce qui est
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révélateur du fait que la paroi cellulaire des levures ne peut pasêtre abord́ee comme un milieu continu, il
s'agit d'un syst�eme multi-́echelle. La ḿecanique des levures en milieu galactose, o�u la levure adopte un
métabolisme baśe simultańement sur la glycolyse et la respiration, présente des similarités remarquables
avec soit le milieu glucose pour les petiteséchelles de d́eformations, soit le milieu lactate pour les hautes
échelles de d́eformation. Ce cas ”hybride” nous a permis de dresser des corrélations importantes entre
le métabolisme et la ḿecanique de la paroi�a différenteśechelles de d́eformation.
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Chapitre 4

Méthodes exṕerimentales

Au cours de cette th�ese, nous avons présent́e des ŕesultats issus de deux catégories d'exṕeriences :

1. Des exṕeriences de suivi de la croissance des levures en population.

2. Des exṕerience de microscopie�a force atomique sur cellule unique.

La mise en œuvre et l'exécution de ces expérimentations repose sur un ensemble de méthodes exṕerimentales
décrites dans ce chapitre. Dans un premier temps, nous aborderons l'aspect culture cellulaire. A travers
cette section, nous verrons (1) la procédure de pŕeparation des cultures de levure, (2) le syst�eme de
bioréacteur avec suivi de la densité optique en ligne d́evelopṕe au LOMA et (3) la proćedure d'analyse
utilisée pour convertir les valeurs de densité optique en terme de biomasse.
Dans un second temps, nous aborderons les mesures de mécanique cellulaire. Nous présenterons (1)
la proćedure de calibration de la mesure, (2) les caractéristiques des leviers utilisés, (3) le protocole de
collection des courbes de forces/déplacement et (4) la préparation de l'́echantillon.

4.1 Méthodes de culture cellulaire

Pourétudier la croissance des levures en population, il est nécessaire ŕeunir les conditions pour permettre
aux levures de prolif́erer et de pouvoir mesurer l'évolution de la biomasse au cours du temps. Le but de
la culture cellulaire est́egalement d'obtenir une quantité de levures suf�sante pour pouvoir réaliser les
exṕeriences de caractérisation ḿecanique. En adaptant les protocoles de culture cellulaire, notamment
au niveau de la préparation des milieux de culture, on peut conditionner la mani�ere dont les levures vont
proliférer en visant un type de métabolisme en particulier. Cette section couvre l'ensemble des méthodes
exṕerimentales qui ont́et́e emploýees pour obtenir les courbes de croissances présent́ees dans le chapitre
2.

4.1.1 Pŕeparation des cultures

4.1.1.1 Souche de levures

Dans cette th�ese, nous avons choisi le mod�ele de levureS.cerevisiae. La souche de levures de référence
utilisé ici est la soucheBY4742 (WT) d'euroscarf (Winston et al., 1995). Cette souche aét́e śelectionńee
car elle dispose d'une banque de mutants importante, dont certains sont déj�a pŕesents�a l'IBGC .
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4.1.1.2 Milieux de culture

Diff érents milieux ont́et́e pŕepaŕes pourétudier la prolif́eration des levures dans différentes conditions
de ḿetabolisméenerǵetique. La composition des milieux est décrites dans le tableau 4.1.

Milieu riche La formulation de base des milieux riches (YPL, YPD) (Atlas, 2010) repose sur l'utilisation
d'extrait de levures (GibcoT M ) �a teneur de 10 g/L, de(NH 4)2SO4 (WMR) �a teneur de 1.2g/L et de
KH 2PO4 �a teneur de 1 g/L. Pour le milieu YPD, du glucose (WMR) est ajouté �a hauteur de 2g/L. Pour
le milieu YPL, le lactate est substitué au glucose�a teneur de 2g/L et 1g/L de bactopeptone (GibcoT M )
est ajout́e �a teneur de 1g/L. Pour les milieux solides (boite de Pétri), 2g/L d'agar (GibcoT M ) est ajout́e
dans le milieu YPD.

Milieu minimum synth étique La formulation des milieux synth́etiques (MMS) repose sur l'utilisation
de YNB (”Yeast Nitrogen Base” GibcoT M ), un ḿelange de composition ”contrôlée” vendu sans acides
amińes,�a teneur de 1.75 g/L, d'hydrolysats de caséine (MERK)�a teneur de 2 g/L, deKH 2PO4 (WMR)
�a teneur de 1 g/L et de(NH 4)2SO4 (WMR) �a teneur de 5 g/L. Ce type de formulation est une adaptation
du milieu SD (”synthetic dextrose”) (Ausubel, 2003). Les milieux ontét́e syst́ematiquement stérilisés
par autoclavage. Des acides aminés (ad́enine (Sigma) 50 mg/L, uracile (Sigma) 20 mg/L, tryptophane
(Sigma) 20 mg/L) �ltrés�a0:2�m ont ét́e ajout́es aux milieux minimums synthétiques apr�es autoclavage.
Nous avons pŕepaŕe quatre variations du milieu minimum synthétique en faisant varier la source de
carbone :

• Pour le milieu minimum synth́etique glucose (MMSG), nous avons ajouté 2g/L de glucose (WMR).

• Pour le milieu minimum synth́etique galactose (MMSGal), nous avons ajouté 2g/L de galactose
(Sigma-Aldrich).

• Pour le milieu minimum synth́etique lactate (MMSL), nous avons ajouté 2g/L de sodium-L-lactate
(Sigma-Aldrich).

• Pour le milieu minimum synth́etique sorbitol (MMSS), nous avons ajouté 2g/L de sorbitol (WMR).

Stérilisation Les milieux riches et les milieux minimum synthétiques ont́et́e syst́ematiquement au-
toclav́es (Autoclaveur de table Systech Série D) �a une temṕerature de 120°C et une pression de 1 bar
pendant 20 minutes. Pour les milieux solides, la solution autoclavée a ensuitéet́e étaĺee dans des boites
de Ṕetri avant d'̂etre stocḱe �a 0°C.
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Milieu Composition

Milieu riche glucose
YPD

Glucose 2% ;KH 2PO4 0,1% ;(NH 4)2SO4 0,12%;
Extraits de levure 1%

Milieu riche lactate
YPL

Lactate 2%;KH 2PO4 0.1%;(NH 4)2SO4 0.12%;
Extraits de levure 1%; Bactopeptone 1%

Milieu minimum
synth́etique lactate

MMSL

Lactate 2% ;KH 2PO4 0,1%;(NH 4)2SO4 0,5%;
Hydrolysats de caséine 0,2% ; YNB 0,175% ;

Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%
pH 5,5 avec le NaOH

Milieu minimum
synth́etique glucose

MMSG

Glucose 2% ;KH 2PO4 0,1% ;(NH 4)2SO4 0,5%;
Hydrolysats de caséine 0,2% ; YNB 0,175%

Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%

Milieu minimum
synth́etique sorbitol

MMSS

Sorbitol 1.98% ;KH 2PO4 0,1% ;(NH 4)2SO4 0,5%;
Hydrolysats de caséine 0,2% ; YNB 0,175%

Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%

Milieu minimum
synth́etique galactose

MMSGal

Galactose 2% ;KH 2PO4 0,1% ;(NH 4)2SO4 0,5%;
Hydrolysats de caséine 0,2% ; YNB 0,175%

Adénine 0.05% ; Uracile 0.02% ; Tryptophane 0.02%

Table 4.1: Composition des milieux de culture utilisés. Les pourcentages représente des rapports massiques (0:1% = 1g=L) .

4.1.1.3 Culture en milieu solide

Pour stocker les levures au LOMA, les levures ontét́e ensemenćees dans un milieu solide YPD. Une sus-
pension d'environ deux CFUs (unité formant colonie) dans du milieu minimum synthétique glucose est
vortex́ee pendant 30s avant d'êtreétaĺee sur le gel d'YPD en utilisant un embout de pipette P1000 stérile.
Les boites de Ṕetri sont ensuite placées dans un incubateur�a 30°C pendant 48h. Passée cette ṕeriode
d'incubation, les boites de pétri sont plaćees au ŕefrigérateur (0°C) pour une conservation prolongée.

4.1.1.4 Pŕeculture en milieu liquide

Pour toutes les expériences de culture cellulaire présent́es dans cette th�ese, unéetape de pŕeculture a
ét́e ŕealiśee pŕealablement�a leur ensemencement dans le bioréacteur. Les levures sont extraites d'une
culture en milieu solide telle que décrite ci-dessus. L'équivalent d'environ deux unités formant colonie
sont pŕelev́ees avec un ĉone de pipette P1000, avant d'être ḿelanǵe dans 4 mL d'un milieu identique�a
celui de la culture en bioréacteur, dans un tube Falcon 50 mL. La préculture est vortex́ee pendant 30s
avant d'̂etre mise�a incuber dans un bain-marie agité �a 30°C pendant une période de 12h pour les mi-
lieux glucose et 24h pour les milieux lactate et galactose. Pour contrôler l' état des levures au cours de
la pŕeculture, la densité optique�a 600nm est mesurée avec un spectrophotom�etre (Shimadzu UV-3600)
�a l'ensemencement et�a l'arrêt de la pŕeculture. Avant chaque mesure, la préculture est homoǵeńeiśee
par vortexage pendant 30 secondes�a 2100 rpm. Les précultures ainsi que les mesures au spectropho-
tom�etre sont ŕealiśees en triplica pour favoriser la réṕetabilit́e des exṕeriences de croissance des levures
en bioŕeacteur.

123
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4.1.1.5 Lancement de la culture en bioŕeacteur

En se servant de la mesure de la densité optique�a 600nm en �n de pŕeculture, un certain volume
de pŕeculture est pŕelev́e pour être ensemencé dans 50mL de milieu de culture directement dans le
bioréacteur (bouteille de 50mL) pour atteindre une concentration de levure de 0.052 g/L de masse s�eche
correspondant�a une densit́e optique de 0.12. Comme décrit dans la sous-section 4.1.2, le bioréacteur est
instalĺe sur un plateau�a agitation orbitale (150rpm) et l'oxygnéation de la culture est lancé dans un d́elai
de 10 minutes apr�es l'ensemencement. La culture en bioréacteur est effectuée�a temṕerature ambiante.

4.1.2 Bioŕeacteur avec suivi de la prolif́eration en ligne

4.1.2.1 Les diff́erents types de bioŕeacteurs

Les propríet́es des syst�emes biologiqueśevoluent au cours du temps et au cours des expériences. Pour
travailler avec des syst�emes biologiques, il est donc nécessaire d'être en mesure de suivre cetteévolution.
Ceci requiert d'identi�er un crit�ere�a suivre et d'avoir�a sa disposition l'outil pour le mesurer. En ce qui
concerne les levures, le meilleur indicateur de leurévolution (on parlera d'état physiologique) est la
phase de croissance dans laquelle elles se trouvent. Pour identi�er cette phase de croissance, il est
nécessaire de développer un syst�eme permettant de suivre la croissance de la population (aussi appelé la
prolifération) des levures au cours du temps. Ceci est réaliśe en biologie par l'emploi de bioréacteurs qui
int�egrent des syst�emes de mesure (optique,électronique ou massique) de la biomasse (représentative du
nombre de levures) au cours du temps.
Dans cette section, nous proposons un montage d'un bioréacteur avec suivi de la prolifération en temps
réel, d́evelopṕe et mis en place au LOMA pour couvrir nos besoins expérimentaux. Ce syst�eme se ra-
joute �a la grande variét́e de bioŕeacteurs de touteśechelles d́ecrits dans la litt́erature.
Les cat́egories de bioŕeacteurs peuventêtre regrouṕees en fonction de leuŕechelle de taille. �A la plus
petiteéchelle, les microbioréacteurs accueillent des volumes de cultures inférieures�a 1 mL et leur fonc-
tionnement repose sur la conception de circuits micro�uidiques (Schäpper et al., 2009). Ensuite, les
minibioréacteurs sont pensés pour des cultures de volume allant de 1�a 50 mL. Il existe une grande
variét́e de designs pour ce type de syst�emes (Betts and Baganz, 2006). En�n, les macro-bioréacteurs
accueillent des volumes de cultures de supérieurs�a 0.5 L litre. Ils sont tr�es utiliśes �a l' échelle d'essai
dans les laboratoires ou en temps que pilote�a l' échelle industrielle (Tikhomirova et al., 2018).
Pour concevoir un bioréacteur, il est donc nécessaire de bien positionner son syst�eme dans cet ensemble
en fonction du besoin auquel il doit répondre. Chaque type de bioréacteur pŕesente des avantages et des
inconv́enients propres et il est important de bien conna�̂tre les syst�emes existants pour faire les meilleurs
compromis. Le tableau 4.2 résume les caractéristiques importantes de chaque type de bioréacteurs.

Les microbioréacteurs Les microbioŕeacteurs permettent de réaliser des cultures dans des volumes
tr�es faibles, inf́erieurs au mL. La chambre de culture est intégŕee dans une puce micro�uidique fab-
riquée le plus souvent en PDSMS ou en PMMA. L'utilisation des microbioréacteurs offre de nombreux
avantages. Cette approche est avantageuse en termes de coût, car elle ńecessite peu de matériel et de
réactif (en quantit́e) pour le lancement d'une culture. L'approche micro�uidique offreégalement une
grande libert́e de conception pour répondre ef�cacement�a différents enjeux exṕerimentaux (Adler et al.,
2012, Cho et al., 2007, Groisman et al., 2005, Polinkovsky et al., 2009). Dus�a leur petite taille, les
microbioŕeacteurs peuvent facilementêtre instalĺes sur des microscopes a�n de faire des acquisitions
d'images�a haute ŕesolution en temps réel. Cependant, la fabrication de microcircuits �uidiques ainsi
que les pompes de précision (ṕeristaltiques , solénö�des ,�a pression) peuvent représenter un côut impor-
tant. De plus le ḿelange (l'agitation) de la culture est d'autant plus dif�cile que la taille du syst�eme est
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petite. Les nombres de Reynolds correspondant auxécoulements dans les circuits micro�uidiques sont
faibles et il est dif�cile d'atteindre des régimes turbulents favorables aux mélanges. Les répercussions
de ce probl�eme sont la pŕesence d'inhomoǵeńeités dans la ŕepartition de l'oxyg�ene, du substrat et du pH
ainsi que de la temṕerature dans la chambre de culture. D'autres inconvénients d'utiliser des circuits
micro�uidiques en PDMS : (1) la perḿeabilit́e des gaz, (2) la diffusion de molécules�a travers la paroi
de PDMS, (3) l'́evaporation et (4) la gestion des bulles dans le circuit.
En ce qui concerne le suivi des param�etres de culture dans les microbioréacteurs, le faible volume de
travail ne permet pas de faire des prél�evements. Il est donc nécessaire de mettre en place des syst�emes
de mesures en ligne. Ces capteurs peuventêtre optique oúelectrochimique. Cependant les capteurs
optiques sont pŕeférables, car ils sont non-invasifs et présentent plus de simplicité d'intégration dans le
syst�eme de micro�uidique. Pour le suivi de la prolifération des levures, la mesure la plus communément
faite est une mesure optique de l'absorbance de (toute) la culture grâce�a des �bres optiques branchées
directement sur la chambre humide. Les techniques les plus utilisées pour d́etecter les variations de pH
et de l'oxyg�ene dissous reposent sur des capteurs �uorescents (Schäpper et al., 2009).

Les minibior éacteurs Les minibioŕeacteurs concernent les syst�emes avec un volume de travail de
l'ordre du mL. Il existe une grande variét́e de minibioŕeacteurs.
La technique la plus utiliśee consiste�a employer des �asques (tubes, erlenmeyer) avec une agitation
orbitale ou lińeaire. Il s'agit de la ḿethode la pluśeconomique pour mener une culture fermée (dite
”en batch”), car elle ne ńecessite que du matériel commun en laboratoire et peu coûteux. Pour de tels
syst�emes, la quantité de micro-organismes est souvent suivie par des mesures optiques de prél�evements
réguliers, bien qu'il soit possible d'intégrer des syst�emes de mesures optiques en ligne. Les �asques
agit́ees pŕesentent l'inconv́enient d'avoir une surface d'aération moindre comparée aux bioŕeacteurs
�a chambre agitée par turbine. De plus, le fait d'utiliser un syst�eme d'agitation externe est souvent
défavorable�a l'intégration de syst�eme de mesure en ligne.
Les microplaques sontégalement une catégorie de minibioŕeacteur. Les microplaques sont des structures
en plastique comprenant plusieurs séries de puits de faible volume. Ils s'agit de l'outil idéal pour ŕealiser
un grand nombre de cultures en parall�ele. Comme les �asques agitées, la surface d'oxyǵenation est lim-
itante. De plus, les microplaques souffrent de probl�emes d'́evaporation dues au faible volume de travail
dans chaque puits, ainsi qu'un risque de cross-contamination entre les différents puits. En�n, l'agitation
des microplaques doit géńeralement̂etre stopṕee avant chaque mesure ce qui a la conséquence de provo-
quer des alt́erations des transferts de masse dans la culture�a intervalle ŕegulier. Les microplaques sont
aussi dif�cilement utilisables autrement qu'en culture fermée, car il serait ńecessaire d'installer des cir-
cuits �uidiques individuels pour chaque puits.
Les bioŕeacteurs�a chambre agitée miniature (”MSBRs”) accueillent des volumes de travail intermédiaire
entre ceux utiliśes pour les microplaques et ceux utilisés pour les �asques agitées. Ces syst�emes sont
les imitations miniatures des bioréacteurs�a échelle du laboratoire ce qui leur offre un fort potentiel
d'intégration avec des syst�emes de mesures en ligne (Sonde optique, dérivation �uidique...). L'élément
central de ce type de bioréacteur est la chambre de culture dont les matériaux de construction peuvent
varier selon la conception (Achinas et al., 2020). Cette chambre de culture est en géńeral agit́ee de
l'int érieur gr̂ace�a des turbines, et oxygéńee avec des syst�emes de bullages, pour maximiser les transferts
d'oxyg�ene.
En�n, il existe également des réacteurs miniatures�a colonnes�a bulles o�u le barbotage de l'alimentation
en oxyg�ene jouéegalement le r̂ole d'agitateur. Les avantages de ce type de montage sont un transport
d'oxyg�ene optimal, la parallélisation ainsi que la possibilité de faire des mesures optiques sans arrêter
l'agitation (Betts and Baganz, 2006).
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Les macro-bioréacteurs Les macro-bioŕeacteurs, ou bioréacteur�a l' échelle du laboratoire, peuvent
accueillir des volumes de travail plus ou moins importants selon s'ils sont utilisés�a des �ns de recherche
o�u �a l' échelle pilote dans l'industrie. Comme les minibioréacteurs, il en existe de nombreux designs. Il
existe des bioŕeacteurs en tubes ou en colonnes tr�es utiliśes notamment dans les cultures de micro algues.
Cependant, les bioréacteurs le plus employés restent les bioréacteurs�a chambre agitée. La chambre de
culture de ces bioréacteurs est le plus souvent fabriquée en verre, en inox ou en plastique (bioréacteurs�a
usage unique). La plupart des bioréacteurs�a cetteéchelle sont des produits commerciaux qui int�egrent
des syst�emes de mesures en ligne dans leur conception pour suivre les différents param�etres de culture
(notamment avec des sondes) (Tikhomirova et al., 2018).�A l' échelle d'un laboratoire, le coût de ces
syst�emes ainsi que celui de chaque culture est important. De plus, plus le volume d'un bioréacteur
est grand, plus l'homoǵeńeité et les gradients (de pH, d'oxyg�ene, de substrat, de cellules...) vontêtre
dif�ciles �a mâ�triser (Nadal-Rey et al., 2021).

Positionnement Dans cette section, nous allons présenter le bioŕeacteur que j'ai conçu au LOMA. Il
appartient�a la cat́egorie des minibioŕeacteurs, car il accueille un volume de culture de 50mL. Comme
un bioŕeacteur�a chambre agité, notre syst�eme est composé d'une chambre de culture cloisonnée par
bouchon �uidique qui permet l'int́egration du bioŕeacteur avec des syst�emes de mesures en ligne et
autres d́erivations �uidiques. Contrairement aux bioréacteurs�a chambre agitée classiques, l'agitation
dans notre syst�eme se fait par recirculation de la culture est externe, assurée par un plateau�a agitation
orbitale. L'oxyǵenation se fait par barbotage d'air pour maximiser les transferts d'oxyg�ene. La partie
humide du bioŕeacteur est couplée avec un syst�eme de mesure de l'absorbance en ligne qui se déroule
dans une chambre sépaŕee. D́eporter la mesure dans une chambre optique offre l'avantage de ne pasêtre
affect́e par l'agitation et le bullage dans le bioréacteur. La chambre optique a un volume inférieur �a 1
mL et elle est couplée�a la partie humide grâce�a deśeléments standards de micro�uidique.
La salle d'exṕerimentation dans laquelle se situe le syst�eme a b́eńe�ci é d'importants investissements
pour maintenir stables les conditions de température, d'áeration et d'hydroḿetrie. Sachant qu'un des
objectifs du syst�eme d́ecrit ici est d'offrir un contr̂ole de l'état de levures au cours d'expériences de mi-
croscopie optique et ḿecanique qui se d́erouleront en parall�ele , nous avons fait le compromis de laisser
le bioŕeacteur�a une temṕerature ambiante de 23°C�a la place de se placer�a la temṕerature optimale de
croissance, qui est autour de 30°C pour les levures. Ce compromis permet plus de souplesse dans la
manipulation de l'́echantillon, car celui-ci ne subit aucun stress thermique lors de son transfert vers les
autres instruments de mesure. Le fait d'effectuer la culture dans des conditions expérimentales proche
de celles des microscopes rendégalement le contrôle plus robuste.
Notre syst�eme offre en�n un avantage en termes de coût, car il est essentiellement composé d'équipement
de laboratoire standard�a faible côut, des connecteurs micro�uidiques standards et de composants op-
tiques simples. Leśeléments côuteux se limitent�a la caḿera et la cuve de spectroscopie .
Pour ŕesumer, le montage présent́e dans ce chapitre se positionne entre un minibioréacteurs et micro-
bioréacteurs. Il offre les avantages de coût et de simplicit́e de mise en œuvre d'un minibioréacteur et
la �nesse de mesure d'un microbioréacteur gr̂ace au couplage avec la chambre optique. Dans un pre-
mier temps j'aborderai la partie humide du montage, c'est-�a-dire tous leśeléments dont la fonction est
d'assurer le bon d́eroulement de la croissance des levures. Dans un second temps, je développerai sur la
partie s�eche du montage, en décrivant tous leśeléments impliqúes dans la mesure optique ainsi que la
méthode pour calculer la densité optique et la biomasse.
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Échelle Microbioréacteurs Minibioréacteurs Macrobioŕeacteurs

Volume < 1mL 1 mL �a 50 mL > 0.5L

Agitation Syst�emes
Micropompes

Pompe ṕeristaltique

Pompe ṕeristaltique
Agitation orbitale

Turbine, Barbotage
Turbine, Barbotage

Homoǵeńeité
Transferts
de masse

- - ++ -

Suivi
Concentration

de levures
En ligne

Par pŕel�evements
ou en ligne

En ligne

pH En ligne
Par pŕel�evements

ou en ligne
En ligne

Oxyg�ene En ligne
Par pŕel�evements

ou en ligne
En ligne

Matériaux PMMA, PDMS Verre, Plastique, Inox Verre, Plastique, Inox

Cout Construction + - ++

Fonctionnement - - - +

Reference Scḧapper et al. 2009
Betts and Baganz 2006

Achinas et al. 2020
Tikhomirova et al. 2018
Nadal-Rey et al. 2021

Table 4.2: Caractéristiques des diff́erents types de bioŕeacteur.

4.1.2.2 Partie humide

La �gure 4.1 d́ecrit les diff́erentséléments constituant la partie humide du bioréacteur. La chambre de
culture, que l'on identi�era par la suite par l'annotationCh est compośe d'un ŕeservoir (la chambre)
fermé par un bouchon �uidique. Ce bouchon �uidique constitue l'interface entre la culture et le reste du
montage. Il est directement relié �a la pompe ṕeristaltiqueP qui occupe un r̂ole central dans le syst�eme
en permettant la circulation de la culture entre la chambre de cultureCh et la chambre optiqueCopt o�u
sera effectúee la mesure.
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Figure 4.1 : Représentation en briques fonctionnelles du montage de la partie humide :La partie humide est composée
d'une chambre de cultureCh et d'une chambre optiqueCopt . La circulation de la culture entre les deux chambres est assurée
par la pompe ṕeristaltiqueP. La chambre de cultureCh est un ensemble composé de diff́erentes sous-parties qui permettent le
fonctionnement du bioréacteur et son intégration en śerie avec la chambre optique.

Le r éacteur Le réacteur est composé d'un ŕeservoir (�gure 4.2.A) et d'un bouchon �uidique (�gure
4.2.B).
Le réservoir est composé d'une bouteille de laboratoire de 100 mL. Le bouchon �uidique est un bou-
chon GL45 standard, autoclavable, qui aét́e usińe pour permettre le passage de tubes de diam�etre 1/16”
�a l'intérieur de la bouteille de laboratoire. Cinq taraudages 1/4”-28 UNF ontét́e ŕealiśes dans le bou-
chon GL45 par le service ḿecanique du LOMA pour permettre de visser des connecteurs standards de
micro�uidiques. Le bouchon �uidique usińe dispose de 5 entrées/sorties �uidiques :

• La sortie vers la boucle de recirculation, annotée Ch1� 1 et identi�able au connecteur vert. Le
connecteur accueille un tube plongeant dans la culture qui estégalement branché �a la pompe
péristaltiqueP. La culture est pomṕee hors du ŕeservoir pour̂etre achemińee vers la chambre
optiqueCopt. La culture est ensuite réinject́ee dans le ŕeservoir�a travers l'entŕee depuis la boucle
de recirculation, annotéeCh1� 2 et identi�able au connecteur bleu foncé. La hauteur de l'extŕemit́e
du tube d'entŕee dans le ŕeservoir est suṕerieure�a celle du tube de sortie pour maximiser le mélange
de la culture.

• L'entrée d'oxyg�ene, annot́eeCh2 et identi�able au connecteur noir. Le connecteur accueille un
tube plongeant dans la culture qui estégalement branché �a une pompe�a air (pompe d'aquarium)
PO2 . L'oxyg�ene est insuf�́e dans le bioŕeacteur par bullage pour maximiser la diffusion d'oxyg�ene.
La hauteur de l'extŕemit́e du tube d'oxyǵenation dans le réservoir est suṕerieure�a celle du tube de
sortie vers la boucle de recirculation pour limiter la présence de bulles dans la chambre optique.

• La sortie pour pŕel�evement, annotéeCh3 et identi�able au connecteur bleu clair. Le connecteur
accueille un tube plongeant dans la culture qui peutêtre branch́e �a une pompe ṕeristaltique.

• Le connecteur de l'évent, annot́e Ch4 et identi�able au connecteur noir de forme hexagonale (en-
touŕee en rouge sur la �gure 4.2).B. Ce connecteur permet leséchanges gazeux entre l'intérieur et
l'extérieur du ŕeservoir. Aucun tube plongeant ne passe par ce connecteur.
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Figure 4.2: Photographie ĺegend́ee du ŕeservoir et du bouchon �uidique GL45 usiné de la chambre humide (Ch ) : A.
Le réservoir de la chambre humide est composé d'une bouteille de laboratoire de 100 mL dont le bouchon GL45 aét́e usińe
pour le passage de tuyaux plongeants dans le milieu de culture.B. Le bouchon GL45 du réservoir aét́e usińe pour avoir 5
entŕees/sorties �uidiques ńecessaires�a la culture des levures et�a leur suivi. La sortieCh1� 1 et l'entréeCh1� 2 sont impliqúees
dans la boucle de recirculation. L'entréeCh2 insuf�e de l'oxyg�ene dans le bioréacteur. La sortieCh3 est positionńee sur le
circuit de pŕel�evement de la culture hors du bioréacteur. L'entŕee/sortieCh4 permet deśechanges gazeux avec l'atmosph�ere
pour maintenir une pression constante dans le bioréacteur.

Figure 4.3: Photographie ĺegend́ee du syst�eme d'agitation : Le réservoirCh est �xé sur un plateau�a agitation orbitale DLab
SK-O330-Pro ŕegĺe sur une vitesse de rotation de 150 rpm.
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L'agitation L'agitation du ŕeservoir est assurée par un plateau�a agitation orbitale (voir �gure 4.3. La
vitesse de rotation áet́e �x ée�a 150 rotations par minute, ce qui convient pour garder un milieu de culture
homog�ene.

La recirculation La �gure 4.4 montre une photographie légend́ee de la boucle de recirculation. Sur
cette image on retrouve la chambre de culture avec les connecteursCh1� 1 et Ch1� 2, la chambre optique
Copt ainsi que la pompe ṕeristaltiqueP. Ces troiséléments sont connectés par des tuyaux en silicone
de 4 mm de diam�etre interne. Le sens de circulation de la culture est indiqué par des ��eches bleues.
La pompe ṕeristaltiqueP fonctionne avec un syst�eme de galets qui compressent les tuyaux pour créer
un d́ebit. Cela permet de ”brancher” un tuyau�a la pompe sans ouvrir le syst�eme, ce qui constitue une
sécurit́e vis-�a-vis des contaminations. Durant la culture la pompeP fonctionne�a environ 22 rpm ce qui
correspond�a un d́ebit de 4,5 mL/min. Ce d́ebit aét́e étudíe pour ŕepondre�a plusieurs objectifs :

• assurer un renouvellement du milieu de culture dans la cuve optique suf�samment rapide. Sachant
que la cuve optique fait environ 300�L , le contenu de la cuve est renouvelé enti�erement toutes les
4s.

• ne pas user les tubes en silicone pour une utilisation continue durant plusieurs jours.

Lorsque la cuve est placée verticalement dans la cage optique, l'injection se fait de bas en haut, contre le
sens de la gravité. Cela permet l'́evacuation rapide des bulles qui parviennent accidentellement dans les
tuyaux.

Figure 4.4: Photographie ĺegend́ee de la boucle de recirculation entre la chambre humide et la chambre optique (Ch1� 1

; Ch1� 2 ; Copt ) : La pompe ṕeristaltiqueP pompe le milieu de culture hors de la chambre de cultureCh pour l'injecter dans
la chambre optiqueCopt . Par les m̂emes forces de pression, la culture prélev́ee est ensuite réinject́ee dans la chambre humide.
Les � �eches bleus indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.

L'oxyg énation La culture est oxyǵeńee par barbotage d'air. Comme le montre la photographie légend́ee
4.5, la pompe d'aquariumPO2 insuf�e de l'air dans la chambre de culture. L'air passe par un �ltre de 0,2
� m pour garantir la stérilité de la culture. Une vanne d'arrêt aégalement́et́e plaćee sur le circuit pour
permettre de couper l'arriv́ee d'oxyg�ene.
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Figure 4.5 : Photographie ĺegend́ee du circuit d'oxygénation de la chambre humide (Ch2) : La pompePO2 assure la
circulation de l'air �a travers un �ltre de 0,2� m jusqu'�a la chambre de culture. Une vanne aét́e instalĺee sur le circuit pour
laisser la possibilit́e �a l'utilisateur de couper l'arriv́ee d'air. L'oxygénation se fait par bullage d'air. Les ��eches bleues indiquent
le sens de circulation dans les tuyaux.

Le syst�eme de pŕel�evement Le syst�eme de bioŕeacteur d́ecrit dans ce chapitre áet́e d́evelopṕe pour
contr̂oler l' état de prolif́eration de levures au cours d'expériences de microcopie. Il est donc nécessaire
qu'un syst�eme de pŕel�evement soit int́egŕe pour pŕelever unéchantillon de culture dans uńetat connu
avant de lancer les expériences de microscopie. Il estégalement ńecessaire que le contrôle de la culture se
poursuive apr�es le pŕel�evement, en parall�ele des exṕeriences de microscopie. Le syst�eme de pŕel�evement
ne doit donc pas risquer de contaminer la culture. La �gure 4.6 contient une photographie légend́ee du
syst�eme de pŕel�evement. Le tuyau de prél�evement peut̂etre connect́e �a une pompe ṕeristaltique comme
la pompe ṕeristaltique de paillasse présent́e sur la photographie ou sur la pompeP en cours de culture.
Lorsque aucun prél�evement n'est en cours, la vanne d'arrêt branch́ee sur le circuit est maintenue fermée
pouréviter la circulation d'air non �ltŕe dans le bioŕeacteur. En ǵeńeral, un faible volume de culture (<
1 mL) est requis pour effectuer les expériences de microscopies.

L' évent A�n que le bullage n'engendre pas une augmentation de la pression dans le bioréacteur, un
syst�eme d'́event aét́e mis en place pour permettre leséchanges gazeux avec l'extérieur du syst�eme. Un
�ltre de 0,2 � m aét́e plaće �a l'extrémit́e de l'évent pour assurer la stérilité de la chambre culture pour les
gaz entrants.
La même entŕee est utiliśee pour injecter le milieu de culture dans la chambre de culture de mani�ere
st́erile. Comme on peut le voir sur la �gure 4.7, une pompe péristaltique de paillasse est utilisée pour
injecter le milieu de culture�a travers un �ltre 0,2� m. Cette strat́egie permet de garantir la stérilité au
cours de l'ensemencement.
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Figure 4.6 : Photographie ĺegend́ee du circuit de prél�evement de la chambre humide (Ch3) : La pompe ṕeristaltique de
paillasse pŕel�eve la culture pour l'acheminer dans un tube de prél�evement. Une vanne d'arrêt maintient le circuit de prél�evement
fermé lorsqu'il n'est pas en cours d'utilisation. Les ��eches bleus indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.

Figure 4.7: Photographie ĺegend́ee du syst�eme d'évent/d'injection du milieu de la chambre humide (Ch4) : Le syst�eme
d'évent assure leśechanges gazeux�a travers un �ltre de 0,2� m pour maintenir la pression constante dans la chambre de
culture. Ce circuit est́egalement utiliśe pour injecter de mani�ere st́erile le milieu de culture dans le bioréacteur au moment de
l'ensemencement. Les ��eches bleues indiquent le sens de circulation dans les tuyaux.
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Procédure de st́erilisation La proćedure de st́erilisation de la partie humide est un protocole qui a non
seulement́et́e test́ee et optimiśee mais qui áegalement in�úe sur le choix des composants du bioréacteur.
Apr�es avoirét́e nettoýe au savon d́esinfectant (Suma Star Des1%) puis rinće �a l'eau milli-Q, l'ensemble
du bioŕeacteur, exception faite des �ltres et de la cuve optique, est autoclavé pŕe-mont́e �a 121°C. Tous les
composants de la partie humide (tuyaux en té�on et en silicone, connecteur �uidique, bouchon GL45,
vannes...) ont́et́e śelectionńes pour toĺerer l'autoclavage. Le branchement des �ltres, le branchement
des tuyaux sur la cuve ainsi que l'ensemencement se déroulent dans des conditions stériles sous la
PSM . Gr̂ace au syst�eme d'́event d́ecrit dans la section 4.1.2.2, toute la procédure de mise en route
du bioŕeacteur se d́eroule sans ouvrir le réservoir.

4.1.2.3 Partie s�eche

La �gure 4.8 pŕesente les diff́erentśeléments impliqúes dans la partie s�eche du syst�eme, c'est-�a-dire tous
les éléments impliqúes dans la mesure de l'intensité lumineuse qui passe�a travers la chambre optique
Copt. Notre montage peut̂etre d́ecompośe en sous-parties :

• Une source lumineuse. Ici, il s'agit d'une LED blanche dont la lumi�ere est �ltrée�a 600 nm.

• Une partie opto-ḿecanique qui contient leśeléments ńecessaires au maintien de l'échantillon sur
le circuit optique et�a la focalisation du faisceau lumineux sur le capteur.

• Une partie opto-́electronique composée exclusivement d'un capteur CMOS linéaire.

• Un syst�eme d'acquisition constitúe d'un ordinateur et de la programmation python pour piloter la
caḿera lińeaire et ǵerer l'enregistrement des données du capteur CMOS.

Figure 4.8: Représentation en briques fonctionnelles du montage de la partie s�eche (optique) :Le montage optique utiliśe
pour suivre la croissance des levures est composé d'une source lumineuse, d'une partie opto-mécanique, d'une partie opto-
électronique ainsi que d'un syst�eme d'acquisition. Chaque partie est composée d'un ensemble de matériels requis pour assurer
leur fonction.

Le montage optique Le sch́ema du montage optique ainsi qu'une photographie du montage sont
présent́es dans la �gure 4.9. La mesure de l'intensité de la lumi�ere est ŕealiśee en transmission. La
lumi�ere estémise par une LED blanche dont l'intensité peutêtre ŕegĺee. Cette source estégalement

133
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équiṕee d'un diaphragme et d'une lentille de collimation qui permettent de régler la largeur du fais-
ceau lumineux. Un �ltre passe-bande�a aét́e rajout́e �a l'extrémit́e de la source. Ce �ltre�a 600 nm�
40 nm aét́e utilisé pour reproduire les conditions de mesure utilisées classiquement en biologie avec
un spectrophotom�etre. Le faisceau lumineux passe�a travers la chambre optique qui est une cuve de
spectroscopie avec un trajet optique de 1 mm (1=10eme du trajet optique des cuves de spectroscopies
classiques).
Cette cuve est placée dans une cage optique qui int�egre des masques de chaque côté de la cuve pour
bloquer la lumi�ere ṕeriph́erique. Les diff́erentséléments qui composent la cage optique sont présent́es
dans la �gure 4.10. Pour maintenir les différentśeléments de la cage optique ensembles et alignés, nous
avons utiliśe une cage optique de 30x30 mm2 (SPT1/M Thorlabs). Cette cage accueille quatre tiges de
6 mm de diam�etre qui vont servir de rails. Les masques souples ontét́e imprimés en 3D par mes soins
dans un mat́eriau souple sous les conseils de l'ingénieur Śebastien Cassagn�ere du servicéelectronique et
instrumentation du LOMA. Les quatre trous de 6 mm de diam�etre permettent le montage des masques
sur les rails. Le passage de la lumi�ere est limit́e par un rectangle de 32 x 8 mm. En�n la chambre optique
est l'élément central de la cage optique. Il s'agit d'une cuve�a faces optiques avec entrée et sortie en
verre. Les extŕemit́es �uidiques d́epassent hors du cadre de la cage pour y brancher les tuyaux.
Apr�es son passage�a travers la cage optique, le faisceau lumineux est en�n focalisé sur le capteur lińeaire
CMOS gr̂ace �a une lentille de focalisation semi-cylindrique. L'utilisation de cette lentille permet de
maximiser la lumi�ere qui arrive sur le capteur CMOS.

Figure 4.9 : Sch́ema et photographie du montage optique : A.Sch́ema ĺegend́e du montage optique. La LED blanche
émet un faisceau lumineux dont la largeur peutêtre ŕegĺee par l'utilisation d'un diaphragme. Le faisceau est collimaté par une
lentille. La lumi�ere passe ensuite�a travers un �ltre passe-bande�a 600 nm. La lumi�ere en ṕeriph́erie de la cuve de spectroscopie
est masqúee (voir �gure 4.10). La lumi�ere pasśee �a travers l'́echantillon est en�n focaliśee sur un capteur CMOS 1D par une
lentille semi-cylindrique.B. Photographie du montage optique correspondant.
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Figure 4.10: Photographie ĺegend́ee des diff́erentes parties de la cage optique :La cage optique est composée d'une cage
de 30x30 mm2 (SPT1/M Thorlabs)́equiṕee de rails qui vont permettre l'alignement des différents composants du montage dans
l'ordre �gurant sur la photographie. Les masques ontét́e fabriqúes par mes soins au LOMA par impression 3D (mati�ere souple).
Ils occupent la double-fonction d'obstruer le passage de la lumi�ere ṕeriph́erique�a la chambre optiqueCopt tout en permettant
l'alignement vertical et horizontal de la cuve dans ce support.

L'intensit é La mesure effectúee par le capteur CMOS est une mesure d'intensité. L'intensit́e est une
valeur arbitraire en nombre de bits qui traduit la quantité de lumi�ere reçue par chaque pixel du capteur
CMOS. Cette intensité est comprise entre un seuil de saturation au-del�a duquel le capteur n'enregistre
plus, et un seuil minimum qui correspond au bruitélectronique du capteur. L'intensité mesuŕee d́epend
également du temps d'intégration de la caḿera qui correspond au temps durant lequel l'obturateur reste
ouvert et durant lequel les photons arrivent sur le capteur.
Dans cette section, nous allons présenter la mesure effectuée par le capteur CMOS ainsi que notre
proćedure pour contr̂oler la mesure d'intensité.

Le pro�l d'intensit é spatial Le capteur CMOS est un capteur linéaire, c'est-�a-dire qu'il enregistre
l'intensité reçue sur une barrette de 2048 capteurs (pixels). Ainsi, il est possible de tracer l'intensité
mesuŕee par chaque pixel en fonction de l'indice du pixel (de 1�a 2048). En connaissant la taille de
chaque pixel qui est de 14� m il est possible de tracer le pro�l spatial de l'intensité. Les pro�ls spatiaux
tels qu'enregistŕes par le capteur lińeaire dans diff́erentes con�gurations du montage optique sont tracés
sur le graphique D de la �gure 4.11.
Nous avonśetudíe l' évolution du pro�l spatial dans quatre con�gurations optiques différentes :

• Dans la premi�ere con�guration, toute la partie opto-mécanique se limite�a la lentille de focalisation
juste avant la caḿera. La cage optique áet́e enlev́ee du chemin optique comme on peut le voir sur
la photographie A. de la �gure 4.11. Le pro�l spatial correspondant�a cette situation est tracé en
bleu (ĺegend́e ”Air”).

• Dans la seconde con�guration, la cage optique sans la cuve aét́e ajout́ee (photographie B.). Le
pro�l spatial correspondant áet́e traće en orange (légend́e ”Cage”).
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• Dans la troisi�eme et la quatri�eme con�guration, la cuve áet́e ajout́ee puis elle áet́e remplie d'eau
milli-Q (photographie C.). Le pro�l spatial correspondant�a la cuve sans eau est tracé en jaune
(légend́e ”Cage+Cuve”) et celui correspondant�a la cuve remplie d'eau milli-Q est tracé en violet
(légend́e ”Cage+Cuve+Eau”)

Ces pro�ls spatiaux ont tous une forme en cloche avec un maximum d'intensité enregistŕe pour les pixels
d'indices environnant 1000. L'étalement de la cloche dépend de la largeur du faisceau. Pour le pro�l
d'intensit́e spatial sur l'air (bleu), on observe que c'est celui qui atteint l'intensité la plus haute dans ces
conditions de mesure. Vu qu'il n'y a pas la cage optique, il n'y a pas non plus les masques, donc la
l'intensité maximale du faisceau lumineuxémis par la source parvient sur le capteur.
Lorsqu'on installe la cage optique (tracé orange), on voit que le maximum d'intensité de la cloche est
moindre. Cela est d̂u au fait que la lumi�ere ṕeriph́erique áet́e masqúee. De plus, on peut observer que la
”cloche” du pro�l spatial est moinśetaĺee, car l'utilisation des masques a diminué la largeur du faisceau
parvenant jusqu'au capteur.
Lorsque l'on installe la cuve sans eau (jaune), on observe de nouveau une diminution de l'intensité qui
est due�a l'interface verre-air-verre. En�n lorsque l'on remplit la cuve (violet), on observe une lég�ere
augmentation du maximum d'intensité, car la diff́erence d'indice de réfraction est moins importante en-
tre le verre (� 1; 5) et l'eau (� 1; 3) qu'entre le verre et l'air (� 1).

Figure 4.11: Contr ôle de la mesure d'intensit́e : A. , B. , C. Photographie du montage optique dans les con�gurations
respectives : sans cage optique, avec la cage optique et avec la cuve contenant potentiellement de l'eau.D. Pro�ls de l'intensit́e
mesuŕee par la caḿera 1D dans les différentes con�gurations : sans cage optique (bleu), avec la cage optique (orange), avec la
cage optique et la cuve (jaune), avec la cage optique et la cuve remplie d'eau (violet).E. Rapport des pro�ls d'intensit́e sur le
pro�l d'intensit é de l'air (sans cage optique)I=I ref . F. Fonction de densité de probabilit́e des ratios traćes en E. Les valeurs de
I=I ref correspondant aux maximums des histogrammes sont utilisées pour d́eterminer les valeurs deI � assocíees aux diff́erents
contr̂oles de la mesure.

Détermination de l'intensité A�n d'isoler l'intensit é de l'échantillon des effets du masque, nous
avons mis en place une procédure dont la premi�ereétape consiste�a faire le ratio des diff́erents pro�ls
d'intensit́e par le pro�l obtenu sans la cage optique. Ces ratios sont tracés sur le graphique E. de la �gure
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4.11. Comme attendu pour le ratio du pro�l d'intensité sans la cage optique sur lui-même, il est́egal �a
1 plus ou moins le bruit de mesure. En revanche, pour les autres ratios, on observe systématiquement
de fortes variations du ratio d'intensité sur les bords qui sont provoquées principalement par la présence
des masques, car ils sont observables d�es le placement de la cage. Cependant, pour tous les ratios, on
peut observer la présence d'un plateau entre les pixels 500 et 1200. Cela signi�e que, sur cet intervalle,
la forme du pro�l spatial n'a paśet́e affect́ee par l'ajout deśeléments opto-ḿecaniques et que l'intensité
mesuŕee sur cet intervalle correspond�a de la lumi�ere qui est effectivement passée par l'́echantillon.
Pour śelectionner cette valeur d'intensité, nous avons tracé les fonctions de probabilité de chaque rap-
port I=I ref pour d́eterminer la valeur la plus représent́ee dans chaque condition de mesure. Les pics de
l'histogramme repŕesentent chacun les valeurs les plus représent́ees de chaque rapportI=I ref , soit celles
présentes dans le plateau. Nous avons alors dé�ni l'intensit é I � comme l'intensit́e correspondant au pic
maximum de l'histogramme. C'est cette valeur d'intensité I � que nous conserverons pour la suite des
analyses.

Figure 4.12: Contr ôle de l'intensité mesuŕee par la caḿera linéaire: A. Variation de l'intensit́e I � en fonction du temps
d'exposition de la caḿera. B. Variation de l'intensit́e I � en fonction de la puissance de la source lumineuse. Le protocole
d'analyse utiliśe pour d́eterminerI � est d́ecrit dans le paragraphe 4.1.2.3.

Contr ôle de l'intensité mesuŕee. En appliquant la proćedure d́ecrite plus haut, nous avons mesuré les
valeurs d'intensit́e I � au cours de deux tests :

• Un test de la variation d'intensité en fonction du temps d'exposition du capteur CMOS.

• Un test de la variation d'intensité en fonction de la puissance de lumi�ere sortant de la source.

Les graphiques de la �gure 4.12 montrent les résultats obtenus au cours de ces deux tests. Pour un temps
d'exposition variant de 2�a 20�s , on voit que la relation entre l'intensité mesuŕee et le temps d'exposition
est une droite ce qui signi�e queI � est proportionnel au temps d'exposition. Pour mesurer la puissance
de lumi�ere produite par la source, nous avons utilisé un powerm�etre. Sur le graphique B, on véri�e bien
que la relation entre l'intensité mesuŕee et la puissance de la source est une droite qui passe par l'origine.
Cela signi�e queI � est proportionnel�a la quantit́e de lumi�ere reçue.
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4.1.2.4 Du pro�l spatial d'intensit é �a la densit́e optique

La lecture de la densité optique est une technique tr�es utiliśee dans les laboratoires de microbiologie o�u
elle permet une mesure indicative de la quantité de biomasse dans une culture. Elle permet de suivre,
en routine, la prolif́eration des micro-organismes, permettant d'identi�er leurs phases de croissances, et
de d́eterminer la quantité de cellules�a pŕelever pour ŕealiser un ensemencement. La densité optique est
également utiliśee pour tous les dosages (protéiques notamment) réaliśes par spectrophotoḿetrie. Dans
cette sous-section, nous allons dé�nir ce qu'est la densit́e optique et pŕesenter les nombreux param�etres
qui peuvent avoir une in�uence sur cette mesure.

La densité optique Lorsque la lumi�ere passe�a travers une suspension de particules, l'atténuation de
la lumi�ere est due�a deux ph́enom�enes : l'absorption et la diffusion de la lumi�ere.

L'absorption L'absorption d́esigne le processus physique par lequel l'énergiéelectromagńetique de la
lumi�ere est transforḿee en une autre forme d'énergie. Au niveau atomique, l'absorption représente le
phénom�ene par lequel l'́energie d'un photon est prise par un atome, produisant une transitionélectronique
d'un électron de valence. Le photon est absorbé par le mat́eriau au cours de ce phénom�ene. L'absorption
est le ph́enom�ene d'att́enuation de la lumi�ere majoritaire pour les milieux homog�enes et monodisperse
(particules de m̂eme taille et de m̂eme ǵeoḿetrie avec le m̂eme indice de ŕefraction).

La diffusion La diffusion de la lumi�ere d́esigne le ph́enom�ene de redirection de la lumi�ere par ŕe�exion
ou par diffraction, lorsque le faisceau lumineux traverse des milieux avec des indices de réfraction
diff érents. Ce ph́enom�ene joue un r̂ole tr�es important dans les suspensions. Les variations d'indices de
réfraction entre les diff́erentes particules engendrent une importante atténuation de la lumi�ere. Lorsque
la concentration des particules est importante, et que la lumi�ere est diffuśee par plusieurs particules de
formes et de tailles diff́erentes, on parle de phénom�ene de diffusion multiple.

La densit́e optique est une mesure de l'atténuation de la lumi�ere transmise�a travers uńechantillon et
repŕesente donc une mesure�a la fois des ph́enom�enes d'absorption et des phénom�enes de diffusions. La
densit́e optique est d́e�nie par l' équation 4.1 :

OD = � log10(
I e

I 0
) (4.1)

o�u I e est l'intensit́e de lumi�ere transmise par l'échantillon mesuŕe etI 0, l'intensité de lumi�ere transmise
par une solution contrôle qui ne contient pas d'échantillon.

Pour leśechantillons monodisperses, o�u le coef�cient d'att́enuation des particules� et le trajet optiquel
sont connus, on peut alors appliquer la loi de Beer-Lambert et retrouver la loi de proportionnalité entre
la densit́e optiqueDO et la concentration des particulesc :

OD = � � c � l (4.2)

Le coef�cient d'att́enuation� est une grandeur expriḿee L� mol� 1� cm� 1 qui caract́erise comment une
suspension atténue la lumi�ere. Lorsqu'il s'agit de suspension microbienne, les cellules vont avoir
des tailles et des géoḿetries diff́erentes d'une cellule�a l'autre. Dans ce type de suspension (non-
monodisperse), le coef�cient d'atténuation� ne peut paŝetre consid́eŕe constant�a cause des phénom�enes
de diffusions. Il est alors dif�cile de relier la quantité de biomasse�a la densit́e optique en utilisant la loi
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Méthodes exṕerimentales

théorique de Beer-Lambert.

Dans le cas o�u l'atténuation de la lumi�ere est essentiellement liée aux ph́enom�enes de diffusion, la
relation entre la quantité de particules et la densité optique vâetreétroitement líee aux ph́enom�enes de
diffusions multiples. On parle de diffusion multiple pour les suspensions microbiennes denses, lorsque le
nombre d'́evénements de diffusion par photon augmente, complexi�ant ainsi la redirection de la lumi�ere
sur le spectrophotom�etre. La prise en compte de ces phénom�enes de diffusions multiples ne peut pasêtre
décrite par une relation lińeaire.

Cependant, lorsque la distance entre les particules est beaucoup plus importante que la taille des par-
ticules, les ph́enom�enes de diffusions multiples, bien que présents, vont̂etre ńegligeables. Dans cette
situation qui correspond a des suspensions de particules diluées, la relation entre la densité optique et la
quantit́e de particules peut alorsêtre estiḿee par une loi de proportionnalité. Dans la plupart des mesures
de densit́e optique d́ecrites dans la litt́erature, la stratégie adopt́ee exṕerimentalement consiste�a diluer
l' échantillon avant chaque mesure pour se placer�a des concentrations de particules o�u la relation avec
la densit́e optique peut̂etre approxiḿee lińeairement. Cette stratégie est simple�a mettre en œuvre pour
des mesures ponctuelles, mais n'est particuli�erement pas adaptée pour des mesures en continu.

Ainsi, la mesure de la densité optique d'unéchantillon varie en fonction de nombreux param�etres qui
sont importants�a discuter.

Variation en fonction du blanc de la mesure On d́e�ni le blanc de la mesure de densité optique la
solution contr̂ole dont l'intensit́e transmise correspond auI 0 de l'équation (4.1). La śelection du blanc de
mesure est un param�etre important qui va avoir un impact impact important sur la mesure. La stratégie
privil égíee est d'utiliser le milieu de culture comme blanc. Cette stratégie permet de prendre en compte la
contribution du milieu de culture dans la détermination de la densité optique. Cependant, il faut garder�a
l'esprit qu'au cours du d́eroulement de la culture, les micro-organismes vont consommer des nutriments
présents dans le milieu de culture et produire d'autres esp�eces chimiques, ce qui va altérer la composition
du milieu et peut potentiellement faire �uctuer sa densité optique.

Variations en fonction de la longueur d'onde de la source Le choix de la longueur d'onde est un
param�etre important�a prendre en considération pour toutéetude de spectrophotométrie. Il est ńecessaire
de choisir une longueur d'onde pour laquelle la relation entre la quantité de biomasse et la densité op-
tique est ind́ependante des conditions de cultures. Pour ce faire, il est préférable de se placer dans une
zone du spectre o�u l' échantillon ne pŕesente pas de pics d'absorption. Dans cette situation, le phénom�ene
d'atténuation de la lumi�ere est principalement la diffusion qui est relativement constante lorsque la com-
position de la biomasse et son indice de réfraction ne varient pas.
Pour des cultures microbiennes de cellules non pigmentées telles que la bactérie E.coli ou la levure
S.cerevisiae, un large domaine du spectre de la lumi�ere peut̂etre utiliśe pour ŕealiser une mesure robuste
et sensible. En biologie, il s'est installé comme convention de mesurer la densité optique�a une longueur
d'onde de 600 nm. Pour que le travail réaliśe dans cette th�ese soit comparable et validé avec les mesures
réaliśees classiquement en biologie, nous avons fait le choix de respecter cette convention et mesurer la
densit́e optique�a une longueur d'onde de 600 nm.

Variation en fonction de la géométrie et de la composition des particules L'indice de ŕefraction
d'une cellule conditionne sa mani�ere de diffuser la lumi�ere. La diffusion d'une cellule peut varier en
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fonction de sa taille, de sa forme, de l'épaisseur, de l'indice et de la composition de sa paroi cellulaire
et de l'indice de ŕefraction de son cytoplasme. Au cours d'une culture microbienne, les cellules passent
�a travers plusieurs cycles de division au cours desquels elles changent drastiquement de forme, de taille
et de composition. De plus, il áet́e identi�é d'importantes variations de la composition de la paroi
cellulaire ainsi que sońepaisseur selon la phase de croissance (Smith et al., 2000a). En�n, au cours de
la culture, il est possible que plusieurs cellules forment des agrégats, c.-�a-d. deśeléments diffusifs de
taille beaucoup plus importante que la cellule unique. Cette large distribution de l'indice de réfraction
de chaque cellule joue intrins�equement dans chaque mesure de la densité optique et est responsable de
l'apparition des ph́enom�enes de diffusion multiple pour les hautes concentrations.

Variations en fonction du trajet optique Comme d́ecrit dans la loi de Beer-Lambert le trajet optique
a une in�uence importante dans la mesure de la densité optique. Dans des suspensions o�u l'atténuation
de la lumi�ere est domińee par les ph́enom�enes d'absorption, pour une concentration donnée, la densit́e
optique sera proportionnelle avec le trajet optique. Pour des suspensions essentiellement diffusives, la
relation entre la densité optique et le trajet optique est plus complexe. Cependant, le fait de travailler avec
un trajet optique plus court permet de limiter lesévénements de multi diffusion en limitant le nombre
de particules rencontrées par chaque photon. Cela va avoir pour effet d'augmenter la concentration de
particules pour laquelle les effets de diffusion multiple peuventêtre ńegligés.

Variation en fonction du spectrophotom�etre En�n, il est important d'aborder que la mesure de la
densit́e optique peut varier en fonction des spéci�cations du spectrophotom�etre :

• Le spectre d'́emission des photons varie de mani�ere importante en fonction de la source lumineuse.
La largeur de la bande spectrale pour une longueur d'onde cible est en compromis avec l'intensité
de la lumi�ere produite. Ce compromis peut varier en fonction des syst�emes et des fabricants. Plus
la largeur de la bande est grande, plus le spectre d'émission est aplati.

• Une fente peut̂etre utiliśee sur certains spectrophotom�etres pour masquer la lumi�ere ṕeriph́erique
qui ne passe pas par l'échantillon. Cet́elément joue essentiellement sur la plage d'intensité
disponible pour faire la mesure et donc sur la sensibilité de la mesure de la densité optique.

• En�n, la taille du photoŕecepteur et sa sensibilité en fonction des diff́erentes longueurs d'onde sont
des param�etres�a consid́erer. Tout particuli�erement dans le cas de la diffusion multiple, l'angle
acceptation du photorécepteur va d́eterminer le nombre de photons disponibles pour mesurer
l'atténuation.

Pour chaque spectrophotom�etre, et pour chaque type d'échantillon, il est donc important d'établir des
courbes de calibration quiétablissent la relation entre la quantité de particules et la densité optique.

Mesure de la densit́e optique avec un spectrophotom�etre Pour mesurer la quantité de biomasse
présente dans les précultures avant l'ensemencement dans le syst�eme de bioŕeacteur d́ecrit dans la partie
”M éthodes exṕerimentales”, un spectrophotom�etre Shimadzu UV-3600 áet́e utilisé. Le spectropho-
tom�etre aét́e ŕegĺe sur une longueur d'onde de 600 nm, avec une largeur de fente de 2 nm et un mode de
mesure en double rayon. Pour ce mode de mesure, un rayon passe�a travers une cuve contenant le blanc
et un autre rayon passe�a travers une cuve contenant l'échantillon. L'intensit́e du blanc est directement
prise en compte dans le calcul de la densité optique retourńee par l'appareil. Les valeurs de densité op-
tique pouvant varier lég�erement d'un spectrophotom�etre �a l'autre en fonction de ces spéci�cations, des
courbes de calibrations de la densité optique en fonction de la quantité de biomasse ontét́e mise en place
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Figure 4.13: Procédure de d́etermination de la densit́e optique avec le syst�eme optique coupĺe au bioréacteur : A. Pro�l
spatial de l'intensit́e mesuŕee en fonction de la position sur la caméra pour le blancI 0 (Orange) et une mesure sur l'échantillon
I e (Bleu). La ŕegression traćee en vert pointilĺe est un lissage du pro�l d'intensité du blanc pris pour la d́etermination du ratio
traće en B.B. Ratio du pro�l d'intensit́e de l'échantillon sur le pro�l d'intensit́e du blanc.C. Fonction de densité de probabilit́e
du ratio traće en B. La taille des bo�̂tes de l'histogramme est de0:05.

pour des cuves de spectrophotométrie de 10 mm et pour des cuves de 1 mm. Les cuves de 1 mm ont pu
être plaćees dans le spectrophotom�etre gr̂ace�a un adaptateur.

Détermination de la densit́e optique avec le syst�eme de mesure du bioŕeacteur La proćedure de
détermination de la densité optique�a partir des pro�ls spatiaux enregistrés par le syst�eme optique est
illustrée dans la �gure 4.13. Pour chaque pro�l spatial d'intensité mesuŕe sur l'échantillonI e, nous
calculons le ratio de ce pro�l sur un lissage du pro�l du blancI 0 mesuŕe sur le milieu sans l'échantillon.
Le pro�l d'intensité du blanc áet́e lisśe avec un �ltre�a fen̂etre gaussienne en utilisant l'outil ”gausswin
” de Matlab. Nous traçons alors la fonction de densité de probabilit́e du ratioI e=I0. Lorsque le contenu
de la cuve est homog�ene, le ratio des pro�ls présente un plateau au centre du pro�l, et l'histogramme
de la fonction de densité de probabilit́e atteint un pic. Nous sélectionnons la valeur de ce pic,I � , pour
effectuer le calcul de la densité optique :

DO = � log(I � ) (4.3)

Cette proćedure est ŕeṕet́ee de mani�ere automatique par un script dévelopṕe sous Matlab pour d́eterminer
la densit́e optique�a chaque mesure effectuée sur le syst�eme optique couplé au bioŕeacteur.

4.1.2.5 Conversion de la densité optique en biomasse

Dû �a la grande variét́e de spectrophotom�etres pŕesents dans les laboratoires, la conversion de la densité
optique en termes de biomasse est dif�cile�a standardiser. Cependant, les différences de gammes entre
ces deux tests peuvent engendrer des erreurs notamment au niveau de l'inoculation. L'effet de l'inoculum
peut engendrer des erreurs et des inconsistances en microbiologie que ce soit pour lesétudes de la con-
centration minimale inhibitrice des antibiotiques ou plus géńeralement d�es qu'il s'agit de ŕealiser des
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Figure 4.14: Courbes de calibration de la densit́e optique en fonction de la masse s�eche :Mesures de la densité optique�a
600 nm pour le spectrophotom�etre Shimadzu UV-3600 (rouge) et pour le syst�eme optique couplé au bioŕeacteur (bleu) pour des
cuves de trajet optique 10 mm (pointsétoiles) et 1 mm (points diamants) sur une gamme de dilution de levureS.cerevisiae. Les
régressions ont́et́e traćees en pointilĺes�a partir des param�etres identi�́es par l'́equation (4.4) pour le mod�ele MMF (cyan) et par
l' équation (4.5) pour le mod�ele de Weibull (vert). Les résultats de l'identi�cation des param�etres pour chaque courbe avec les
deux mod�eles sont list́es dans le tableau 4.3. Les deux images superposées sur le graphique sont des schémas des cuves utilisées
pour effectuer ces calibrations.

exṕeriences en co-culture. A�n d'avoir des expériences reproductibles et comparables avec les résultats
décrits dans la litt́erature, il est primordial de calibrer l'ensemble des syst�emes de mesure de la densité
optique. Pour ce faire, il est nécessaire de déterminer exṕerimentalement la relation entre la quantité de
biomasse et la densité optique.

Les courbes de calibrations Pour pouvoiŕetablir la loi de conversion entre la quantité de biomasse et
la densit́e optique, il est ńecessaire d'effectuer des expériences de calibrations. Dans cetteétude, nous
avons utiliśe deux types de spectrophotom�etres (Shimadzu UV-3600 et le syst�eme mis en place au lab-
oratoire) et deux types de cuves de spectrophotométries (des cuves de 1 et 10mm). Nous avons donc
réaliśe quatre exṕeriences de calibration pour chaque condition.

La même solution m�ere aét́e utilisée pour les quatre expériences. 0.3107 g� 0.0094 g de levures ontét́e
prélev́ees depuis une boite de pétri, peśees et dilúees dans 40 mL de milieu minimum synthétique sorbitol
(aucune croissance) pour atteindre une concentration de 12.43 g/L de masse s�eche dans la solution m�ere.
20 dilutions successives de 3/4 en 3/4 ontét́e oṕeŕees ind́ependamment. La mesure de la densité optique
des diff́erentes fractions de la solution m�ere aét́e ŕealiśee en simplica sur les deux syst�emes optiques
pour les cuves de 1 mm et en triplica pour les cuves de 10 mm. Pour le syst�eme optique d́evelopṕe au
laboratoire, la densité optique áet́e d́etermińee comme d́ecrit dans la section 4.1.2.4. Les résultats de ces
mesures sont tracés dans la �gure 4.14.

Par observation graphique, on identi�e facilement que la relation entre la masse s�eche et la densité
optique n'est pas lińeaire, que ce soit pour les cuves de 1 ou de 10 mm. On peut observerégalement que
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bien que les deux syst�emes de mesure optique sont différents, la densité optique est assez proche entre
les deux spectrophotom�etres.

Identi�cation des param �etres Pour pouvoir exprimer la densité optique en quantité de biomasse, nous
avons cherch́e �a identi�er les param�etres des courbes de calibration. Plusieurs stratégies ont́et́e pro-
pośees dans la litt́erature pour identi�er les param�etres des courbes de densité optique. Derni�erement,
Carvalho et al. ont proposé l'emploi d'un mod�ele MMF (”Morgan-Mercer-Flodin”) (Carvalho et al.,
2021). Nous proposonśegalement d'́evaluer l'ef�cacité du mod�ele de Weibull pour cette application.

Nous avons ŕealiśe l'identi�cation des param�etres sur le l'environnement de programmation Matlab en
faisant appel la fonction ”�t” qui utilise la ḿethode ”NonLinearLeastSquares” pour la minimisation des
moindres carŕees gr̂ace�a l'algorithme ”Trust-Region-Re�ective”.'

Le mod�ele MMF Pour identi�er les param�etres avec le mod�ele MMF, nous nous sommes servis de la
forme �a quatre param�etres suivantes :

y = ( a � xd + b� c):=(c + xd) (4.4)

Lorsquex = 0, y = b. Lorsquex ! 1 , y ! a qui est une asymptote.

Le mod�ele Weibull Le mod�ele de Weibull est d́ecrit par l'équation suivante :

y = a � b� exp(� c � xd) (4.5)

Lorsquex = 0, y = a � b. Lorsquex ! 1 , y ! a qui est une asymptote.

Les ŕesultats de cette identi�cation sont consignés dans le tableau 4.3 et les régressions en utilisant les
param�etres identi�́es par chaque mod�ele ontét́e traćees sur la �gure 4.14 avec les données exṕerimentales.
Les deux mod�eles repŕesentent le comportement de la densité optique en fonction de la biomasse avec
un coef�cient de d́etermination suṕerieure�a 0.99 dans tous les cas. Pour le mod�ele MMF, on peut voir
que la param�etreb est syst́ematiquement proche de 0 ce qui décrit le fait que lorsque la biomasse est
nulle, la densit́e optique l'est aussi. Cela signi�éegalement que l'on pourrait représenter les données
exṕerimentales avec un mod�ele de MMF�a trois param�etres (en consid́erantb = 0). Avec le mod�ele
de Weibull, pour les cuves de 10mm de trajet optique, on voit d'aprés les param�etres identi�́es que la
régression ne passe pas exactement par l'origine carbest syst́ematiquement supérieur�a a. En revanche,
pour les courbes de calibrations avec un trajet optique de 1 mm,a � bavec le mod�ele de Weibull, donc
la fonction identi�é passe bien par l'origine.
Le mod�ele MMF repŕesente mieux les données exṕerimentales que le mod�ele de Weibull pour les courbes
de calibration avec la cuve de 10 mm d'épaisseur. Pour les courbes de calibration avec la cuve de 1 mm
d'épaisseur, c'est le mod�ele de Weibull qui pŕesente le coef�cient de d́etermination le pluśelev́e. Notre
objectif est de convertir en terme de biomasse les valeurs de densité optique enregistrées avec le syst�eme
de mesure en ligne du bioréacteur (cuve de 1 mm). Nous allons donc sélectionńe le mod�ele de Weibull
avec les param�etres identi�́es pour la cuve de 1 mmm pour calculer la biomasse au cours du temps.
�A partir de l'équation (4.5), on d́etermine la fonction de la biomasseN (masse s�eche) en fonction de la
densit́e optiqueDO qui est de la forme suivante :

N =
�

Ln (b=(a � DO)
c

� 1
d

(4.6)
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Méthodes exṕerimentales

Nous avons utiliśe l' équation 4.6 avec les valeursa = 2:185, b = 2:189, c = 0:1092et d = 1:05,
pour convertir les valeurs de de densité optique en biomasse. Cette méthode nous a permis d'obtenir les
courbes de croissances présent́e dans le chapitre 2.

Spectrom�etre Trajet optique N° courbe Mod�ele a b c d R2

Shimadzu
UV-3600

10 mm 1 MMF 3.115 1.581e-08 1.15 1.044 0.9991

Weibull 2.916 3.176 0.7606 0.6737 0.9981

2 MMF 3.11 1.971e-13 1.128 1.047 0.9989

Weibull 2.915 3.178 0.7702 0.6729 0.9978

3 MMF 3.105 5.386e-13 1.118 1.049 0.9991

Weibull 2.915 3.188 0.7763 0.6695 0.9982

Syst�eme
de mesure
en ligne du
bioréacteur

10 mm 1 MMF 3.35 2.714e-12 1.209 1.039 0.9992

Weibull 3.109 3.356 0.7346 0.6916 0.9989

2 MMF 3.401 4.213e-13 1.233 1.016 0.9989

Weibull 3.186 3.509 0.741 0.6444 0.9989

3 MMF 3.429 2.2e-12 1.236 1.024 0.9988

Weibull 3.187 3.462 0.7304 0.6724 0.9988

Shimadzu
UV-3600

1 mm 1 MMF 2.558 2.24e-14 10 1.164 0.9936

Weibull 3.003 3.013 0.08258 0.95 0.9986

Syst�eme
de mesure
en ligne du
bioréacteur

1 mm 1 MMF 2.468 2.226e-14 10 1.2 0.9957

Weibull 2.185 2.189 0.1092 1.05 0.9975

Table 4.3: Param�etresa, b, c et d obtenus par identi�cation des param�etres sur les courbes de calibration. Les mod�eles utiliśes
sont d́ecrits dans leśequations (4.4) (mod�ele MMF) et (4.5) (mod�ele de Weibull)
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4.2 Mesures de ḿecanique cellulaire

4.2.1 Principe de l'AFM
La microscopie�a force atomique (AFM) permet de réaliser des mesures de force sur deséchantillons
de taille microscopique. Le principe de la mesure est illustré par la �gure 4.15. L'AFM repose sur
l'utilisation de leviers microḿetriqueséquiṕes facultativement de pointes de différentes ǵeoḿetries. Ce
levier est mont́e sur un plateau piézóelectrique. Lorsque le levier entre en interaction avec un matériau,
celui-ci se d́e� échit. Cette d́e�exion va faire varier l'angle de ŕe�exion d'un laser focaliśe (par un jeu
de miroirs) sur le levier. Le d́ecalage de la position du laser vaêtre enregistŕe quantitativement par une
photodiode�a cadrans. En connaissant la constante de raideur du levier, on peut exprimer le déplacement
du laser sur la photodiode (proportionnel�a la d́e�exion) en terme de force. La photodiode�a cadrans a
deux dimensions et elle est capable de discerner les mouvements verticaux (dé�exion latérale) ainsi que
les mouvements de torsion (dé�exion longitudinale) du levier.
Le levier vaêtre ameńe au contact de l'échantillon, oúeloigńe de celui-ci, par un piézóelectrique dont
le déplacementz est enregistŕe quantitativement. Au cours d'une expérience AFM, le levier peut se
retrouver dans trois types de situations :

• Le levier peut̂etre hors contact, lorsque qu'il ne touche pas physiquement l'échantillon. Il baigne
alors dans le �uide (air, eau, milieu de culture...) de référence de l'exṕerience. Le levier n'est pas
dé� échit et le laser ŕe� échit sur le levier pointe sur le centre de la photodiode�a cadran associé �a
une valeur de d́e�exion nulle.

• Le levier peut̂etre ”appuýe” sur unéchantillon. La pointe peut ou non péńetrer dans l'́echantillon
(on parle d'indentation). Dans tous les cas, le levier vaêtre d́e� échit par le contact. La dé�exion
du levier va alors modi�er l'angle de ré�exion du laser, ce qui va engendrer un décalage du spot du
laser vers la partie supérieure du cadran qui est associée�a une d́e�exion positive. Le d́ecalage par
rapport�a l'origine (le centre du cadran) vâetre proportionnel�a la d́e�exion du levier, elle-m̂eme
proportionnelle�a la force oppośee au d́eplacement du levier.

• Le levier peut̂etre ”retenu” par des phénom�enes d'adh́esion entre la pointe et l'échantillon. Dans
ce cas, le levier va se dé� échir dans le sens opposé au d́eplacement du piézóelectrique. Ce
phénom�ene va avoir pour conséquence de d́ecaler le spot du laser dans la partie inférieure de la
photodiode�a cadran qui est associée�a une ”d́e�exion négative” (le signe d́epend de la convention
sur l'axez).

La relation entre la d́e�exion du levier et la force vâetre intrins�equement relíe aux propríet́es physiques
de la sonde AFM. La forceF est relíee�a la d́e�exion D par la formule suivante :

F = K � S � D (4.7)

o�u K est la constante de raideur du levier (exprimée en N/m) etS la sensibilit́e de la d́e�exion ( exprimée
nm/V).

La constante de raideurK Si on consid�ere le levier comme un ressort linéaire, la constante de raideur
K repŕesente la ŕesistance du levier�a sa d́eformationélastiqueK = F=� o�u � repŕesente la d́eformation.
La constante de raideur dépend des dimensions du levier, de sa géoḿetrie etégalement du matériau dans
lequel il est fabriqúe.
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Figure 4.15: Principe d'un microscope �a force atomique : A. Lorsque la pointe est hors contact, le dé�exion du levier
est nulle. Le laser ré� échi sur la pointe cible le centre du cadran de la photodiode.B. Lorsque la pointe ṕen�etre (indente)
dans un mat́eriau (comme une cellule) le levier se dé� échit, modi�ant l'angle de ŕe�exion du laser. La modi�cation de l'angle
de ŕe�exion entrâ�ne un d́ecalage de la cible du laser sur la photodiode qui pointe maintenant dans les cadrans supérieurs
(Dé�exion verticale positive).C. Lorsque la pointe de la sonde AFM se retire de l'échantillon, des ph́enom�enes d'adh́esion
peuvent la retenir entra�̂nant une �exion du levier. La �exion du levier modi�e l'angle de ré�exion du laser et d́eplace la cible
de celui-ci dans les cadrans inférieurs de la photodiode (Dé�exion verticale ńegative).

La sensibilité La sensibilit́e de la d́e�exion S est un param�etre exṕerimental qui traduit la d́eformation
du levier en fonction de la d́e�exion mesuŕee. C'est ce param�etre qui permet de faire le lien entre le
décalage du spot du laser sur la photodiode et la déformation ŕeelle du levier. La sensibilité vaêtre tr�es
dépendantes du réglage du laser sur le levier ainsi que du recouvrement de surface du levier. En effet,
les leviers AFM poss�edent la plupart du temps des recouvrements de surface destinés �a maximiser la
ré�exion du laser sur le levier. Plus le levier sera ré� échissant, meilleure sera la sensibilité de la mesure.

Calibration du mat ériel La sensibilit́e et la constante de raideur doiventêtre calibŕes avant chaque
exṕerience AFM. Comme on vient de le voir, la sensibilité peut varier en fonction de la pointe et en
fonction du ŕeglage du laser. Il est donc nécessaire de la déterminer avant chaque expérience et apr�es
chaque changement appliqué aux ŕeglages du laser. La constante de raideur est géńeralement annoncée
par le fabriquant dans une gamme plus ou moins larges (voir tableau 4.4). Il est improbable que deux
leviers AFM aient exactement la même constante de raideur. Il est donc du ressort de l'expérimentateur
de calibrer la constante de raideur de chaque levier.

4.2.2 Calibration de la mesure ḿecanique

4.2.2.1 Calibration de la sensibilit́e

A�n d éterminer la sensibilité de la d́e�exion, le protocole qui áet́e adopt́e dans cette th�ese consiste
�a ŕealiser une exṕerience d'indentation sur un matériau ind́eformable comparé �a la rigidit́e de la sonde
AFM. Le but est de se mettre dans une situation o�u la d́e�exion enregistŕee par l'AFM correspond unique-
ment �a la d́eformation du levier et non�a la ŕesultante de la d́eformation du levier et de l'échantillon.
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Dans notre cas, nous avons choisi la surface de verre du porte-échantillon comme matériau ind́eformable
(Gavara, 2017). La �gure 4.16 montre l'évolution de la d́e�exion en fonction de la positionz du piezo
lors d'une approche sur du verre avec une pointe conique. Avant le contact, la dé�exion est proche de
zéro. Lorsque que la pointe touche le verre, celle-ci se dé� échit sans ṕeńetrer dans le matériau et on
assiste�a une augmentation rapide et linéaire de la d́e�exion verticale du levier. Nous allons nous servir
de cette pente pour déterminer la sensibilité.
Pour identi�er la pente de la courbe de dé�exion en contact, nous avons utilisé la fonction ”poly�t” de
Matlab qui permet d'identi�er les param�etres d'une fonction af�ne. Pour sélectionner la partie de la
courbe en contact sur laquelle nous allons identi�er les param�etres nous avons utilisés un seuil de 2% de
la dé�exion maximale. Ainsi seuls les valeurs supérieures�a 0.1 V sont prises pour effectuer la régression
linéaire. Dans l'exemple d́ecrit par la �gure 4.16, la valeur de la pente est d'environ 0.056 V/nm pour
l'air et d'environ 0.045 pour le milieu liquide. La sensibilitéS est l'inverse de cette pente. Elle est ici de
17.9 nm/V pour l'air et de 22.2 nm/V pour le milieu liquide.
L'expérience d'indentation sur le verre est réaliśee 10 fois, et la sensibilité S sélectionńee pour calculer
la force correspond�a la moyenne de la sensibilité identi�ée par les 10 mesures. Le protocole de cali-
bration de la sensibilité est d'abord effectúe dans l'air, puis dans le milieu de référence (ǵeńeralement le
milieu de culture des levures) puis dans le milieu de référence contenant l'échantillon.

Figure 4.16: Calibration de la sensibilité: Variation de la d́e�exion D(z) en fonction du d́eplacement du piezoz lors d'une
courbe d'approche sur du verre�a vitesse constante dans l'air (A.) et dans un milieu liquide (B.). Les ŕegressions lińeaires sur
les parties en contact des deux courbes d'approche sont présent́ees par une ligne rouge discontinue.

4.2.2.2 Calibration de la constante de raideur

Pour mesurer la constante de raideur d'un levier il existe deux méthodes d́ecrites dans la litt́erature. La
premi�ere ḿethode consiste a calculer la constante de raideur grâce�a des simulations paŕeléments �nis
baśes sur la ǵeoḿetrie et les propríet́es physiques des matériaux qui constituent le levier (Sader et al.,
1995, 2014). La seconde méthode consiste�a enregistrer les �uctuations thermiques du levier a�n de
retrouver la constante de raideur en utilisant un mod�ele d'oscillateur harmonique simple avec un degré
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de libert́e.

Les �uctuations thermiques La méthode de calibration�a partir des �uctuations thermiques est basée
sur le fait que le levier AFM hors contact est un syst�eme�a l' équilibre thermique dans un bain thermostat.
Dans cet́etat d'́equilibre les moĺecules d'eau dans le bain sont en collision permanente avec la surface du
levier, provoquant des �uctuations tr�es faibles et aléatoires de la d́eformation du levier (Gavara, 2017).
Dans le cas d'un syst�eme�a l' équilibre thermique, il est possible d'appliquer le théor�eme d'́equipartition
de l'énergie quíetablit que chaque degré de libert́e du mouvement du levier contribue�a l' énergie totale
du syst�eme �a l' équilibre �a la hauteur de12 � kB � T, o�u kB est la constante de Boltzmann etT est la
temṕerature absolue. Lorsque le levier se déforme sur de petites distances� sonénergie potentielle est
1
2 � K � < � 2 > , o�u K est la constante de raideur (Butt and Jaschke, 1995, Lévy and Maaloum, 2002).
Ainsi, K � < � 2 > = kB � T, et on peut alors d́eterminer la constante de raideur en mesurant la moyenne
au carŕe des �uctuations thermiques du levier (< � 2 > ).
Expérimentalement, nous commençons par mesurer les �uctuations thermiques du levier�a une fŕequence
de 800 kHz. Le signal de la dé�exion D(t) du levier est ensuite multiplié par la sensitivit́e pour obtenir
le signal des �uctuations thermiques du levier� (t) = D(t) � S. La �gure 4.17 montre une partie
de l'enregistrement des �uctuations thermiques dans un milieu liquide avec un levier NSC36. Pour
déterminer la moyenne au carré des �uctuations thermiques du levier (< � 2 > ), nous avons appliqué la
proćedure analytique suivante.

Transformée de Fourier Dans un premier temps, nous effectuons la transformée de Fourier discr�ete
du signal de �uctuation du levier :

TF [� (t)]( f ) =
Z tmax

0
� (t)e� i 2�f t dt (4.8)

.

Densit́e spectrale de puissance Dans un seconde temps, nous calculons la densité spectrale d'́energie
qui correspond au carré du module de la transforḿee de Fourierj TF [� (t)]( f ) j2. En moyennant par la
duŕee du signaltmax , on obtient alors la densité spectrale de puissance :

PSD[� (t)]( f ) =

Rf max

f min
j TF [� (t)]( f ) j2 df

tmax
(4.9)

La densit́e de spectrale de puissance d'un signal des �uctuations thermiques d'un levier NSC36 obtenu
exṕerimentalement est tracée sur la �gure 4.17. On peut voir la présence d'un pic de résonance autour
de 43 kHz qui correspond aux �uctuations thermiques du levier.

Détermination de la moyenne carŕe des d́eplacements Le théor�eme de Parcevalétablit que l'́energie
totale d'un syst�eme s'obtient en sommant les contributions des différents harmoniques tel que :

Z + 1

�1
� 2(t)dt =

Z + 1

�1
j TF [� (f )] j2 df (4.10)

Pour notre signal :
Z tmax

0
� 2(t)dt =

Z f max

f min

j TF [� (f )] j2 df = 2 �
Z f max

0
j TF [� (f )] j2 df (4.11)
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La moyenne carrée des �uctuations du levier est dé�nie de la mani�ere suivante :

< � 2 > =

Rtmax

0 � 2(t)dt
tmax

(4.12)

En nous servant deségalit́es (4.11) et (4.12), on retrouve la moyenne carrée des d́eplacements�a partir de
la densit́e spectrale des �uctuations thermiques du levier :

< � 2 > =
2 �

Rf max

0 j TF [� (t)] j2 df
tmax

= PSD[� (t)]( f ) (4.13)

A�n de déterminer la contribution du bruit thermique�a partir de la densité spectrale de puissance, nous
allons identi�er les param�etres du pic de ŕesonance en utilisant la forme fondamentale de la densité
spectrale de puissance d'un mod�ele d'oscillateur harmonique simple (qui prend en compte le bruit de
fond) d́ecrit de la mani�ere suivante :

SSHO (f ) = A2
white +

A2 � f 4
R

Q2

�
(f 2 � f 2

R)2 +
f 2 � f 2

R

Q2

� � 1

(4.14)

o�u f est la fŕequence,f R la fréquence de résonance,Q, le facteur de qualité, A, l'amplitude du bruit�a
la résonance etAwhite est l'amplitude du bruit de fond (Pirzer and Hugel, 2009). Si le pic de résonance
est syḿetrique, il est́egalement possible d'utiliser l'équation d'une courbe lorentzienne pour identi�er
les param�etres. L'aire sous la courbe identi�é correspond�a la moyenne carré des d́eplacements dus aux
�uctuations thermiques du levier.

Figure 4.17: Procédure d'analyse des �uctuations thermiques : A.Signal� (t) des �uctuations du levier enregistré �a 800
kHz dans un milieu liquide.B. Densit́e spectrale de puissance (voir eq. (4.9)) du signal des �uctuations thermique du levier.

Détermination de la constante de raideur Une fois< � 2 > détermińe, il est alors possible de retrou-
ver la constante de raideur. D'apr�es l'article de Pirzer et al., il est important de tenir compte d'un facteur
de correction qui d́epend de la forme du levier ainsi que de la position du focus du laser sur le levier
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(Pirzer and Hugel, 2009). Ce facteur� est d́etermińe �a partir d'une analyse paréléments �nis baśes sur
des calculs de la ǵeoḿetrie du levier�a partir d'image de microscopie�a balayage (Sader et al., 2012). La
constante de raideur du levier telle que calculée�a l'issue de ce protocole de calibration est la suivante :

K =
� � kB � T
< � 2 >

(4.15)

En utilisant les ŕesultats de l'article de Sader, le facteur� est estiḿe dans notre cas�a 0.8.

4.2.3 Les caract́eristiques des leviers
Le tableau 4.4 d́ecrit les caract́eristiques importantes des sondes AFM que nous avons utilisés pour mener
les exṕeriences de microscopie�a force atomique présent́ees dans cette th�ese. Plusieurs param�etres sont
importants�a consid́erer dans le choix d'un levier AFM. Ces param�etres sont bri�evement discutés dans
cette sous-section.

Géométrie de l'indenteur La géoḿetrie de l'indenteur a une importance capitale sur la mesure ef-
fectúee par l'AFM. Celle-ci va conditionner la déformation appliqúee�a l' échantillon. Nous avons utilisé
des leviers plats sans pointes (NSC36 tipless Cr-Au). La surface de ces leviers est beaucoup plus impor-
tante que la surface des levures et ceux-ci vont permettre de compresser ”globalement” toute la cellule.

Propri étés chimiques et recouvrement de surfaceA�n de maximiser la sensibilit́e de la mesure, il
est important que le levier ait subi, lors de sa conception, un recouvrement de surface pour améliorer
la ré�exion du laser sur le levier. Tous les leviers utilisés dans cette th�ese sont dotés d'un recouvre-
ment Chrome-Or. De plus, pour limiter les phénom�enes d'adh́esion avec l'́echantillon, il est important
que la pointe et le levier soit chimiquement inerte. Il est important de garder�a l'esprit que les leviers
”s'enduisent” de mat́eriel biologique au cours des expérimentations AFM et qu'il est donc impossible
de les conserver chimiquement inerte en cours d'utilisation.

Constante de raideur La constante de raideur va déterminer ce qu'il est possible de mesurer avec
un levier. Si la constante de raideur est trop faible par rapport�a la rigidit́e de l'échantillon alors seul
le levier va se d́eformer et la mesure ne sera pas représentative des propriét́es de l'́echantillon. Si la
constante de raideur du levier est trop forte par rapport�a la rigidit́e de l'échantillon alors le levier ne va
pas ou trop peu s'in�́echir au contact de l'échantillon et sa d́e�exion ne sera pas mesurable. La constante
de raideur doit donĉetre du m̂eme ordre de grandeur que la rigidité de l'échantillon. Pour ŕealiser les
exṕeriences de ḿecaniques cellulaires décrites dans le chapitre 3, nous avons utilisé les sondes NSC36
(NANOANDMORE). Chaque sonde AFM estéquiṕee de trois leviers possédant une constante de raideur
de l'ordre 0.6, 1 et 2 N/m. Cette gamme importante sur la constante de raideur offre une importante
souplesse exṕerimentale. Pour les mesures de mécaniques cellulaires présent́es dans cette th�ese nous
avons retenu le levier avec la constante de raideur la plus importante.
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Sonde Géoḿetrie
Traitement
Propríet́e

K (N/m)
(Gamme)

Dimensions (�m )
Longueur
Largeur

Épaisseur

Fréquence de
résonance
(Gamme)

NSC36.A Levier plat
Chrome-Or

Inerte
1

(0:1 < K < 4:6)

110� 5
32:5 � 3
1 � 0:5

90 kHz
(30 < f R < 160)

NSC36.B Levier plat
Chrome-Or

Inerte
2

(0:2 < K < 9)

90� 5
32:5 � 3
1 � 0:5

130 kHz
(45 < f R < 240)

NSC36.C Levier plat
Chrome-Or

Inerte
0.6

(0:06 < K < 2:7)

130� 5
32:5 � 3
1 � 0:5

65 kHz
(25 < f R < 115)

Table 4.4: Propríet́es des sondes AFM utilisées

4.2.4 Pŕeparation du support
Un enjeu important qui concerne toutes les expériences de ḿecanique cellulaire est la nécessit́e d'immobiliser
l' échantillon lors des mesures. Cette enjeu est particuli�erement important pour les expériences de
microscopie�a force atomique sur les levures. En effet, sur une surface de verre polie sans recou-
vrement de surface, les levures vont majoritairement glisser hors du contact de la pointe au cours
de l'approche. Pour immobiliser les cellules de levures, plusieurs stratégies ontét́e d́ecrites dans la
litt érature. L'immobilisation s'effectue géńeralement par piégeage physique (Dague et al., 2011) des
cellules ou par un traitement chimique des surfaces. Notre stratégie d'immobilisation est une combi-
naison d'un píegeage physique (utilisation de verre dépoli) avec un traitement de surface chimique�a la
polylysine.

Dépolissage du verre Le but du ”d́epolissage” des surfaces de verre est de provoquer l'apparition de
”micro-tranch́ees” dont les bords sont opposées au sens de glissement des levures lors d'une sollicitation
AFM. Des lamelles rondes de 18mm de diam�etre et [1.3-1.6] mm d'́epaisseur (Marenfeld ref : 0111580)
ontét́e d́epolie en utilisant une polisseuse Buehler EcoMet 250. Pour ce faire, un disque de polissage avec
une rugosit́e de 35�m est aimant́e sur le syst�eme de rotation de la polisseuse. Le polissage s'effectue en
appliquant une pression individuellement sur chaque lamelles de verre (manuellement) contre la plaque
rotative. La vitesse de rotation du plateau est de 120 rpm et la pression est maintenue pendant 5 minutes
sous un �ux d'eau constant.
Les lamelles sont ensuite nettoyées�a l'eau mili-Q et�a l' éthanol avant de passer la nuit dans une solution
d'Hellmanex (Hellma). En�n, les lamelles sont de nouveau rincées�a l'eau mili-Q et�a l' éthanol le jour
suivant avant d'̂etre śech́ees pour passer�a l' étape de traitement de surface.

Traitement de surface �a la polylysine Les traitements de surface�a la polylysine ont́et́e utilisé ef-
�cacement pour immobiliser les levures dans la littérature (Arfsten et al., 2010, Caloca et al., 2022).
Le principe d'action de la polylysine consiste�a greffer des polycations sur la surface pour augmenter
l'adhésivit́e du support. Pour effectuer le traitement�a la polylysine, la lamelle de verre dépolie est
d'abord plaćee dans un nettoyeur au plasma (”Plasma cleaner”) pendant 20 minutes. Cetteétape a pour
but de fonctionnaliser la surface pour que les molécules de poylysines puisse se lier aux groupes silanols
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du verre. Ce processus rendégalement la surface de verre hydrophile ce qui favorise l'étalement de la
polylysine sur la surface. Apr�es la fonctionnalisation, la surface de la lamelle de verre est enti�erement
recouverte (par d́ep̂ot de gouttes, environ 50�L ) avec une solution de polylysine (0.01% dans l'eau
Sigma-Aldrich). Les lamelles sont alors placées dans un incubateur�a 37°C pour une durée de minimum
1 heure. En�n, les lamelles sont rincées deux fois avec une solution de PBS avant d'être plaćee sur la
surface de verre de 35 mm de diam�etre d'une boite de ṕetri (Fluorodish FD35).

4.2.5 Pŕeparation de l'échantillon
Avant d'être plaćee sous l'AFM, un volume d'environ 300�L d'une suspension de levures est extrait
du bioŕeacteur en utilisant le syst�eme de pŕel�evement d́ecrit dans la section 4.1.2. La durée de la cul-
ture correspondant�a ce pŕel�evement est retenue pour situer l'état de croissance des levures�a la �n de
l'enregistrement de la prolifération. Un volume variant entre 40 et 100�L en fonction de la concentration
des levures, est dilué dans 3mL d'un milieu identique�a celui de la culture dans le Fluorodish contenant
la lamelle de verre d́epolie et fonctionnaliśee �a la polylysine. La solution est homogéńeiśee par des
mouvements d'aspiration et d'éjection de la suspension en utilisant une pipette P1000. L'échantillon
est alors plaće sous l'AFM. Une duŕee de 10 minutes est respectée avant le d́ebut des exṕeriences de
caract́erisation ḿecanique pour laisser le temps aux levures de sédimenter et de se �xer�a la surface.

4.2.6 Imagerie des cellules sous le levier
Le module d'enregistrement AFM JPK CellHesion 200 aét́e coupĺe �a un microscope inversé Olympus
IX71. Deux modes d'imagerie ontét́e impĺement́e sur ce microscope : (1) un mode d'imagerie en trans-
mission et (2) un mode d'imagerie en ré�exion. Ces deux syst�emes ont́et́e impĺement́e par l'ingénieur
Etienne Harte au LOMA.
La source de lumi�ere du mode d'imageire en transmission est placé au-dessus de l'échantillon. La
lumi�ere passe�a travers l'́echantillon pour atteindre l'objectif. Ce syst�eme nous permet d'observer la
répartition des levures (avec un objectif x40) sur la surface. Cependant, l'illumination par transmission
est bloqúee par la pŕesence du levier AFM ce qui nous emp�eche de distinguer les levures présentes sous
levier. L'addition du mode d'imagerie par ré�exion permet de contourner ce probl�eme.
Le syst�eme d'́eclairage du mode d'imagerie en ré�exion est plaće sous l'́echantillon. Lorsque le levier
AFM est suf�samment proche de la surface, la lumi�ere est ŕe� échie par le levier ce qui nous permet alors
d'observer les levures sous le levier et de faciliter le placement de celui-ci au-dessus de la levure visée.

Figure 4.18: Imagerie des cellules de levure sous le levier AFM : A.Image obtenue par la combinaison des syst�emes
d'imagerie par transmission et par ré�exion au cours d'une exṕerience de compression de levures sous un levier AFM plat.B.
Zoom sur la partie de l'image en dessous du levier AFM. Une cellule de levure est entourée en rouge.
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4.2.7 Programmation des exṕeriences
Nous avons ŕealiśe des enregistrements de la force en fonction du déplacement au cours d'expériences
de compression des levures entre un levier plat et un support de verre. Une expérience de compres-
sion AFM consiste�a approcher le levier de l'échantillon �a vitesse constante jursqu'�a atteindre une
dé�exion consigne. Lorsque cette dé�exion consigne est atteinte, le levier se retire et s'éloigne de
l' échantillon d'une distance consigne. Chaque mesure est donc composée de deux courbes: (1) une
courbe d'approche et (2) une courbe de retrait. Le microscope�a force atomique JPK-Cell-Hesion
que nous avons utilisé offre la possibilit́e de programmer des expériences avec le langage python di-
rectement depuis le logiciel de l'AFM, ”JPK-Nanowizard CellHesion”. A�n d'étudier les propríet́es
viscóelastiques deśechantillons, nous avonśecrit un script qui commande�a l'AFM de réṕeter automa-
tiquement des exṕeriences d'indentation en faisant varier la vitesse d'indentation. Pour chaque levure,
l'AFM applique le protocole suivant :

1. Enregistrement de 2 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 0.1
�m:s � 1 jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

2. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 0.5
�m:s � 1 jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

3. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 1�m:s � 1

jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

4. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 5�m:s � 1

jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

5. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 10�m:s � 1

jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

6. Enregistrement de 5 courbes d'indentation avec une vitesse de déplacement du levier de 16�m:s � 1

jusqu'�a atteindre une d́e�ection maximale de 5V.

La fréquence d'́echantillonage des courbes de forces aét́e adapt́ee pour chaque vitesse de déplacement du
levier pour garder une résolution spatiale d'environ0:1nm � 0:003nm. Ces fŕequences d'échantillonage
vont de 1 kHz pour les d́eplacements de 0.1�m=s �a 160 kHz pour les d́eplacements de 16�m=s . Ce
choix permet de conserver la même ŕesolution spatiale pour toutes les courbes de force.
Ce protocole permet d'obtenir 27 courbes de force par cellule. La durée du protocole áet́e limitée �a
une douzaine de minutes a�n de pouvoir réṕeter ce protocole d'acquisition sur une quantité de cellule
suf�sante en une jourńee d'exṕerience.
Pour chaquéechantillon de levure, avant de passer sur un autre prél�evement, la proćedure d́ecrite ci-
dessus est appliquée sur du verre. Cettéetape nous permet de contrôler la mesure en v́eri�ant si la
raideur o�u la sensibilit́e du levier ont subi des dérives au cours de l'expérience. Sachant que les courbes
de force sur le verre sont utilisées pour corriger les courbes de forces-déplacement (voir chapitre 3), il est
important d'effectuer ŕeguli�erement ce contrôle. Cela nous permetégalement de v́eri�er les variations
d'adhésion du levier sur le support. En effet, au cours des expériences de compression des levures, le
levier est susceptible de s'enduire de mati�ere organique ce qui peut modi�er ces propriét́es de surface.
Si des ph́enom�enes d'adh́esion excessif (comparé au levier neuf) sont observés, le levier est alors plongé
dans une solution d'Hellmanex pendant 10 minutes puis dans une solution d'eau mili-Q pourêtre rinće.
Cette proćedure de nettoyage permet, lorsque c'est nécessaire, de réduire ef�cacement les phénom�enes
d'adhésion. Entre chaque journée d'exṕerience AFM, le levier est systématiquement plonǵe dans une
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solution d'Hellmanex toute la nuit avant d'être ŕeutilisé le jour suivant.
Les courbes de de�exion acquises au cours des expériences AFM ont́et́e converties en �chier texte (.txt)
par le logiciel ”JPK Data Processing” pour pouvoirêtre analyśee avec le logiciel de programmation
Matlab. Les courbes de de�exion sont converties en courbes de forces en multipliant la dé�exion par la
sensibilit́e et la constante de raideur comme décrit dans l'́equation (4.7).
Pour chaque prél�evement de levures depuis le bioréacteur, 13 cellules ontét́e sond́ees en utilisant le pro-
tocole d́ecrit ci-dessus ce qui nous a permis d'obtenir 13*27=351 courbes de force paréchantillon. Pour
chaque culture, nous avons effectuée au minimum 9 pŕel�evement ce qui représente donc au minimum
9*351=3159 courbes de force pour chaque culture. Pour chaque condition de culture (Milieu MMSG,
MMSGal et MMSL), les śeries de mesures ontét́e effectúees�a deux reprises ce qui constitue au total un
jeu de donńees d'environ 6*3159=18954 courbes de force.
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Chapitre 5

Conclusion et perspectives

5.1 Synth�ese

Dans cette th�ese, nous avons combiné uneétude de la croissance de la levureS.cerevisiaeen population
en fonction de son ḿetabolisme avec unéetude des propriét́es ḿecaniques des cellules individuelles.
Cette approche nous a permis d'étudier la ŕeponse des levures�a une compression globale sous un levier
AFM plat et d'associer ces observations�a un état physiologique (phase de croissance, métabolisme)
contr̂olé. Nous avons d́evelopṕe un bioŕeacteur couplé �a un module de suivi de la quantité de biomasse
en temps ŕeel gr̂ace�a une d́erivation �uidique, dont les d́etails de la conception sont présent́es dans le
chapitre 4. Ce syst�eme nous a permis d'étudier la prolif́eration des cellules de levures avec une bonne
résolution temporelle, offrant la possibilité d'effectuer une analyse �ne des comportements de crois-
sances. Ce syst�eme constituéegalement une mani�ere de contr̂oler rigoureusement l'état physiologique
des levures en parall�ele d'autres exṕeriences de caractérisation cellulaire pour un coût abordable. Cette
proćedure de contr̂ole mise en avant dans cette th�ese peut̂etre ŕeutilisée pour diverses applications de
caract́erisation cellulaire en biophysique.
Dans le chapitre 2, nous nous sommes centrés sur l'́etude de ces comportements de croissance en pop-
ulation en mettant l'accent sur le métabolisme des cellules associé �a chaque phase de croissance en
fonction des conditions de culture initiales. En nous appuyant sur des enregistrements longs (pouvant
aller jusqu'�a 80h apr�es l'ensemencement) de culture de levures proliférant sur des milieux contenant
diff érents substrats carbonés, que sont le glucose, le galactose et le lactate, nous avons effectué une
décomposition temporelle des phases de la croissance des levures en bioréacteur. En commençant par la
phase exponentielle de croissance, nous avons détermińe un marqueur important permettant de délimiter
cette phase. Il s'agit du point d'in�exion de la croissance détermińe au maximum de la d́erivée premi�ere
de l'évolution de la biomasse. La présence de ce point particulier aét́e observ́ee pour toutes les courbes
de croissance. En utilisant ce rep�ere, nous avons pu tester la capacité de diff́erents mod�eles de croissance
�a d́ecrire la dynamique d'évolution de la biomasse en bioréacteur. Les trois mod�eles test́es, �a savoir le
mod�ele de Verhulst, le mod�ele de Gompertz et un mod�ele en fraction rationnelle, permettent de décrire
la croissance avant le point d'in�exion avec un bon coef�cient de détermination mais prédise des taux
de croissances au point d'in�exion qui peuvent différer en fonction des conditions de croissance. Grâce
�a cette analyse, nous avons pu observer des différences importantes entre les différents ḿetabolismes.
Le métabolisme des levures en milieu glucose, caractériśe par un faible taux de respiration et une forte
utilisation de la voie de la glycolyse, áet́e assocíe �a un taux de croissance au point d'in�exion (vitesse
de prolif́eration la plus rapide) de0:28 � 0:01h� 1 nettement plus rapide que pour les deux autres con-
ditions de croissance. Pour les croissances en milieu galactose et lactate un taux de croissance au point
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d'in�exion comparable d'environ0:12h� 1 aét́e observ́e, mais ce maximum de la vitesse de prolifération
a ét́e atteint pour des temps caractéristiques diff́erents. C'est la principale différence que nous avons
détect́ee entre un ḿetabolisme purement respiratoire (lactate) et un métabolisme o�u la glycolyse et la
respiration ont lieu simultańement (galactose). Nous nous sommeségalement int́eresśes�a la croissance
apr�es le point d'in�exion, o�u nous avons pu d́ecomposer le comportement de ralentissement de la crois-
sance des levures. De nouveau, nous avons observé différents sch́emas de croissance que nous avons
assocíes aux stress de différentes natures que subit la levure apr�es le point d'in�exion. Nous avons
dévelopṕe une ḿethode permettant de décomposer les différentes phases de stress et d'adaptation de la
levure, en nous servant de la dérivée seconde de l'évolution de la biomasse. Notamment, nous avons
observ́e des comportements de croissance non exponentiels apr�es le point d'in�exion. Ce sch́ema de
croissance particulier áet́e d́ecrit dans la litt́erature pour des milieux minimums synthétiques et áet́e
assocíe �a une croissance limitée par le manque d'un ou plusieurs substrats essentiels�a la culture autre
que la source de carbone (fer, ammonium), o�u les cellules complémentent le manque de ces nutriments
par des processus d'autophagie.
Le chapitre 3 est centré sur la ḿecanique cellulaire. Nous y passons en revue les différentséléments
impliqués dans la ḿecanique cellulaire de la levure,�a savoir le cytosquelette et la paroi cellulaire, et les
liens multiples qui ont́et́e identi�és entre ceśeléments et le ḿetabolisme de la levure. Dans ce chapitre,
nous faisonśegalement uńetat des lieux de la ḿecanique de la levureS.cerevisiaedans la litt́erature, en
cat́egorisant en fonction des déformations engendrées le travail des différents auteurs, et en dressant un
historique de l'́evolution des mod�eles ḿecanique de la compression des levures. Dans la troisi�eme partie
du chapitre 3 nous présentons les résultats des expériences de compression des levures sous un levier
plat par AFM. Apr�es la mise en oeuvre d'une procédure de correction des courbes de force pour pren-
dre en compte la d́eformation du levier, nous avons analysé les courbes de forces et nous en avons tiré
plusieurs ŕesultats int́eressants. Pour les courbes de force enregistrées dans cette th�ese, la relation de la
force en fonction du d́eplacement du levier ne suit pas une loi de puissance d'exposant constant comme
décrit par les mod�eles ḿecaniques utiliśes dans la litt́erature (mod�eles de Hertz-Sneddon o�u mod�ele de
compression de coques pressurisées ou non). Dans notre cas, nous avons observé une variation de la
dérivée de premi�ere de la force en deux phases avec une transition de régime. Nous avons caractériśe
cette transition et nous avons identi�é que la profondeur d'indentation correspondant�a ce changement
était atteinte sur une gamme allant de 60�a 100nm. Ce comportement de réponse�a la compression áet́e
observ́e sur la grande majorité des mesures, de mani�ere ind́ependante du ḿetabolisme des levures. Il
s'agit d'une caract́eristique ǵeńerale de la ŕeponse des levures pour un régime de compression globale�a
faible d́eformation. Nous avons aussi constaté, enétudiant le coef�cient de dissipation visqueuse, que le
comportement ḿecanique des levures dans notre casétait essentiellementélastique.
En nous basant sur notre estimation de la tension de surface effective et de l'exposant maximum� m nous
avons pu observer des différences de comportement mécanique entre les différentes conditions de culture
et entre les phases de croissance. Nous avons identi�é des marqueurs potentiels de la croissance par res-
piration et ńeoglucoǵen�ese, de la croissance exponentielle dans laquelle la glycolyse est impliquée ainsi
que des marqueurs de la phase stationnaire. Nous avons aussi estimé une augmentation systématique de
la tension effective de la paroi apr�es le stress de la �n de la phase exponentielle. L'exposant� m nous a
également permis de distinguer deux sous-populations présentant une ḿecanique cellulaire diff́erente en
milieu galactose. Ces différences sont potentiellement associées�a la pŕesence de cellules �lles possédant
une ḿecanique diff́erente des cellules m�eres.
Nous avonśegalement estiḿe des modules de Young effectifs associées�a différenteśechelles de d́eformation.
Ces estimations nous ont permis de faire ressortir des comportements particuliers entre les phases de
croissance, dont certains pouvaientêtre pŕedits �a partir des observations des param�etresZ � m , � m et
dF=dZ� m . Ces observations dépendent de l'́echelle de d́eformation�a laquelle on se place. Ces résultats
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sugg�erent que la paroi des levures est un syst�eme multi-́echelle et qu'il est primordiale de recourir�a des
méthodes permettant d'imposer des déformations importantes, avec une bonne résolution spatiale, pour
caract́eriser la ḿecanique de ce type de matériau.

5.2 Perspectives

Le travail effectúe durant cette th�ese ouvre la porte�a de nombreuses perspectives:

Dans cette th�ese, nous avons abordé seulement la compression des levures avec des leviers plats. Ces
leviers nous ont permis d'observer la réponse�a la compression des levures pour de faibles déformations
(< 250nm). Il serait int́eressant de réitérer ces exṕeriences avec des leviers plus rigides pour appliquer
des d́eformations plus importantes et voir si on rejoint les observations faites par des expériences de
micromanipulation. Pour dresser un tableau plus complet de la mécanique de la paroi cellulaire, il serait
également int́eressant d'utiliser des levierśequiṕes de pointes coniques, adaptés pour engendrer des
déformations locales de la paroi. Des essais avec ce type de levier ont déj�a ét́e effectúes au LOMA mais
n'ont pasét́e pŕesent́es dans ce manuscrit.

Nous nous sommes intéresśe seulement�a la souche ”sauvage” deS.cerevisiae. Comme il a d́ej�a ét́e
propośe dans la litt́erature (Dague et al., 2010), il serait intéressant de réitérer la ḿethodologie pŕesent́ee
dans cette th�ese pour des souches présentant des mutations au niveau de leur métabolisméenerǵetique
ou au niveau de leur paroi cellulaire. Ce type d'approche pourrait faire ressortir des comportements
mécaniques diff́erents de ceux que nous avons rapportés.

Une des perspectives intéressantes consisterait de combiner la microscopie�a force atomique avec un
autre syst�eme d'imagerie tel que la microscopie de phase quantitative. Cela permettrait l'observation
simultańee de la structure cellulaire et de sa réponse�a la compression, ce qui nous permettrait de
mieux caract́eriser la d́eformation de l'́echantillon qui est un param�etre primordial dans les processus
de mod́elisation de la ḿecanique cellulaire et dans l'interprétation des courbes de force.

Les mesures de force présent́ees dans cette th�ese concerne la ḿecanique de cellules individuelles. Une
suite logique�a ce travail serait de passer�a plus grandéechelle en caractérisant la ḿecanique des m̂emes
cellules en population, assemblées en bio�lm. Cela nous permettrait comprendre comment la mécanique
d'un individu conditionne la ḿecanique d'une structure plus grande.

Pour les enregistrements de la croissance des levures en population, notre mesure est une valeur
moyenne de la croissance de toute la population dans un milieu agité et homog�ene. Il serait int́eressant
d'enregistrer la croissance d'une population de levure�a uneéchelle moins grande pour observer com-
ment les levures individuelles se multiplient et s'agence pour parvenir�a la formation d'un bio�lm (dans
un environnement sans agitation plus proche de leurs conditions naturelles). Des enregistrements de ce
type ont d́ej�a ét́e effectúes au LOMA pour les conditions de cultures abordées dans cette th�ese.
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Acronymes

ADN Acide d́esoxyribonucĺeique. 14

ADP Adénosine diphosphate. 17

ANOVA Analysis of variance. 29

ANR Agence Nationale de la Recherche. 11

ARP2/3 Actin Related Protein 2/3 complex. 69

ASL Alkali-sensitive linkage. 73

ATP Adénosine triphosphate. 8

CMOS Complementary Metal Oxide Semiconductor. 133

CWI Cell wall intergrity (Int́egrit́e de la paroi cellulaire). 55

CWPs Cell wall proteins (Prot́eines de la paroi cellulaire). 73

DO Densit́e optique. 21

edo Equation diff́erentielle ordinaire. 46

Fru-6-P Fructose-6-phosphate. 75

Glc-6-P Glucose-6-phosphate. 75

GPI Glycosylphosphatidylinositol. 73

GTP Guanosine triphosphate. 70

HOG High Osmolarity Glycerol (Voie ḿetabolique). 77

IBGC Institut de Biochimie et Ǵeńetique Cellulaires. 121

LOMA Laboratoire Ondes et Mati�eres d'Aquitaine. 24

MAP Mitogen-Activated Protein (Voie ḿetabolique). 77

MAP2 Mitogen-Activated Protein 2. 70
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MAP4 Mitogen-Activated Protein 4. 70

MMF Morgan-Mercer-Floding (mod�ele). 143

MMSG Milieu minimum synth́etique glucose. 24

MMSGal Milieu minimum synth́etique galactose. 24

MMSL Milieu minimum synth́etique lactate. 24

MSBRs Miniature Stirred Tank BioReactors (Bioréacteur�a chambre agité miniature). 125

MTC Magnetic Twisting Cytometry (Cytoḿetrie par torsion magńetique). 8

NAD+ Nicotinamide ad́enine dinucĺeotide (oxyd́e). 18

NADH Nicotinamide ad́enine dinucĺeotide. 16

NAPs nucleoid-associated proteins (Protéine associée aux nucĺeotides). 14

PDH Pyruvate d́eshydroǵenase. 17

PDMS Polydiméthylsiloxane. 124

PMMA Polyméthacrylate de ḿethyle. 124

PSM Poste de śecurit́e microbiologique. 133

SD Synthetic Dextrose (milieu de culture). 58

SEP SDS/� -mercaptoethanol extractable proteins. 73

TuRC Tubulin Ring Complex. 70

UDP-Glc Uridine diphosphate glucose. 75

UDP-GlcNac Uridine diphosphate N-acétylglucosamine. 75

UFC Unité formant colonie. 21

WT Wild type (type sauvage). 94

YPD Yeast Peptone Dextrose (Milieu de culture). 78

YPL Yeast Peptone Lactate (milieu de culture). 24
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Glossaire

� -glucanes Polysaccharide enti�erement constitúe de D-glucose líes par des liaisons bêta. 15

Acetaldehyde Aldéhyde de formule chimiqueCH3CHO. 19

Acetyl-CoA Acétyl-coenzyme A. Thioester�a haut potentiel d'hydrolyse qui occupe un rôle cĺe dans
métabolisméenerǵetique. 16

Actine Prot́eine bi-globulaire de 5.46 nm de diam�etre. 14

Actomyosine Élément contractile de la �bre musculaire, qui résulte de l'association de deux protéines,
l'actine et la myosine. 71

Adhésine Récepteur prot́eique membranaire,�a fonction d'adh́esion cellulaire. 73

Amylo�̈des Capables de former des structures �brillaires�a la surface de la paroi cellulaire qui peuvent
interagir avec la paroi d'autres cellules de levures (formation de bio�lm), avec différents substrats
ou encore avec la membrane d'autres cellules eucaryotes. 73

Anabolisme Voies du ḿetabolisme comprenant les phénom�enes de biosynth�ese. 16

Apoptose Mort cellulaire programḿee. 22

Archée Cat́egorie de microorganismes unicellulaires procaryotes. 13

Autophagie Processus d'auto-digestion qui consiste en une dégradation de composants intracellulaires.
56

Bgl2P � -1,3-glucanosyltransferase (enzyme) impliqué dans la synth�ese de la paroi cellulaire des lev-
ures. 73

Bio�lm Communaut́e multicellulaire plus ou moins complexe de micro-organismes adhérant entre eux
et �a une surface. 9

Bioreacteur Récipient dans lequel se produisent des procéd́es biologiques. 124

CapZ Prot́eine chaperonne pouvant se �xer aux extrémit́es des �laments d'actine. 69

Catabolisme Voies du ḿetabolisme comprenant les phénom�enes de d́egradation des biomolécules. 16

Cellulose Glucide constitúe d'une châ�ne linéaire de moĺecules de D-glucose. 15

Centrosome Centre cellulaire organisateur des microtubules. 70
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Chitine Molécule de la famille des glucides, et de formule (C8H13NO5)n . 15

Chloroplaste Organite pŕesent dans le cytoplasme des cellules eucaryotes photosynthétiques. 14

Concavaline-A Glycoprot́eine de la famille des lectines. qui se lie spéci�quement au D-mannose et au
D-glucose. 86

Crabtree-positif Cat́egorie des levures capables d'utiliser la fermentation en présence d'oxyg�ene et�a
des concentrationśelev́ees de glucose. 18

Cycle de Krebs Série de ŕeactions chimiques utilisée par tous les organismes aérobies pour ǵeńerer de
l' énergie (ATP)�a partir de l'oxydation de l'acetyl-CoA provenant des carbohydrates, des lipides
et des prot́eines. 16

Cytokin �ese Séparation physique du cytoplasme dans deux cellules lors de la division cellulaire. 69

Cytoplasme Liquide contenu dans les cellules composé essentiellement d'eau. 13

Cytosquelette Structure organiśee de polym�eres biologiques qui conf�erent�a la cellule l'essentiel de ses
propríet́es architecturales et ḿecaniques. 14

Diauxie Croissance d'une population de micro-organismes en deux phases. 17

Dynéine Prot́eine motrice pouvant se lier aux microtubules impliquée dans le transport des vésicules
depuis la membrane extracellulaire vers le centre de la cellule. 70

Endocytose Transport v́esiculaire vers l'int́erieur d'une cellule. 69

Eucaryote Cellule �a noyau. 13

Exocytose Mécanisme par lequel la cellule lib�ere des biomolécules�a travers sa membrane cellulaire.
77

Filaments intermédiaires Constituants du cytosquelette formés de prot́eines �brillaires. 14

Floculine Récepteur prot́eique membranaire,�a fonction d'adh́esion cellulaire, impliqúe dans les pro-
cessus de �oculation. 73

Formine Famille de prot́eines ŕegulant l'activit́e de l'actine. 71

Gas1P � -1,3-glucanosyltransferase (enzyme) impliqué dans la synth�ese de la paroi cellulaire des lev-
ures. 73

Gelsoline Prot́eine cytosolique capable de se �xer aux �laments d'actine et d'engendrer leur dislocation.
70

GFA1 Enzyme catalysant la formation de la glucosamine-6-P en glutamate�a partir du fructose-6-P et
de la glutamine (synth�ese de la chitine). 75

Glutarald éhyde Aldéhyde de formuleC5H8O2. 86

Glycog�ene Polym�ere de glucose. 55
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Glycolyse Voie métabolique de d́egradation du glucose. 16

GNA1 Enzyme GlucosamiNe-6-phosphate Acetyltransferase impliquée dans les voies de biosynth�eses
de la paroi cellulaire . 75

GTPase Enzyme de guanosine capable d'hydrolyser la GTP. 77

Histones Prot́eines permettant la compaction de l'ADN dans les chromosomes. 14

HK1 Hexokinase catalyse la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate. 75

Homographique Qualit́e d'une fonction qui peut̂etre repŕesent́ee sous la forme d'un quotient de deux
fonctions af�nes. 43

Hydrodynamique Relatif aux mouvements des liquides. 102

Hydrolase Classe d'enzymes qui catalysent les réactions d'hydrolyse de molécules. 73

Hémicellulose Biopolym�ere glucidique, constitutif de la paroi cellulaire véǵetale. 15

Inoculum Échantillon contenant des germes vivants, destiné �a être introduit au sein d'un milieu favor-
able�a sa multiplication. 141

Intron Portion d'un g�ene qui est transcrite en ARN. 14

Kin ésine Prot́eine motrice pouvant se lier aux microtubules impliquée dans le transport des vésicules
du centre de la cellule vers la membrane extracellulaire. 70

Lectine Prot́eines qui se lient sṕeci�quement et de façon réversible�a certains glucides. 86

Lignine Macromoĺecules polyph́enoliques. 15

Lysosome Organite pŕesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes qui ont pour fonction d'effectuer
la digestion intracellulaire. 14

Mannoprot éine Glycoprot́eine compośee de prot́eines et de mannose. 15

Micro�uidique Dispositifs manipulant de tr�es petites quantités de liquide dans des microvolumes. 124

Microscopie interférentielle Technique de microscopie qui exploite les interférences de deux faisceaux
d'une onde lumineuse traversant unéchantillon. 14

Microtubules Constituants du cytosquelette formés forḿes de dim�eres de tubulines. 14

Mid2 Prot́eine pŕesente dans la membrane cellulaire des levures qui joue un rôle de ḿecanosenseur dans
la voie d'intégrit́e de la paroi cellulaire. 77

Mitochondrie Organite pŕesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes dont le rôle essentiel est
d'assurer l'oxydation et la respiration cellulaire. 16

Mitochore Complexe prot́eiques permettant l'interaction des mitochondries avec le cytosquelette. 72

Mitophagie Processus de digestion des mitochondries par autophagie. 72
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Modi�cation post-traductionnelle Modi�cation chimique d'une prot́eine, ŕealiśee le plus souvent par
une enzyme, apr�es sa synth�ese ou au cours de sa vie dans la cellule. 13

Monophylétique Caract́eristique d'un groupe qui contient l'esp�ece souche dont descendent tous ses
membres. 13

Mtl1 Prot́eine pŕesente dans la membrane cellulaire des levures qui joue un rôle de ḿecanosenseur dans
la voie d'intégrit́e de la paroi cellulaire. 77

Myocyte Cellule musculaire capable de contraction. 9

MécanobiologieScience qui s'int́eresse aux effets des contraintes mécaniques sur les cellules ou les
tissus vivants.. 8

MécanosenseurProt́eines capable de détecter un signal ḿecanique. 77

Mécanotransduction Processus par lequel les cellules d'un organisme convertissent les stimulus mécaniques
de leur environnement en messageélectrique, biochimique, ou géńetique. 9

Nitrogene Source d'azote. 23

Néoglucoǵen�ese Voie métabolique de biosynth�ese du glucose�a partir de pŕecurseurs non glucidique.
16

Opéron Unité d'ADN fonctionnelle regroupant des g�enes qui op�erent sous le signal d'un m̂eme promo-
teur . 14

Organite Structure sṕecialiśe contenue dans le cytoplasme et délimitée du reste de la cellule par une
membrane phospholipidique. 15

PCM1 Enzyme catalysant la conversion du GlcNAc-6-P en GlcNAc-1-P. 75

Pectine Polysaccharide composant la paroi des cellules véǵetales. 15

PeroxysomeOrganite pŕesent dans le cytosplame des cellules eucaryotes impliqué dans la ḿetabolisation
des acides gras et des acides aminés, la ŕeduction de d́erivés ŕeactifs de l'oxyg�ene. 14

PGM1 Phosphoglucomutase qui catalyse la conversion du glucose-1-phosphate en glucose-6-phosphate.
75

Phéromone Substance chimique produite par un organisme servant de stimulus�a d'autres individus de
la même esp�ece pour une ou plusieurs réponses comportementales. 77

Pkc1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase, enzyme clé de la ńeoglucoǵen�ese. 77

Polycarbonate Polym�ere issu de la polycondensation du bisphénol A et d'un carbonate. 85

Polylysine Polym�ere organique composé de lysine (acide aminé). 86

Polym�ere Macromoĺecule, forḿe d'unités monom�eres líees entre elles par des liaisons covalentes. 14

PolysaccharidesPolym�eres de la famille des glucides constitués de plusieurs oses liés entre eux par des
liaisons osidiques. 14
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Procaryote Cellule sans noyau. 13

Pyruvate Compośe chimique de formuleCH3� CO� COOH qui occupe un r̂ole cĺe dans le ḿetabolisme
énerǵetique. 16

Péristaltique Mouvement par contraction. 124

QRI1 Enzyme catalysant la formation d l'UDP-GlcNAc impliquée dans les voies de biosynth�eses de la
paroi cellulaire. 76

QuiescencePhase durant laquelle la cellule arrête de se diviser et ach�eve son cycle cellulaire. 9

Rho1 GTPase impliqúee dans la ŕegulation de la� -1,3-glucane synthase. 77

Rom2 Prot́eine activatrice des GTPases Rho1 et Rho2. 77

Réticulum endoplasmique Organite pŕesent dans les cellules eucaryotes et lié �a la membrane nucléaire
qui permet la synth�ese des protéines, produit des macromolécules et transf�ere des substances vers
l'appareil de Golgi via des v́esicules. 13

Sec3 Prot́eine impliqúee dans les voies de sécŕetion. 77

Skn7 Facteur de transcription impliqué dans la ŕeponse aux stress oxydatifs.. 77

Solenö�de Fil métallique enrouĺe sur un cylindre, provoquant un champ magnétique sur son axe lorsqu'il
est parcouru par un courantélectrique. 124

Spectrophotom�etre Instrument permetant de déterminer la concentration d'une esp�ece chimique dans
une solution. 123

spectroscopieEtude exṕerimentale du spectre d'un phénom�ene physique. 126

Sphérö�des Agrégats cellulaires tridimensionnels. 81

Tau Prot́eine monoḿerique soluble pouvant sassocier aux microtubules pour réguler leur dynamique.
70

Transcriptome Ensemble des ARN issus de la transcription du génome. 14

TransglycosylaseClasse d'enzymes qui catalyse la transformation d'un glucide en un autre. 73

Tr éhaloseDim�ere de glucose. 19

Tubuline Hét́erodim�ere qui compose les microtubules.. 70

UGP1 Enzyme catalysant la formation de l'UDP-Glc�a partir du glucose 1-phosphate et de l'UTP (Uri-
dine triphosphate). 75

Urydilation Addition d'un groupement uridine. 75

Vesicules endoplasmiquesOrganite minimum śepaŕe du cytosol par au moins une bicouche lipidique.
69
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Viscoélastique Relatif �a un mat́eriau qui pŕesente un comportement�a la foisélastique et visqueux. 80

Voie des pentoses phosphatesVoie de d́egradation des hexoses permettant la production de plusieurs
biomoĺecules dont les acides nucléiques. 16

Wsc1-3 Prot́eines qui jouent un rôle de ḿecanosenseur dans la voie d'intégrit́e de la paroi cellualire. 77

165



Bibliography

Achinas, S., J. I. Heins, J. Krooneman, and G. J. W. Euverink (2020). Miniaturization and 3D printing
of bioreactors: A technological mini review.Micromachines 11(9).

Adachi, A., M. Koizumi, and Y. Ohsumi (2017, dec). Autophagy induction under carbon starvation
conditions is negatively regulated by carbon catabolite repression.Journal of Biological Chem-
istry 292(48), 19905–19918.

Adler, M., M. Erickstad, E. Gutierrez, and A. Groisman (2012). Studies of bacterial aerotaxis in a
micro�uidic device. Lab on a Chip 12(22), 4835–4847.
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Scḧapper, D., M. N. H. Z. Alam, N. Szita, A. Eliasson Lantz, and K. V. Gernaey (2009). Application
of microbioreactors in fermentation process development: A review.Analytical and Bioanalytical
Chemistry 395(3), 679–695.

Schiavone, M., S. D́ejean, N. Sieczkowski, M. Castex, E. Dague, and J. M. François (2017). Integration
of biochemical, biophysical and transcriptomics data for investigating the structural and nanomechan-
ical properties of the yeast cell wall.Frontiers in Microbiology 8(SEP).

Shin, D. and K. Athanasiou (1999, nov). Cytoindentation for obtaining cell biomechanical properties.
Journal of Orthopaedic Research 17(6), 880–890.
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Annexes

A.1 Equations utilisées pour tracer le mod�ele de Von Bertalanffy
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A.2 Tableaux des ŕesultats de l'identi�cation ”simpli� ée” des param�etres
des mod�eles

Dans ce paragraphe, nous avons réuni les ŕesultats de la procédure d'identi�cation ”simpli�ée” des
param�etres des diff́erents mod�eles: Verhulst, Gompertz et en fraction rationnelle. Les séries de mesures
de courbes de croissance suivant différents milieux de culture ont́et́e analyśees : Milieu minimum
synth́etique glucose (MMSG), Milieu minimum synthétique galactose (MMSGal), Milieu minimum
synth́etique lactate (MMSL) et Milieu riche lactate (YPL). Pour les mod�eles de Verhulst et de Gompertz
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qui poss�edent quatre param�etres, lors de la procédure d'identi�cation ”simpli�ée” des param�etres, trois
cas des donńees mesuŕees ont́et́eétudíes: (1)t0; N0; t � ; N � , (2) t0; N0; N � ; N 0(t � ) et (3)t0; N0; t � ; N 0(t � ).
Les param�etres identi�́es sont expriḿes en vert pour le cas, en bleu pour le cas (2) et en rouge pour le cas
(3). Le coef�cient de d́etermination not́e R2 (R-squared) et d́e�ni en relation 2.56 est́egalement calculé
pour mesurer la qualité de la proćedure d'identi�cation ”simpli�ée” des param�etres.

A.2.1 Mod�ele de Verhulst

Milieu t 0 t � N 0 N � N 0( t � ) � ( t � ) a1 a2 a3 k 1 k 2 k 3 � ( t � ) 1 � ( t � ) 2 � ( t � ) 3 R 2
( a 1 ;k 1 ) R 2

( a 2 ;k 2 ) R 2
( a 3 ;k 3 )

MMSG 3.84 18.64 0.08 2.2 0.62 0.28 4.39 4.39 7.92 0.27 0.56 0.31 0.14 0.28 0.16 0.72 -15.26 -1.87

MMSG 2.5 12.48 0.12 1.78 0.54 0.3 3.56 3.56 5.63 0.34 0.61 0.39 0.17 0.3 0.19 0.79 -7.4 -0.67

MMSG 2.06 14.06 0.12 1.88 0.48 0.26 3.75 3.75 5.93 0.29 0.52 0.33 0.14 0.26 0.16 0.76 -7.92 -0.77

MMSG 2.92 16.42 0.07 1.59 0.46 0.29 3.18 3.18 5.66 0.28 0.58 0.32 0.14 0.29 0.16 0.71 -13.61 -1.74

MMSG 1.67 13.98 0.09 1.94 0.52 0.27 3.88 3.88 6.05 0.31 0.54 0.34 0.15 0.27 0.17 0.84 -7.25 -0.37

MMSG 0.92 13.61 0.07 1.96 0.55 0.28 3.92 3.92 6.25 0.31 0.56 0.35 0.16 0.28 0.17 0.79 -8.63 -0.57

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 3.28 3.28 4.77 0.35 0.57 0.39 0.18 0.28 0.19 0.9 -4.68 0.13

MMSG 1.2 15.75 0.04 1.82 0.51 0.28 3.65 3.65 5.97 0.31 0.56 0.34 0.15 0.28 0.17 0.79 -11.08 -0.69

MMSG 1.7 11.39 0.09 1.94 0.54 0.28 3.89 3.89 5.26 0.38 0.56 0.41 0.19 0.28 0.21 0.94 -2.4 0.45

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 6.37 6.37 6.4 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 1 1 1

MMSGal 0.92 18.86 0.1 2.75 0.47 0.17 5.49 5.49 7.76 0.22 0.34 0.24 0.11 0.17 0.12 0.99 -2.75 0.58

MMSGal 0.92 22.31 0.1 3.62 0.38 0.11 7.24 7.24 7.5 0.2 0.21 0.2 0.1 0.11 0.1 0.99 0.96 0.99

MMSGal 0.92 20.28 0.1 3.11 0.36 0.12 6.22 6.22 6.69 0.21 0.23 0.22 0.11 0.12 0.11 0.99 0.85 0.97

MMSGal 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 6.09 6.09 7.15 0.21 0.26 0.22 0.1 0.13 0.11 0.99 0.23 0.91

MMSL 3.56 36.28 0.1 4.04 0.43 0.11 8.08 8.08 12.01 0.13 0.22 0.14 0.07 0.11 0.07 0.89 -6 0.08

MMSL 9.25 33.89 0.14 3.93 0.46 0.12 7.87 7.87 10.46 0.16 0.23 0.18 0.08 0.12 0.09 0.95 -2.1 0.57

MMSL 4.98 30.86 0.13 3.91 0.5 0.13 7.82 7.82 11.59 0.16 0.25 0.17 0.08 0.13 0.09 0.91 -5.29 0.12

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 5.63 5.63 7.63 0.18 0.26 0.19 0.09 0.13 0.09 0.96 -2.5 0.53

MMSL 1.23 30 0.08 3.98 0.53 0.13 7.96 7.96 12.04 0.16 0.26 0.17 0.08 0.13 0.09 0.89 -7.03 0.04

MMSL 3.95 31.95 0.07 3.41 0.33 0.1 6.82 6.82 7.91 0.16 0.2 0.17 0.08 0.1 0.08 0.97 0.18 0.88

MMSL 2.36 28 0.1 1.96 0.19 0.1 3.91 3.91 4.97 0.14 0.19 0.15 0.07 0.1 0.08 0.88 -1.14 0.56

YPL 0.92 28.48 0.21 3.87 0.48 0.12 7.73 7.73 12.79 0.13 0.25 0.15 0.07 0.12 0.07 0.74 -9.96 -1.09

YPL 0.92 28.89 0.11 4.5 0.5 0.11 9 9 11.86 0.16 0.22 0.17 0.08 0.11 0.08 0.91 -2.38 0.53

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 13.06 13.06 17.37 0.17 0.24 0.18 0.08 0.12 0.09 0.95 -2.64 0.63

YPL 1.5 28.53 0.09 3.87 0.39 0.1 7.75 7.75 9.14 0.17 0.2 0.17 0.08 0.1 0.09 0.97 -0.01 0.86

YPL 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 6.09 6.09 7.15 0.21 0.26 0.22 0.1 0.13 0.11 0.99 0.23 0.91

Table A.1 : Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres pour les courbes de croissance avec le mod�ele de Verhulst :
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A.2.2 Mod�ele de Gompertz

Milieu t 0 t � N 0 N � N 0( t � ) � ( t � ) a1 a2 a3 k 1 k 2 k 3 � ( t � ) 1 � ( t � ) 2 � ( t � ) 3 R 2
( a 1 ;k 1 ) R 2

( a 2 ;k 2 ) R 2
( a 3 ;k 3 )

MMSG 3.84 18.64 0.08 2.2 0.62 0.28 5.97 5.97 14.97 0.1 0.28 0.11 0.1 0.28 0.11 0.31 -31.34 -11.3575

MMSG 2.5 12.48 0.12 1.78 0.54 0.3 4.84 4.84 9.88 0.13 0.3 0.15 0.13 0.3 0.15 0.52 -15.24 -5.2032

MMSG 2.06 14.06 0.12 1.88 0.48 0.26 5.1 5.1 10.48 0.11 0.26 0.13 0.11 0.26 0.13 0.47 -16.39 -5.6217

MMSG 2.92 16.42 0.07 1.59 0.46 0.29 4.32 4.32 10.46 0.1 0.29 0.12 0.1 0.29 0.12 0.34 -27.11 -9.8776

MMSG 1.67 13.98 0.09 1.94 0.52 0.27 5.27 5.27 11.04 0.12 0.27 0.13 0.12 0.27 0.13 0.55 -16.75 -5.2612

MMSG 0.92 13.61 0.07 1.96 0.55 0.28 5.33 5.33 11.6 0.11 0.28 0.13 0.11 0.28 0.13 0.45 -19.72 -6.2858

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 4.45 4.45 8.7 0.13 0.28 0.15 0.13 0.28 0.15 0.66 -12.88 -3.6665

MMSG 1.2 15.75 0.04 1.82 0.51 0.28 4.96 4.96 11.68 0.11 0.28 0.12 0.11 0.28 0.12 0.37 -26.65 -8.3633

MMSG 1.7 11.39 0.09 1.94 0.54 0.28 5.29 5.29 9.37 0.14 0.28 0.16 0.14 0.28 0.16 0.74 -8.48 -2.2151

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 8.66 8.66 11.56 0.07 0.1 0.07 0.07 0.1 0.07 0.91 -0.79 0.4125

MMSGal 0.92 18.86 0.1 2.75 0.47 0.17 7.47 7.47 14.34 0.08 0.17 0.09 0.08 0.17 0.09 0.86 -9.8 -2.2612

MMSGal 0.92 22.31 0.1 3.62 0.38 0.11 9.84 9.84 13.8 0.07 0.11 0.07 0.07 0.11 0.07 0.87 -1.65 0.1663

MMSGal 0.92 20.28 0.1 3.11 0.36 0.12 8.46 8.46 12.17 0.08 0.12 0.08 0.08 0.12 0.08 0.87 -2.14 -0.0048

MMSGal 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 8.28 8.28 13.28 0.07 0.13 0.08 0.07 0.13 0.08 0.86 -4.62 -0.6398

MMSL 3.56 36.28 0.1 4.04 0.43 0.11 10.98 10.98 22.94 0.05 0.11 0.05 0.05 0.11 0.05 0.58 -17.13 -4.7618

MMSL 9.25 33.89 0.14 3.93 0.46 0.12 10.69 10.69 19.23 0.06 0.12 0.06 0.06 0.12 0.06 0.75 -9.13 -2.1951

MMSL 4.98 30.86 0.13 3.91 0.5 0.13 10.63 10.63 21.55 0.06 0.13 0.06 0.06 0.13 0.06 0.65 -14.63 -4.0951

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 7.65 7.65 14 0.06 0.13 0.07 0.06 0.13 0.07 0.77 -9.73 -2.3857

MMSL 1.23 30 0.08 3.98 0.53 0.13 10.82 10.82 23.62 0.06 0.13 0.06 0.06 0.13 0.06 0.56 -20.23 -5.5937

MMSL 3.95 31.95 0.07 3.41 0.33 0.1 9.27 9.27 15.09 0.06 0.1 0.06 0.06 0.1 0.06 0.75 -5.7 -0.9647

MMSL 2.36 28 0.1 1.96 0.19 0.1 5.32 5.32 8.76 0.05 0.1 0.06 0.05 0.1 0.06 0.65 -5.93 -1.4994

YPL 0.92 28.48 0.21 3.87 0.48 0.12 10.51 10.51 23.02 0.05 0.12 0.06 0.05 0.12 0.06 0.41 -20.21 -7.0289

YPL 0.92 28.89 0.11 4.5 0.5 0.11 12.23 12.23 22.58 0.06 0.11 0.06 0.06 0.11 0.06 0.61 -11.14 -2.7142

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 17.75 17.75 34.6 0.06 0.12 0.06 0.06 0.12 0.06 0.67 -13.63 -3.0728

YPL 1.5 28.53 0.09 3.87 0.39 0.1 10.53 10.53 17.29 0.06 0.1 0.06 0.06 0.1 0.06 0.77 -6.02 -1.0729

YPL 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 8.28 8.28 13.28 0.07 0.13 0.08 0.07 0.13 0.08 0.86 -4.62 -0.6398

Table A.2 : Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres pour les courbes de croissance avec le mod�ele de Gompertz.
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A.2.3 Mod�ele en fraction rationnelle

Milieu t0 t � N0 N � N 0(t � ) � (t � ) a b m � (t � )F R R2

MMSG 3.84 18.64 0.08 2.2 0.62 0.28 4.88 1119911599.81 7.63 0.28 0.92

MMSG 2.5 12.48 0.12 1.78 0.54 0.3 4.06 460181.53 5.51 0.3 0.95

MMSG 2.06 14.06 0.12 1.88 0.48 0.26 4.28 1564830.9 5.59 0.26 0.96

MMSG 2.92 16.42 0.07 1.59 0.46 0.29 3.53 163021752.54 7.16 0.29 0.94

MMSG 1.67 13.98 0.09 1.94 0.52 0.27 4.46 4022965.79 5.92 0.27 0.95

MMSG 0.92 13.61 0.07 1.96 0.55 0.28 4.48 13402036.8 6.33 0.28 0.96

MMSG 2.75 13.64 0.07 1.64 0.46 0.28 3.85 638602.64 5.44 0.28 0.94

MMSG 1.2 15.75 0.04 1.82 0.51 0.28 4.13 469125615.56 7.35 0.28 0.96

MMSG 1.7 11.39 0.09 1.94 0.54 0.28 4.7 65286.53 4.69 0.28 0.94

MMSGal 0.92 21.95 0.1 3.19 0.32 0.1 8.86 43236.48 3.3 0.1 0.99

MMSGal 0.92 18.86 0.1 2.75 0.47 0.17 6.5 8704233.6 5.4 0.17 0.85

MMSGal 0.92 22.31 0.1 3.62 0.38 0.11 9.74 113857.27 3.62 0.11 0.99

MMSGal 0.92 20.28 0.1 3.11 0.36 0.12 8.28 94950.88 3.68 0.12 0.99

MMSGal 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 7.69 811192.03 4.36 0.13 0.96

MMSL 3.56 36.28 0.1 4.04 0.43 0.11 9.38 3705525977.64 6.22 0.11 0.95

MMSL 9.25 33.89 0.14 3.93 0.46 0.12 9.51 12022087.21 4.96 0.12 0.95

MMSL 4.98 30.86 0.13 3.91 0.5 0.13 9.12 242286199.28 5.83 0.13 0.94

MMSL 10.75 33.59 0.1 2.82 0.36 0.13 6.77 11068227.84 5.06 0.13 0.92

MMSL 1.23 30 0.08 3.98 0.53 0.13 9.16 9767150572.89 6.76 0.13 0.95

MMSL 3.95 31.95 0.07 3.41 0.33 0.1 8.54 6797239.08 4.59 0.1 0.99

MMSL 2.36 28 0.1 1.96 0.19 0.1 4.88 1362560.93 4.2 0.1 1

YPL 0.92 28.48 0.21 3.87 0.48 0.12 8.73 1067767879.89 6.17 0.12 0.96

YPL 0.92 28.89 0.11 4.5 0.5 0.11 10.81 79022572.98 5.35 0.11 0.99

YPL 1.61 31 0.1 6.53 0.77 0.12 15.43 960435542.65 6.02 0.12 0.97

YPL 1.5 28.53 0.09 3.87 0.39 0.1 9.68 5775592.79 4.59 0.1 0.98

YPL 0.92 21.34 0.08 3.04 0.39 0.13 7.69 811192.03 4.36 0.13 0.96

Table A.3 : Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres pour les courbes de croissance avec le mod�ele en fraction rationnelle :
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A.3 Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres : comparaison des
courbes de croissance identi�́ees avec celle mesurée

A.3.1 Milieu minimum synthétique glucose

Figure A.1 : Identi�cation ”simpli� ée” des param�etres des diff́erents mod�eles en fonction du choix des donńees mesuŕees
utilis ées :Graphiques des courbesN (t), dN (t)=dt et � (t) = dN (t)=dt identi� ées pour le mod�ele de Verhulst (rouge), pour
le mod�ele de Gompertz (bleu) et pour le mod�ele en fraction rationnelle (vert) pour différents jeux de valeurs :A1, B1, C1
(t0; N0; t � ; N � ) A2, B2, C2(t0; N0; N � ; N 0(t � )) A3, B3, C3(t0; N0; t � ; N 0(t � )). Les courbes exṕerimentales sont tracées en
noir dans chaque cas.
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A.3.2 Milieu minimum synthétique galactose

Figure A.2 : Identi�cation des param �etres analytiques avec les mod�eles pour les diff́erents mod�eles en fonction du choix
des param�etres initiaux : Graphiques des courbesN (t), dN (t)=dt et � (t) = dN (t)=dt identi� ées pour le mod�ele de Verhulst
(rouge), pour le mod�ele de Gompertz (bleu) et pour le mod�ele en fraction rationnelle (vert) pour différents jeux de valeurs :
A1, B1, C1(t0; N0; t � ; N � ) A2, B2, C2(t0; N0; N � ; N 0(t � )) A3, B3, C3(t0; N0; t � ; N 0(t � )). Les courbes exṕerimentales sont
traćees en noir dans chaque cas.
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A.3.3 Milieu minimum synthétique lactate

Figure A.3 : Identi�cation des param �etres analytiques avec les mod�eles pour les diff́erents mod�eles en fonction du choix
des param�etres initiaux : Graphiques des courbesN (t), dN (t)=dt et � (t) = dN (t)=dt identi� ées pour le mod�ele de Verhulst
(rouge), pour le mod�ele de Gompertz (bleu) et pour le mod�ele en fraction rationnelle (vert) pour différents jeux de valeurs :
A1, B1, C1(t0; N0; t � ; N � ) A2, B2, C2(t0; N0; N � ; N 0(t � )) A3, B3, C3(t0; N0; t � ; N 0(t � )). Les courbes exṕerimentales sont
traćees en noir dans chaque cas.
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A.3.4 Milieu riche lactate

Figure A.4 : Identi�cation des param �etres analytiques avec les mod�eles pour les diff́erents mod�eles en fonction du choix
des param�etres initiaux : Graphiques des courbesN (t), dN (t)=dt et � (t) = dN (t)=dt identi� ées pour le mod�ele de Verhulst
(rouge), pour le mod�ele de Gompertz (bleu) et pour le mod�ele en fraction rationnelle (vert) pour différents jeux de valeurs :
A1, B1, C1(t0; N0; t � ; N � ) A2, B2, C2(t0; N0; N � ; N 0(t � )) A3, B3, C3(t0; N0; t � ; N 0(t � )). Les courbes exṕerimentales sont
traćees en noir dans chaque cas.
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A.4 Identi�cation num érique des param�etres : Tableaux

A.4.1 Mod�ele de Verhulst

Milieu amin amax aini a kmin kmax k ini k N0min N0max N0ini N0 R2 � (t � ) � (t � )V

MMSG 4.39 7.92 4.39 7.92 0.22 0.32 0.27 0.32 0 0.18 0.27 0.02 0.9916 0.28 0.16

MMSG 3.56 5.63 3.56 5.63 0.29 0.39 0.34 0.39 0 0.22 0.34 0.05 0.9931 0.3 0.19

MMSG 3.75 5.93 3.75 5.93 0.24 0.34 0.29 0.34 0 0.22 0.29 0.04 0.9917 0.26 0.17

MMSG 3.18 5.66 3.18 5.66 0.23 0.33 0.28 0.33 0 0.17 0.28 0.02 0.992 0.29 0.17

MMSG 3.88 6.05 3.88 6.05 0.26 0.36 0.31 0.36 0 0.19 0.31 0.03 0.9971 0.27 0.18

MMSG 3.92 6.25 3.92 6.25 0.26 0.36 0.31 0.36 0 0.17 0.31 0.03 0.9944 0.28 0.18

MMSG 3.28 4.77 3.28 4.77 0.3 0.4 0.35 0.39 0 0.17 0.35 0.04 0.9978 0.28 0.19

MMSG 3.65 5.97 3.65 5.97 0.26 0.36 0.31 0.36 0 0.14 0.31 0.01 0.9956 0.28 0.18

MMSG 3.89 5.26 3.89 5.26 0.33 0.43 0.38 0.4 0 0.19 0.38 0.06 0.9975 0.28 0.2

MMSGal 6.37 6.4 6.37 6.37 0.15 0.25 0.2 0.21 0 0.2 0.2 0.09 0.9997 0.1 0.1

MMSGal 5.49 7.76 5.49 7.1 0.17 0.27 0.22 0.22 0 0.2 0.22 0.09 0.9999 0.17 0.11

MMSGal 7.24 7.5 7.24 7.24 0.15 0.25 0.2 0.22 0 0.2 0.2 0.07 0.9996 0.11 0.11

MMSGal 6.22 6.69 6.22 6.5 0.16 0.26 0.21 0.23 0 0.2 0.21 0.07 0.9999 0.12 0.11

MMSGal 6.09 7.15 6.09 6.48 0.16 0.26 0.21 0.21 0 0.18 0.21 0.07 1 0.13 0.11

MMSL 8.08 12.01 8.08 12.01 0.08 0.18 0.13 0.15 0 0.2 0.13 0.04 0.9989 0.11 0.08

MMSL 7.87 10.46 7.87 10.46 0.11 0.21 0.16 0.17 0 0.24 0.16 0.09 0.9992 0.12 0.09

MMSL 7.82 11.59 7.82 11.59 0.11 0.21 0.16 0.17 0 0.23 0.16 0.07 0.9987 0.13 0.09

MMSL 5.63 7.63 5.63 7.63 0.13 0.23 0.18 0.18 0 0.2 0.18 0.08 0.9987 0.13 0.09

MMSL 7.96 12.04 7.96 12.04 0.11 0.21 0.16 0.18 0 0.18 0.16 0.03 0.9992 0.13 0.09

MMSL 6.82 7.91 6.82 7.91 0.11 0.21 0.16 0.19 0 0.17 0.16 0.03 0.9993 0.1 0.09

MMSL 3.91 4.97 3.91 4.97 0.09 0.19 0.14 0.18 0 0.2 0.14 0.03 0.9967 0.1 0.09

YPL 7.73 12.79 7.73 12.79 0.08 0.18 0.13 0.16 0 0.31 0.13 0.06 0.9909 0.12 0.08

YPL 9 11.86 9 11.86 0.11 0.21 0.16 0.19 0 0.21 0.16 0.04 0.9985 0.11 0.09

YPL 13.06 17.37 13.06 17 0.12 0.22 0.17 0.19 0 0.2 0.17 0.05 0.9996 0.12 0.09

YPL 7.75 9.14 7.75 9.14 0.12 0.22 0.17 0.18 0 0.19 0.17 0.05 0.9993 0.1 0.09

Table A.4 : Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele de Verhulst pour les courbes
de croissance.
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A.4.2 Mod�ele de Gompertz

Milieu amin amax aini a kmin kmax k ini k N0min N0max N0ini N0 R2 � (t � ) � (t � )G

MMSG 5.97 14.97 5.97 14.97 0.09 0.11 0.1 0.1 0 0.18 0.1 0 0.9761 0.28 0.1

MMSG 4.84 9.88 4.84 9.88 0.08 0.18 0.13 0.13 0 0.22 0.13 0.01 0.9777 0.3 0.13

MMSG 5.1 10.48 5.1 10.48 0.06 0.16 0.11 0.11 0 0.22 0.11 0.01 0.9749 0.26 0.11

MMSG 4.32 10.46 4.32 10.46 0.05 0.15 0.1 0.11 0 0.17 0.1 0 0.9785 0.29 0.11

MMSG 5.27 11.04 5.27 11.04 0.07 0.17 0.12 0.12 0 0.19 0.12 0.01 0.9863 0.27 0.12

MMSG 5.33 11.6 5.33 11.6 0.06 0.16 0.11 0.12 0 0.17 0.11 0 0.9856 0.28 0.12

MMSG 4.45 8.7 4.45 8.7 0.08 0.18 0.13 0.13 0 0.17 0.13 0.01 0.9877 0.28 0.13

MMSG 4.96 11.68 4.96 11.68 0.06 0.16 0.11 0.12 0 0.14 0.11 0 0.9888 0.28 0.12

MMSG 5.29 9.37 5.29 9.37 0.09 0.19 0.14 0.13 0 0.19 0.14 0.02 0.9869 0.28 0.13

MMSGal 8.66 11.56 8.66 11.56 0.06 0.08 0.07 0.07 0 0.2 0.07 0.03 0.9973 0.1 0.07

MMSGal 7.47 14.34 7.47 14.34 0.07 0.09 0.08 0.07 0 0.2 0.08 0.03 0.9963 0.17 0.07

MMSGal 9.84 13.8 9.84 13.8 0.06 0.08 0.07 0.08 0 0.2 0.07 0.01 0.9962 0.11 0.08

MMSGal 8.46 12.17 8.46 12.17 0.07 0.09 0.08 0.08 0 0.2 0.08 0.02 0.9965 0.12 0.08

MMSGal 8.28 13.28 8.28 13.28 0.06 0.08 0.07 0.07 0 0.18 0.07 0.02 0.9972 0.13 0.07

MMSL 10.98 22.94 10.98 22.94 0.04 0.06 0.05 0.05 0 0.2 0.05 0 0.9917 0.11 0.05

MMSL 10.69 19.23 10.69 19.23 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.24 0.06 0.02 0.9916 0.12 0.06

MMSL 10.63 21.55 10.63 21.55 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.23 0.06 0.01 0.9903 0.13 0.06

MMSL 7.65 14 7.65 14 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.2 0.06 0.02 0.9909 0.13 0.06

MMSL 10.82 23.62 10.82 23.62 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.18 0.06 0 0.9925 0.13 0.06

MMSL 9.27 15.09 9.27 15.09 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.17 0.06 0 0.9944 0.1 0.06

MMSL 5.32 8.76 5.32 8.76 0.04 0.06 0.05 0.06 0 0.2 0.05 0.01 0.9875 0.1 0.06

YPL 10.51 23.02 10.51 23.02 0.04 0.06 0.05 0.05 0 0.31 0.05 0.01 0.9737 0.12 0.05

YPL 12.23 22.58 12.23 22.58 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.21 0.06 0 0.9913 0.11 0.06

YPL 17.75 34.6 17.75 34.6 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.2 0.06 0 0.9957 0.12 0.06

YPL 10.53 17.29 10.53 17.29 0.05 0.07 0.06 0.06 0 0.19 0.06 0.01 0.9934 0.1 0.06

Table A.5 : Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele de Gompertz pour les courbes
de croissance.
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A.4.3 Mod�ele en fraction rationnelle

Milieu amin amax aini a bmin bmax bini b mmin mmax m ini m R2 � (t � ) � (t � )F R

MMSG 3.9 5.85 4.88 3.9 9.0e+08 1.3e+09 1.1e+09 9.0e+08 6.11 9.16 7.63 7.73 0.9432 0.28 0.3

MMSG 3.25 4.88 4.06 3.25 3.7e+05 5.5e+05 4.6e+05 3.7e+05 4.41 6.61 5.51 5.61 0.9684 0.3 0.33

MMSG 3.43 5.14 4.28 3.43 1.3e+06 1.9e+06 1.6e+06 1.3e+06 4.48 6.71 5.59 5.67 0.9722 0.26 0.28

MMSG 2.83 4.24 3.53 2.83 1.3e+08 2.0e+08 1.6e+08 1.3e+08 5.73 8.59 7.16 7.26 0.9595 0.29 0.31

MMSG 3.57 5.35 4.46 3.57 3.2e+06 4.8e+06 4.0e+06 3.2e+06 4.74 7.11 5.92 6.02 0.9655 0.27 0.29

MMSG 3.59 5.38 4.48 3.59 1.1e+07 1.6e+07 1.3e+07 1.1e+07 5.07 7.6 6.33 6.42 0.9778 0.28 0.3

MMSG 3.08 4.62 3.85 3.08 5.1e+05 7.7e+05 6.4e+05 5.1e+05 4.35 6.53 5.44 5.54 0.959 0.28 0.31

MMSG 3.3 4.95 4.13 3.3 3.8e+08 5.6e+08 4.7e+08 3.8e+08 5.88 8.82 7.35 7.44 0.9727 0.28 0.3

MMSG 3.76 5.65 4.7 3.76 5.2e+04 7.8e+04 6.5e+04 5.2e+04 3.75 5.63 4.69 4.78 0.9589 0.28 0.31

MMSGal 7.09 10.63 8.86 7.12 3.5e+04 5.2e+04 4.3e+04 3.5e+04 2.64 3.96 3.3 3.34 0.9959 0.1 0.11

MMSGal 5.2 7.8 6.5 5.2 7.0e+06 1.0e+07 8.7e+06 7.0e+06 4.32 6.49 5.4 5.55 0.9176 0.17 0.2

MMSGal 7.79 11.69 9.74 8.62 9.1e+04 1.4e+05 1.1e+05 9.1e+04 2.89 4.34 3.62 3.61 0.9964 0.11 0.11

MMSGal 6.63 9.94 8.28 6.63 7.6e+04 1.1e+05 9.5e+04 7.6e+04 2.94 4.42 3.68 3.73 0.9929 0.12 0.13

MMSGal 6.15 9.22 7.69 6.15 6.5e+05 9.7e+05 8.1e+05 6.5e+05 3.48 5.23 4.36 4.43 0.9736 0.13 0.14

MMSL 7.5 11.25 9.38 7.5 3.0e+09 4.4e+09 3.7e+09 3.0e+09 4.98 7.47 6.22 6.26 0.9882 0.11 0.11

MMSL 7.61 11.42 9.51 7.61 9.6e+06 1.4e+07 1.2e+07 9.6e+06 3.97 5.95 4.96 4.98 0.9877 0.12 0.12

MMSL 7.29 10.94 9.12 7.29 1.9e+08 2.9e+08 2.4e+08 1.9e+08 4.66 6.99 5.83 5.86 0.9843 0.13 0.13

MMSL 5.41 8.12 6.77 5.41 8.9e+06 1.3e+07 1.1e+07 8.9e+06 4.05 6.07 5.06 5.08 0.9804 0.13 0.13

MMSL 7.33 10.99 9.16 7.33 7.8e+09 1.2e+10 9.8e+09 7.8e+09 5.41 8.11 6.76 6.8 0.9857 0.13 0.14

MMSL 6.83 10.25 8.54 8.54 5.4e+06 8.2e+06 6.8e+06 5.4e+06 3.67 5.51 4.59 4.51 0.9986 0.1 0.1

MMSL 3.9 5.85 4.88 5.85 1.1e+06 1.6e+06 1.4e+06 1.1e+06 3.36 5.05 4.2 4.05 0.9995 0.1 0.09

YPL 6.99 10.48 8.73 6.99 8.5e+08 1.3e+09 1.1e+09 8.5e+08 4.94 7.4 6.17 6.24 0.9713 0.12 0.13

YPL 8.64 12.97 10.81 8.64 6.3e+07 9.5e+07 7.9e+07 6.3e+07 4.28 6.41 5.35 5.39 0.9915 0.11 0.12

YPL 12.35 18.52 15.43 12.35 7.7e+08 1.2e+09 9.6e+08 7.7e+08 4.82 7.22 6.02 6.09 0.9825 0.12 0.13

YPL 7.75 11.62 9.68 7.75 4.6e+06 6.9e+06 5.8e+06 4.6e+06 3.67 5.51 4.59 4.64 0.9895 0.1 0.11

Table A.6 : Contraintes et ŕesultats de la procédure d'identi�cation des param�etres avec le mod�ele en fraction rationnelle pour
les courbes de croissance :
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A.5 Identi�cation num érique des param�etresa, k, etN0 : Graphiques

A.5.1 Milieu minimum synthétique glucose

Figure A.5 : Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum glucose : A.
Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique glucose (N (t)) avec
les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe par un
point étoilé rouge. Les mod�eles ont́et́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les param�etres identi�́es dans les tableaux A.4, A.5 et A.6.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et
des mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le maximum de la dérivée. C. Taux de croissance� (t) = dN (t)=N(t) pour
les donńees exṕerimentales et les mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le taux de croissance au point d'in�exion� (t � ).
D. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.
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A.5.2 Milieu minimum synthétique galactose

Figure A.6 : Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum galactose :
A. Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique galactose (N (t))
avec les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe par un
point étoilé rouge. Les mod�eles ont́et́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les param�etres identi�́es dans les tableaux A.4, A.5 et A.6.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et
des mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le maximum de la dérivée. C. Taux de croissance� (t) = dN (t)=N(t) pour
les donńees exṕerimentales et les mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le taux de croissance au point d'in�exion� (t � ).
D. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.
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A.5.3 Milieu minimum synthétique lactate

Figure A.7 : Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu minimum lactate : A.
Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu minimum synthétique lactate (N (t)) avec
les mod�eles de Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe par un
point étoilé rouge. Les mod�eles ont́et́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction
rationnelle) avec les param�etres identi�́es dans les tableaux A.4, A.5 et??. B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et
des mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le maximum de la dérivée. C. Taux de croissance� (t) = dN (t)=N(t) pour
les donńees exṕerimentales et les mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le taux de croissance au point d'in�exion� (t � ).
D. Écarts relatifs entre les données exṕerimentales et les différents mod�eles.
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A.5.4 Milieu riche lactate

Figure A.8 : Identi�cation des param �etres sur une courbe de croissance deS.cerevisiaeen milieu riche lactate : A.
Identi�cation des param�etres sur une courbe de croissance de levures dans un milieu riche lactate (N (t)) avec les mod�eles de
Verhulst (rouge) et de Gompertz (bleu). Le point d'in�exion de la courbe de croissance aét́e marqúe par un point́etoilé rouge.
Les mod�eles ontét́e traćes en utilisant leśequations (2.22)(Verhulst), (2.36) (Gompertz) et (2.47) (fraction rationnelle) avec
les param�etres identi�́es dans les tableaux A.4, A.5 et A.6.B. Dérivé de la courbe de croissancedN (t)=dt et des mod�eles
traćes en A. Le point́etoilé indique le maximum de la dérivée. C. Taux de croissance� (t) = dN (t)=N(t) pour les donńees
exṕerimentales et les mod�eles traćes en A. Le point́etoilé indique le taux de croissance au point d'in�exion� (t � ). D. Écarts
relatifs entre les donńees exṕerimentales et les différents mod�eles.
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A.6 Distribution des param�etres mécaniques pour les diff́erents
milieux de croissance

A.6.1 Milieu glucose

Figure A.9 : Estimation des param�etres mécaniques avec leur ŕepartition pour deux séries de mesures de compression
des levures en milieu minimum synth́etique glucose: Les différenteśetapes de la prolifération sont marqúees avec des points
coloŕes (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), �nale (rouge))).(a). Valeurs estiḿees et fonction de densité de(a,b).
Z � max , (c,d). � max , (e,f). dF=dZ� max et (g,h). D l . Ces param�etres ont́et́e estiḿes �a partir de la moyenne des courbes de
force enregistŕees pour des vitesses de déplacement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps correspondant�a
chaque pŕel�evement depuis l'ensemencement de la culture est noté en ĺegende.
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A.6.2 Milieu galactose

Figure A.10 : Estimation des param�etres mécaniques avec leur ŕepartition pour deux séries de mesures de compression
des levures en milieu minimum synth́etique galactose: Les différenteśetapes de la prolifération sont marqúees avec des
points coloŕes (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), �nale (rouge))).(a). Valeurs estiḿees et fonction de densité
de(a,b). Z � max , (c,d). � max , (e,f). dF=dZ� max et(g,h). D l . Ces param�etres ont́et́e estiḿes�a partir de la moyenne des courbes
de force enregistrées pour des vitesses de déplacement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps correspondant
�a chaque pŕel�evement depuis l'ensemencement de la culture est noté en ĺegende.

A.6.3 Milieu lactate

Figure A.11 : Estimation des param�etres mécaniques avec leur ŕepartition pour deux séries de mesures de compression
des levures en milieu minimum synth́etique lactate: Les différenteśetapes de la prolifération sont marqúees avec des points
coloŕes (phase exponentielle (bleu), de transition (orange), �nale (rouge))).(a). Valeurs estiḿees et fonction de densité de(a,b).
Z � max , (c,d). � max , (e,f). dF=dZ� max et (g,h). D l . Ces param�etres ont́et́e estiḿes �a partir de la moyenne des courbes de
force enregistŕees pour des vitesses de déplacement du levier de 500 nm/s, 1000 nm/s et 5000 nm/s. Le temps correspondant�a
chaque pŕel�evement depuis l'ensemencement de la culture est noté en ĺegende.
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