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Equipe ProBioGEM: Notre stratégie de Recherche

Approche
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Macroscopique

Valorisation
Bioinformatique
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Microbiens
-Procedeés

enzymatiques
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Recherche avec
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industriels Genie genétique
- Reéacteurs et Procedés Génie meétabolique
separatifs échelle labo Génie enzymatique

- Intensification de procédes
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Recherche de séguences
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Protéines = Hydrolyse enzymatique peptidiques actives a partir

agroalimentaires > de I" hydrolyse in vitro ou
issues de la luzerne, _ : in vivo de protéines
(cruor), produits de la pepsine, Delvolase... i
peche... Peptides antihypertensifs,
satiants, opioides,
J\ antimicrobiens...
Conditions de génération de peptides Propriétés physico-chimiques
actifs en réacteurs de type « batch » et peptides — Mise en ceuvre de
«ouverts » procédés de separation sélectifs

l |

Conception et mise en ceuvre de procédés couplés
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Protéines

: a4 ™\
= Hydrolyse enzymatique Z
agroalimentaires y y y 9 Recherche de séquences

issues de la luzerne, >
du lactosérum, du sang
(cruor), produits de la

péche...

peptidiques actives a partir
de I" hydrolyse in vitro ou
= Trypsine, chymotrypsine, in vivo de protéines

l

Peptides antihypertensifs,
satiants, opioides,
antimicrobiens...

pepsine...

Conditions de génération de peptides
actifs en réacteurs de type « batch » et
«ouverts »

Propriétées physico-chimiques
peptides —» Mise en ceuvre de
procédés de seéparation sélectifs
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Conception et mise en ceuvre de procédés couplées
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Conditions de génération de peptides actifs (1/5)

Isolement de peptides actifs par hydrolyse pepsique de I’hémoglobine bovine
co-produit de I’industrie de la viande

) _ Hydrolyse
Abattoirs —) Hemoglobine —)  par —> Hydrolysats peptidiques
la pepsine @
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Vel o
€ Préfractionnement

_ Fractions Fitrati |
CLHP de phase inverse  <— pentidiquesc—  Par fitration sur gel ou
CLHP de phase inverse

@ Criblage activités
PeptICK purs < bio'ogiques Id tf t d
entification de
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-Spectrométrie de Masse
-Analyse des acides amines

Mapping
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Conditions de génération de peptides actifs (2/5)
Peptides a activités biologiques isolés au laboratoire
> Trois peptides morphinomimétiques (opioides):

LVV-hémorphine-7 ------------—-mmmm e f 31-40

VV-hémorphing-7  ----------mmmmm oo f 32-40

VV-hémorphine-4  --------—-mmmmm e p 32-27
> Quarantaine de peptides antibactériens-------------------- a 1-23
> Un peptide analgésique: La néokyotorphine --------- o 137-141
—> Deux peptides hematopoiétiques: ---------- o 76-82 et § 94-100

——> Un peptide potentialisateur de la bradykinine-------- o 129-134
> Un peptide transporteur de la protoporphyrine I1X--a 110-125

Bovine hemoglobin: An attractive source of antibacterial
peptides

Naima Nedjar-Arroume ™", Véronique Dubois-Delval ®, Estelle Yaba Adje®, 2 .0,_-. L
Jonathan Traisnel ?, Frangois Krier®, Patrice Mary °, Mostafa Kouach b i <
Gilbert Briand ¥, Didier Guillochon®

‘che en agroalimentaire et biotechnologie
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Conditions de génération de peptides actifs (3/5)
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Pepsine | ‘ w
T N -

e Ll | “

& ‘ IMMOBILISATION
ENZYME
— Hydrolysat
Hbal% peptidique . ., . . .
Tampon ﬁ;ﬂe _45ml Profils cinétiques peptides bioactifs
, — Pepsine immobilisée sur Peptides intermédiaires et finaux
B— des billes de Duolite A

568 E/S variable

PROCESS
BIOCHEMISTRY
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Hioputs

Wechaism and Kietcs modelingofthe enzymaic -~ PHPwesS @Springer
(R R, L R NP [ : = Use of a protease-modified-alumina complex to design a continuous
hYdI'IJWSISﬂfI]l Tt pelmm e ' stirred tank reactor for producing bioactive hydrolysates
Elena-Loredana Ticu®, Dominigue Vercaigne-Marko™*, Renato Froidevaux ®, .
v T IR T Conewh . Anca Huma®, Viad Arte -
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Conditions de géneération de peptides actifs (4/5)

JL Profils

RP-HPLC peptidiques et
LC-MS de MM

 Digestion de I'Hb par la pepsine
- Modélisation de I'hydrolyse de 'Hb ¢ Analyses des populations peptidfiques

et des cinétiques d’obtention des par LC/MS
peptides en modes “batch” et « Comparaison avec les prodils de
“microfluidique” digestion en mode “batch”

o Conditions pH3, T=25°C, Temps de
réaction 15 et 30sec

RSC Advances RSCPublishing

PAPER

I Diffusion based kinetic selectivity modulation of
enzymatic proteolysis in a microfluidic reactor:
experimental analysis and stochastic modeling

Ciie Shis; BOF 118397 Aradingse
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Conditions de génération de peptides actifs (5/5)

Hémoglobine non 200 , apha-chain
hydrolysée - - - bota-chain
aon .
Mode Batch § e
i = Durée = 15sec
EI 406 Peptides 14
[S]b= 0.31mM > KI'II ii “—5‘1_—'1 intermédli_azre:c,
= 200-

~ Durée = 30sec 2

1.50
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Joumal of Molecular Catalysis B: Enaymatic 110[2014) 7786

Contants lists available at ScienceDirect

Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic

journal homepage: www.elsevier.com/loczte/molcath

Facile immobilization of enzyme by entrapment using a
plasma-deposited organosilicon thin film

AdilElagli*®", Kalim Belhacene™, Céline Vivien®, Pascal Dhulster”,

Renato Froidevaux”, Philippe Supiot®

* lnsibat TElectronigue, e Microckironiue e de Narotechmolugie (1EMY) - MR CNRS 8520, Universisé Lill Nord de France - Seieaies et Technolegies
Vilerwe i Frae

? Insttut Cheries ViaTette (PreBioGEM teom] - EA 1005, Universi Ll ard de France - Soences et Technalogies, Villenzuve gy, Francz

Bisensars el Biefectrinics 25 (2009 {4160

Contents lists avallable at SeienceDirct

Biosensors and Bioelectronics

journal hamepape: www.elseviar.comilocateibios

3
ELSEVIER

Cold plasma functionalized TeraHertz BioMEMS for enzyme reaction analysis

Abdermour Abbas™t<, Anthony Treizebre*, Pilippe Supiot”, Nour-Eddine Bourzgui’
Ditier Guillochon®, Dominique Vercaigne-Mark®, Bertrand Bocquet?*
it Elecronic, Meroeecronics e ooy (LR CORS 8520, vy af L, F59655 Vi kg, Frmice

irstonyof P gt o oo P Mol derocoes 4 571 | ey o e SR8 bemense ey Fromce
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unreacted hermoglobin

alpha-chain

bata-chain

/

o0 § i

Di

1Ssec batch reaction

Peptides
intermédiaires 1

. .

200+
30sec bat

Peptides
intermédiaires

—

Abzorbance at 215nm {(a.u.)
k=
2

ljl:.‘:IT o

15sec in microreactor

]
Qo Y

J0sec in microreactor

Phénomeénes
de diffusion
ouvernent la
vitesse
réactionnelle -

.50
1.0
5 4
250+
S I M
I
T T T v T T
0.0 SO0 000 1500 000 2500 3000 500 A0 4500 S000 5500 BOO0  BSOX TR TS0 E0CD  BEO00 Q000

Firutas



Protéines = Hydrolyse enzymatique g . )
agroalimentaires y y y 9 Recherche de séquences

peptidiques actives a partir
de I hydrolyse in vitro ou
= Trypsine, chymotrypsine, _ in vivo de protéines

l

Peptides antihypertensifs,
satiants, opioides,

A antimicrobiens...

Conditions de génération de peptides Propriétés physico-chimiques
actifs en réacteurs de type « batch » et peptides — Mise en ceuvre de
«ouverts » rocedés de séparation sélectif

Conception et mise en ceuvre de procédés couplés

issues de la luzerne, >
du lactosérum, du sang
(cruor), produits de la
péche...

pepsine...
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Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (1/8)

.
& AL

e B 3 Extraction assistée par paires d’ions
AHEaP %,;f«'ég;

pH, force ionique, nature contre ion,
nature solvant organiques

/ Amphiphiles et chargés

v

Peptides antimicrobiens

c
e
O -+
S TR .
. Extraction assistée g § Moussage-drainage
p par pires d’ions © o pH, force ionique, température,
L O débit d'ai
T T o ébit d'air
| Surfactives o v
= Q : QY :
D 5 un Peptides antimicrobiens
£ 5
E Moussage- o <T EDUE
S :
drainage >

*Choix de la membrane
*Conditions opératoires: intensité du
courant, force ionique, concentration

Taille et charge

v o 3
Peptide P
. 4 . .o INSTITUT
antihypertenseur ’e Charles
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Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (2/8)
Séparation par extraction assistée par paires d’'ions

Phase aqueuse liguide

Peptides S
(()pigdes) + (Peptides opioides) *+ R-SO;" « = (Peptides opioides) *, R-SO5

\
= 0,04 Pow = 1,64 (*40)

o/w

\ \ \

(Peptides (Peptides opioides) * + R-SO- (Peptides opioides) *, R-SOy
opioides) *

Phase organique liquide

Journal of Chromatography B

N
Heme + Oct-1
(octan-1-ol)
Journal of Chromatography B 877 (2009) 1683- 1688
: A Contents lists available at ScienceDirect

journal homepage: www.elsevier.com/locale/chromb

Fraction peptidique

. gy Heme + Oct-1
antibactérienne

lon-pairing separation of bioactive peptides using an aqueous/octan-1-ol

micro-extraction system from bovine haemoglobin complex hydrolysates

Mathieu Vanhoute, Renato Froidevaux®*, Aurelien Vanvlassenbroeck,
Didier Lecouturier, Pascal Dhulster, Didier Guillochon

Luboratoire de Procédés Biologigues en gémie Enzymatigue ef Microbien, France




Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (3/8)
Séparation par moussage-drainage

T’ _ g g 2
26 g 2 -
% 5 JE z 15 |:| |:| 2 10
S 4 2" S
g 3 1 % 1 g !
% 2 |:| I_I % 0’5 — I:l % 05 —
g ; . g 0 T T T T T é 0 T T T T T T
05 510 1015 1520 2025 25-30  30-35 05 510 1015 1520 20-25 2530  30-35 0-5 510 1015 1520 2025 2530  30-35
Time [min] Time [min] Time [min]
0
Hydrolysat DH3% Hydrolysat DH15% Hydrolysat DH23%
.9 . ®
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Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (4/8)

Séparation par mqussage-drainage
HDH3%
Hydrolysat DH3%
T 7 Heme
)
< 6
3
= b _
E" A q)O.’:}
3 3 L\ Q Volume de drainage de 150 mL
L N4 @
I ) 80'2
- S
=1 o)
§ < 0.1
0 T T T T T T
0-5 510 1015 1520 20-25 25-30  30-35 0. ‘Lf
Time [min] 0 “ 5. 16 1é 2(5 25.3 36 SEL) 46 4£.3 5(
Time [min]

& Fraction peptidique (3500Da <MM< 7000 Da) est séparée — Antibactérienne

& Fractions peptidigues avec MM< 3500 Da sont désorbées de la mousse

'.:' ';'. Institut
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Mise en ceuvre de procedés de séparation selectifs (5/8)
Séparation par moussage-drainage
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— Concentrations de I’hydrolysat (1.45%)
= KCI| (1.5 M)

= pH de la solution de drainage =8
= pH de la solution d’hydrolysat =4

Conclusion : Préparation d’'une fraction de
peptides antibactériens ~ 10% (w/w) par
moussage-drainage

Institut régional de recherche en agroalimentaire et biotechnologie
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Separation and Purification Technology 63 (2008) 460-465

Contents lists available at ScienceDirect
Saparation

Separation and Purification Technology Ruiigin

< Tochnology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/seppur

Advancement of foam separation of bioactive peptides using an aeration
column with a bubbling-draining method

M. Vanhoute?, R. Froidevaux™*, C. Pierlot?, F. Krier?, J.M. Aubry®, D. Guillochon?

* ProfitoCEM. Equipe "Génie de fa Protéolyse et de la Séparation”, Polytech Litle, Bd Paul Langevin, 59655 Villencuve d'Ascq Cedex. France
b LCOM, Equipe “Coydation el Formulation™, UMR CNRS S009, ENSCL, BP 90 108, F-59652 Villeneuve d'Ascg Cedex, France
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Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (6/8)
Séparation par EDUF

MUF1 MUF2 MEC
MEA 10 KDa (+_ 10KDa ‘
| —
< i Cl- |
Kt } ! >
Anode - CI ' ' K* > Cathode
« } ! Cl-
~ ' — (>
| 4-asp '
N i |
i |
i + |
N i 4_|ys T ﬁ N
i |
I
récupération alimentation récupération
KCl1 4-asp 0,5 g/L KCI2
KCl 2 g/L 4-lys 0,5 g/L KCI 2.g/L
KCI 0,5 g/L

compartiment électrolyte
Na,SO, 20g/L

% Institut
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Mise en ceuvre de procédés de séparation selectifs (7/8)
Séparation par EDUF

MEA UFUR MEC » Fractionnement de peptides synthétiques dans des

melanges modeles
= |dentification des phénomenes de transfert de

) matiére

Parametres étudiés:
1. Migration des peptides
2. Colmatage membranaire
. 3. Intensite du courant électrique
4. Migration des ions K* et CI-

4-asp-

kel | AT
KCI2

S. peptidique
synthétique

Joaimal of Membrane Scienos 365 OO0 16-24

Coantants lists available at Soencalirec ol T——
MMEMEHANE

SCIENTE

Journal of Membrane Science pe ¥

jeurmal hemepage: www. elsavier.com/locate’mamsei =

Effect of haem on the fractionation of bovine haemoglobin peptic
hydrolysate by electrodialysis with ultrafiltration membranes

M. Vanhoute P, L Firdaous*t, L. Bazinet®*, R. Froidevaux?,
0. Lecouturier®, D, Guillachon®, P Dhulster? ! ; :

4 PrabislEM, Pdde Tilie, Avnoe Mool Lamanae, S855 Uikmeee g CEOEY, Fradce ] * e % .n.. l ﬂgt”— LJIT
 fretiear des Mpmaraithiass & ies Ao Foncmiael (WAL Cenery de Revhercke on Sobnice & Teoheofegies dv Lak SSTELAL L @ -
parrreey g s den afineais i de minias, lovvemt® Laval, Gorde, Caaeda GV DAE . L] ® Char]es
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Mise en ceuvre de procéedés de séparation selectifs (8/8)
Séparation par EDUF

MEC Interactions peptide — peptide < influence sur flux
peptidiques
© Transport compétitif < ajout de KCI augmente le flux des
kel | | kel peptides anioniques / peptides cationiques
1 1
S. peptidique Modele de transfert de matiere < Migration des peptides
synthétique est gouvernée par électromigration
06 i alimentation 5 on ‘= i | récupération

e g
£y h
ptides (g
B a»
\
\
{
\
A
|
/
+

[=*]
~ S 20,12

- ] 551),1-

=
-
(7]

=
E
[

=

Concentration en peptides (g.L-
")

=
2
TS~ - ‘E 0,06
. 0,04 -
0.1 Ajout de KCI g
£ 0,02
0 . . . . . o 0 . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Temps (min) Temps (min)

Travaux de thése actuels sur la préparation d’'un petit .

peptide analgésique a partir d’hydrolysats peptidiques Lo ——_—
.0 NSTITU
v¢ Charles

complexes d’'Hb bovine
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Proteines = Hydrolyse enzymatique
agroalimentaires

issues de la luzerne, >
du lactosérum, du sang
(cruor), produits de la

= Trypsine, chymotrypsine,

pepsine...

~

Recherche de séquences
peptidiques actives a partir
de I hydrolyse in vitro ou
in vivo de protéines

péche... l
Peptides antihypertensifs,
satiants, opioides,
A antimicrobiens...
Conditions de génération de peptides Propriétes physico-chimiques
actifs en réacteurs de type « batch » et peptides — Mise en ceuvre de
«ouverts » procédés de separation sélectifs

l l

Conception et mise en ceuvre de procédés couplés
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Conception et mise en ceuvre de procéedés couplés (1/4)

[Mise en ceuvre d’un réacteur triphasique avec I’extraction en continu

d’héemorphines - Temps de passage pour les 2 phases: 1 heure

N

Hbal%
Tampon citrate
0,1 MpH3

Pep
sur des |

- —

—— ) >

Butan-2-ol
Octan-1-ol
45ml / 10ml

— >

sine immobilisée
nilles de Duolite A 568
E/S=10,6 %

Hydrolysat
peptidique

Institut

b Charles

Institut régiona

de recherche en agroalimentaire et biotechnologie
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Conception et mise en ceuvre de procedés couplés (2/4)

VVh-7 (RT=25 min) ) -
Profil peptidique phase aqueuse

LVVh-7 + Peptide 1 (RT=27 min)

Peptide 2 (RT=29 min)

(a)
= - . A o ) .
VVh-7 LVVh-7 + Peptide 1 Profil peptidique sur colonne d’alumine
Peptide 2
. { 1,
o, e N A PR TR ] Y A O YT Fi e Pre RNy [ RS AR ) R e SR |
5.00 10. 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00
(b) Time [min]
40 —e . —8—
5 \'
== 30 ~LVVh-7 Process
£5 —— o-VVh-7 Biochemistry
g E 20 T R Process Biochemistry 43 (2008) 431437 1
3 § www.elsevier.com/locate/procbio
Tc 10
8
0 1 52 3 a4 5 6 7 8 & 10 Continuous preparation of two opioid peptides and recycling of organic
(@ Time [h] solvent using liquid/liquid extraction coupled with aluminium oxide
9 column during haemoglobin hydrolysis by immobilized pepsin
= 81 g
- Ea. 7 _ . . Renato Froidevaux *, Mathieu Vanhoute, Didier Lecouturier, Pascal Dhulster, Didier Guillochon
'g__g 61 — LVVh-7 Laboratoire de Procédés Biologiques Génie Enzymatique et Microbien IUT-Polytech’Lille-USTL Boulevard Paul Langevin - Cité Scientifique
8 'é 5 o VWh-7 59 655 Villeneuve d’Ascq Cedex, France
EZ 49 Received 18 September 2007; received in revised form 23 November 2007; accepted 9 January 2008
88 3
T2 5| .
2 1 .
00 1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 .'.; o Insﬂfu’r
(b) Time [h] 2 ;.. .
i .* Charles
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Conception et mise en ceuvre de procedés couplés (3/4)

Préparation en continu d’un peptide opioide (LVVh-7) a partir de I'hydrolyse de I'Hb
par la pepsine dans un microréacteur enzymatique couplé a un systeme
d’exctraction liquide/liquide (eau/octanol-1) avec recyclage de I'octanol-1

H pepsin H acidic water

> Back LLE
Reaction Recycling
[ oom ﬁ_ [ oooe
b4 charged octan-1-of =
o1 LL Extraction | e
_ sample .
Ihemughbm deplefed oclan-1-0f . — { > sample 3
[Jom o
sample 2
[ ] ooo

Lo

M

depleted octan-1-ol recycling

. L]
‘0, e e

e Institut

.. .
! .* Charles
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Conception et mise en ceuvre de procedés couplés (4/4)

200+ .
] a) unreacted hemoglobin Tx08
s,
) 5 1308.704
1.50- 5 N
) £

2] ) Validation de la

o | présence de la LVVh-7
. par Maldi-Tof

u.ao_ 'r - E—

200 b) 15 s hydrolysis in microreactor 2

] A ,.MMLJ‘M___AA\ S —
] Il}:—#—‘——"—

I ¢) octan-1-ol

ay

-
1

1195.612

887.014 1453.756 1818.919

04— b i ].

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

A -

] d) LVV-hT in acidic water after back extracton/_LA
i | Submitted in Process Biochemistry

A

] Il}:-i—‘-'“-———

T T T T T T T T 1
000 1000 2000 3000 4000 5000 600D 000 80.00 5000

L]
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Synthesis |

Brings catalysis over lightspeed

IELC L,

- PIAEQUIPEX — Budget 8,7 M€

- Plate-forme intégrée appliguée au criblage haut débit de (bio)catalyseurs pour
les bioraffineries

- Synthése et criblage a haut débit de (bio)catalyseurs homogenes et
hétérogenes

- Mise en oeuvre de catalyses chimiques et enzymatiques et HYBRIDES —

Homogenes et héterogenes — pour I'obtention d’intermédiaires chimiques
biosourcés
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Université
de Lille

Procédés d'obtention et de séparation de
protéines et de peptides bioactifs résultants

Rénato FROIDEVAUX
Mercl de votre attention
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