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RESUME

Cette thése cerne les conditions de culture en bioréacteur qui favorisent une croissance accrue
des cultures de Vitis vinifera, afin de contribuer a augmenter la productivité de ce systéme de
production d’anthocyanes. Les travaux rapportés sont principalement concentrés sur 1’étude et
I'amélioration de I’étape croissance de la biomasse dans un bioréacteur 4 double ruban
hélicoidal (HRI) opéré en mode cuvée ou avec une alimentation programmée. Ils visent a
déterminer les conditions de culture qui permettent de maximiser le nombre de cellules
disponibles pour I’étape de production en délimitant les conditions d’oxygénation les plus
favorables a la croissance et en identifiant les sources de limitation nutritionnelle de la

croissance de la biomasse.

Des cultures en cuvée effectuées dans des bioréacteurs avec contréle de la
concentration d’oxygéne dissous (OD) dans un milieu de croissance standard ont permis
d’établir que les taux spécifiques de croissance et d’assimilation d’oxygéne augmentent entre
10 % et 50 % d’oxygéene dissous (OD), alors que des concentrations de 70 % a 90 % ont un
effet négatif. Les indices de croissance de la biomasse séche obtenus en bioréacteur sont
toujours comparables ou meilleurs que ceux observés dans des cultures témoins en flacons
agités. Les taux spécifiques d’assimilation d’oxygéne affichent une augmentation graduelle
suivie d’un plafonnement et d’une diminution vers ce qui semble étre un taux minimum,
assimilable 4 un taux de maintenance sur I'oxygéne, autour de 0,04 mmole O, (gus h)”' ou
0,2 umole O, (10° cellules h)'. Une hausse de la concentration d’oxygene dissous provoque
donc une augmentation du taux spécifique d’assimilation d’oxygéne, vraisemblablement reliée a
une augmentation de I’activité métabolique, et une augmentation de la quantité maximale de

biomasse séche (MS) produite.

Des mesures de concentration d’OD, de taux volumiques et spécifiques d’assimilation
d’0; (obtenus sur la base de la caractérisation des flacons agités en termes de transfert d’0.),
de croissance de la biomasse séche et de prolifération cellulaire faites dans des cultures en



flacons agités ont fourni des informations cruciales et inédites dans la littérature sur le
comportement des cultures. Ainsi, dans le milieu de croissance, la prolifération cellulaire cesse
aprés 6 a 7 jours alors que la concentration de biomasse continue de progresser pendant encore
7 jours de culture. Ce résultat implique qu’il est essentiel de baser la caractérisation du
comportement des cellules végétales et I’optimisation des conditions de culture sur des comptes
cellulaires plutot que sur la biomasse séche. Il s’agit d’'un changement d’approche important
dans la mise au point de procédés impliquant des cellules végétales, essentiellement basée

Jusqu’a maintenant sur une optimisation de la biomasse séche.

De plus, ces cultures en flacons agités ont aussi permis de constater que |’arrét de la
prolifération cellulaire coincide avec I’observation d’'un maximum dans les courbes de taux
volumique (OUR) et spécifiques ((qo, hus et ( qo, )eent) d’assimilation d’0,. Ainsi, le
plafonnement des mesures d’OUR aussi observé en bioréacteur serait relié 2 une diminution
importante du taux de division cellulaire et a une inflexion du taux de croissance de la

biomasse.

Cette incidence sur le taux volumique d’assimilation d’0, du ralentissement de la
prolifération cellulaire a permis d’utiliser le plafonnement des mesures d’assimilation d’0-
comme repére de la manifestation d’une limitation nutritionnelle a la division cellulaire et
comme signal pour [I’alimentation d’un supplément de nutriments. Trois nutriments
potentiellement limitants ont été testés dans des cultures en bioréacteur effectuées a 50 %
d’0OD : PO4, Mg et NH,. Chez V. vinifera, cette stratégie a permis d’identifier {’ion ammonium
comme €tant le premier élément nutritif responsable de la limitation de la prolifération
cellulaire. L alimentation programmeée d’une solution concentrée de (NH,),SO; et de glucose au
moment ou ’OUR plafonne a permis de soutenir le taux volumique d’assimilation d’0, et
d’obtenir une concentration cellulaire atteignant 6,8 - 10° cellules mL" comparativement a
2,3 - 10° cellules mL"' dans le milieu de croissance usuel, ce qui représente une amélioration

appréciable de la productivité de I’étape de croissance. L’utilisation faite de la mesure en ligne



d’assimilation d’oxygéne s’est donc avérée un outil important d’interprétation des résultats de

cultures en cuvée et de développement de bioprocédés impliquant des cellules végétales.
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ABSTRACT

This thesis presents the work done to determine the bioreactor culture conditions that stimulate
an increased growth of Vitis vinifera cell cultures in order to contribute to an increased
productivity of this anthocianin production system. This work is primarily focused on the
characterization and improvement of the growth phase of batch and fed batch suspensions
cultures grown in an helical ribbon impeller bioreactor (HRI). The main objective was to
determine culture conditions allowing the maximum cell availability for subsequent production

phase in temrs of dissolved oxygen concentration and growth limiting nutrient identification.

Batch cultures performed in helical ribbon impeller reactors allowed to establish that
the specific rates for growth and oxygen uptake increase for dissolved oxygen (DO)
concentrations between 10 % and 50 % while concentrations of 70 % to 90 % have a negative
effect. The growth indexes for dry biomass production in bioreactor were always comparable or
better than those observed in control shake flask. The specific oxygen uptake rates show a
gradual increase followed subsequently by a plateau and a decrease toward a minimum value
that could be associated to an oxygen maintenance rate of about 0.04 mmol O, (g h)"' or
0.2 umol O, (10° cells h)'. An increase in oxygen concentration thus cause an increase of the
specific oxygen uptake rate, likely associated to an increased metabolic activity, and increased

dry weight (dw) production.

Crucial and original data was obtained from the measurement of DO concentration,
volumic and specific rates for oxygen uptake (obtained from the oxygen transfer characteristics
of the shake flasks), dry biomass growth, and cell proliferation. While cell proliferation stopped
after 6 to 7 days in the growth medium, biomass concentration continued to increase for

approximately 7 additional days of culture. It is thus essential to use cell counts as a basis for



the characterization of plant cell behavior and the optimization of culture conditions. This is an
important modification for bioprocess development involving plant cell cultures that was

formerly essentially done by optimizing dry biomass.

Moreover, shake flask cultures also allowed to identify that cell proliferation ceased
when maxima in the volumic (OUR) and specific ((qoz)aw and (qe2)een) OXygen uptake rate
curves were observed. Thus, the leveling off in OUR could be associated to a drastic decrease

in the cell division rate and to an inflection in the biomass growth rate.

The repercussions of the decrease of the cell proliferation rate on the volumic oxygen
uptake rate allowed to use the leveling off of the oxygen uptake curve as an indication of
nutriment limitation for cell division and as a signal for the addition of supplemental nutriments.
Three potentially limiting nutriments (PO, Mg and NH,) were tested in bioreactor cultures at
30% DO. This strategy permitted to identify that the ammonium ion was the main nutriment for
cell proliferation limitation during batch cultures of V. vinifera. Addition of a concentrated of
(NH.),SO. and glucose when OUR reaches its plateau allowed to sustain the volumic oxygen
assimilation rate and to obtain a cell concentration in the medium of 6.8 - 10° cells mL" in
comparison with 2.3 - 10°cells mL" in the standard growth medium. This represents a
significant increase in productivity for the growth phase. On-line measurement of oxygen
uptake is therefore an important tool for the interpretation of batch culture data and for the

development of processes involving plant cells.
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1. INTRODUCTION

Le travail présenté dans cette thése a été réalisé dans le cadre d’un projet de partenariat
université-gouvernement-industrie visant le développement a I’échelle laboratoire d’un
bioprocéde utilisant la culture de cellules végétales pour la production d’anthocyanes, un colorant
alimentaire naturel substitut aux colorants chimiques. Les partenaires scientifiques dans ce projet
étaient le Centre de recherche et de développement sur les aliments (CRDA, Agriculture Canada)
et I’Ecole Polytechnique de Montréal a travers BIOPRO, son Centre de recherche et de
développement en génie des procédés en environnement et en biotechnologies. Le projet a été
complété pour le maitre-d’oeuvre, Phytotech Botanical Ltd.. et pour le Centre québécois de

valorisation de la biomasse (Gouvernement du Québec).

La lignée cellulaire exploitée provient de I’espéce Vitis vinifera. Globalement, le procédé
envisagé comporte deux étapes : ['une de croissance de la biomasse et ’autre d’induction de la
production d’anthocyanes. Cette thése couvre les travaux effectués pour étudier et améliorer

I’étape de croissance du bioprocédé.

Nous avons plus spécifiquement étudié I’étape de croissance de la biomasse en mode cuvée et
avec alimentation programmée. Le travail vise a identifier les conditions de cultures qui
permettent de maximiser le nombre de cellules disponibles pour I'étape subséquente de
production en explorant notamment I’effet de la concentration d’OD et des principaux nutriments

sur la croissance.

La section 1.1 introduit d’abord le contexte de travail ainsi que les bases de la problématique
entourant la culture de cellules végétales en bioréacteur. La section 1.2 présente les problémati-
ques autour desquelles les travaux de cette thése sont articulés. Les sections 1.3 et 1.4 présentent

finalement les objectifs spécifiques que nous avons poursuivis et le plan général de Ia thése.



1.1 CONTEXTE ET TRAVAUX PRELIMINAIRES

1.1.1 La production d’anthocyanes
1.1.1.1  Les anthocyanes comme source de colorants alimentaires

Les changements législatifs et réglementaires relatifs aux colorants alimentaires et |’évolution des
attitudes des consommateurs font évoluer le marché des produits alimentaires vers des
formulations contenant plus d’ingrédients dits ‘naturels’. Parmi les colorants non-homologués,
les anthocyanes, métabolites secondaires des cellules de la peau des raisins, possédent le plus

grand potentiel dans les industries de I’alimentation, des boissons et des cosmétiques.'s*

Ces vingt-cinq derniéres années, le nombre de colorants alimentaires synthétiques autorisés a
progressivement diminué suite aux résultats d’études toxicologiques. Ainsi pour les colorants
rouges possédant des applications alimentaires, seuls les colorants FD&C Rouge no. 3
(érythrosine) et no. 40 (Allura) sont encore permis aux Etats-Unis. En 1990, les laques rouges
no. 3, solubles dans les gras et utilisées dans la boulangerie, les produits laitiers et la confiserie,
ont été retirées du marché. Le colorant FD&C Rouge no. 3 a été inscrit sur une liste provisoire et
est sujet & des études toxicologiques.'* Son utilisation a été restreinte en janvier 1990. Les
produits de boulangerie, de confiserie ainsi que les jus de fruits et les fruits en conserve doivent
maintenant étre exempts d’érythrosine. De plus, I’Allura est soupgonnée étre la cause de

lymphomes chez les souris et a été mis sur une liste provisoire d’interdiction.

Les sources actuelles de colorants rouges non-homologués sont des extraits naturels de
raisins (anthocyanes) ainsi que des extraits de betteraves, de canneberges et de paprika. Ces

derniers possédent cependant un goiit et une odeur prononcés qui en limitent les applications.

Les concentrés d’anthocyanes sont actuellement obtenus par extraction du marc de raisin.

L aspect saisonnier des récoltes et la dégradation rapide des pigments sur les fruits vendangés
nécessitent d’importantes installations d’extraction et limitent la disponibilité de ces colorants sur



le marché. Les anthocyanes peuvent aussi étre produits par I’entremise de la culture de cellules

végétales. C’est ce systéme de production que ce projet de recherche vise a exploiter.

Bien qu’ils constituent la pigmentation d’une grande variété¢ de fruits et de fleurs. les
anthocyanes issus des cellules de raisins sont les plus susceptibles d’étre commercialisés
rapidement. Il est en effet peu plausible que la mise en marché de nouveaux extraits soit permise
sans que des études toxicologiques poussées et extrémement onéreuses soient exigées. Dans ce
contexte. la culture de cellules végétales n’est une technologie envisageable que pour les especes
visées par les réglementations actuellement en vigueur. A I’heure actuelle, seule la production

d’anthocyanes par des cellules de raisins atteint des rendements acceptables.
1.1.1.2  L’intérét économique de la production d’anthocyanes

En 1982, le marché de I’érythrosine représentait des ventes de 12,2 M$US correspondant a un
volume de vente de 355 tonnes métriques.® Pour la méme année, les ventes américaines des
pigments rouges extraits de végétaux autorisés aux FEtats-Unis sont présentées au tableau I.1.
Malgré le fait qu’il soit restreint au marché des breuvages, on observe que le marché des

anthocyanes est en expansion.

Le marché des colorants alimentaires a connu une progression constante d’environ 5 % au
cours des deux derniéres décennies. ™ Si I’on considére que le prix de remplacement de colorants
chimiques sera dicté par la comparaison de son pouvoir colorant avec celui de I’érythrosine, le
marché potentiel pour les anthocyanes serait d’environ 45 MSUS (1990) (~47 MSUS 1995)2. 11
s'agit donc d’un marché important, pour lequel la culture de cellules végétales et la biotechnolo-

gie peuvent représenter une alternative de production viable.

2 Evalué en utilisant les indices de prix de gros des produits chimiques du Chemical Engineering

Index de décembre 1990 et 1995.



Tableau 1.1 Ventes annuelles américaines de pigments
rouges non-homoiogués

1972 1976 1982
Betterave ND 0,9! 1,8
Enociana (Anthocyanes) ND 2.0 6.0
Canneberge ND 0,7 1,0
Paprika 20,3 26,0 30,0
I MSUS
Adapté de Legault et coll.?

Le secteur des colorants alimentaires est toutefois hautement compétitif. Les fournisseurs
sont peu nombreux et I'on peut s’attendre a ce que tout changement de réglementation soit une
occasion pour les compétiteurs de s’accaparer un marché qui demeure plus ou moins captif. De
plus, il ne faut surtout pas négliger la compétitivité des sources agricoles de colorants. Le
resserrement de la réglementation environnementale oblige les producteurs de produits vinicoles a
valoriser leurs résidus.® Le domaine des additifs alimentaires fait donc I'objet de recherche
interne intensive, notamment sur I’extraction, '® la préservation des pigments avant |’extraction,

leur stabilisation chimique pour des fins d’entreposage, et la formulation des concentrés. '*+'¢*

Quel que soit le procédé utilisé, dans le contexte législatif et commercial actuel le prix de
vente d’un concentré d’anthocyanes est de 5$US (1990) par kg de concentré (1%) équivalant a
5008US/kg Acy. Les anthocyanes purifiés se vendent entre 1250 et 2000 $US par kg Acy
(1992).° L'un des rares bioprocédés basé sur la culture de cellules végétales exploité
commercialement produit de la shikonine, un pigment destiné aux industries cosmétique et
pharmaceutique. ™ Prenant le prix de la shikonine sur le marché et les productivités déclarées de

ce procédé comme référence, les recettes escomptées pour un tel bioprocédé doivent étre au



minimum de 0,67 $US(1990) L-! d-! (volume utile de réacteur) (70,70 SUS 1995) pour Iui
assurer une rentabilité minimale. A partir de cette comparaison, I’objectif de production minimal
d’un bioprocédé de production d’anthocyanes est d’atteindre un taux de production minimal de
335 mg Acy L1 d1.

A ce jour seulement trois procédés basés sur la culture de cellules ou de tissus végétaux sont
ou ont éte exploités a grande échelle : la production de shikonine, comme nous I'avons déja
évoqué plus haut, a partir de cultures de Lithospermum erythrorhizon (Mitsui Petrochemical
Ind. Ltd.). de ginseng avec des racines de Panax ginseng (Nitto Denko Corp.); de purpurine avec
Rubia akane (Mitsui Petrochemical Ind. Ltd.).'"® Les applications médicales de ces métabolites
secondaires doivent cependant recevoir I’approbation des agences gouvernementales concernées
pour que leur potentiel économique puisse se réaliser. Ainsi dans les exemples cités plus haut, ce
sont les réglementations régissant leur mise en marché qui constitueraient une barriére au
développement plus que tout autre facteur. ' En Amérique du Nord, trois bioprocédés étaient en
développement en 1991 pour la production de vanille par Escagenetics, de sanguinarine par
Vipont Research Laboratories, et de taxol par Phyton Catalytic.'"® Dans une revue des aspects
économiques entourant le développement de bioprocédés de culture de cellules végétales sur une
base commerciale, Payne et ses collaborateurs ''* ont fait ressortir les quelques balises suivantes

pour juger du potentiel de projets impliquant les cellules végétales :

la productivité du systéme in vitro devrait avoir une productivité de I’ordre de 800 a
1000 fois plus grande que la source agricole correspondante; **
"avantage économique doit étre certain avec par exemple des coiits réduits de moitié si

une autre source du produit d’intérét est établie (synthése chimique ou microbienne);

faisant référence a une analyse économique conduite par Cooney dont ils rapportent les
résultats, Payne et coll. ' établissent le coiit minimal a atteindre pour pouvoir envisager
la rentabilité 4 0,15 $US(1989) L d"', avec un écart de 0,07 2 0,23 $ L' d" similaire-
ment a tous les produits issus des biotechnologies, en particulier celles utilisant un sys-

téme microbien;



et finalement, un marché potentiel d’'un minimum de $10 M$US(1991) par an pour un

développement basé sur un seul produit.

1.1.2 La cuiture de cellules de plante
1.1.2.1 Historique et applications

La culture de cellules végétales in vitro est née de travaux effectués au début du siecle.
L’identification des premiéres phytohormones au début des années trente a permis I’établissement
de cultures de cals de végétaux sur un milieu synthétique mais non défini par White en 1934. En
1955. Miller identifie un groupe d’hormones important dans I'induction de la division cellulaire,
les cytokinines, qui remplacera I’addition d’extraits de levures ou de plantes. Les cytokinines
utilisés conjointement avec les auxines permettront d’établir des lignées cellulaires sur un milieu
gélifié totalement défini et de pouvoir reconstituer une plante entiére a partir d’un cal indifféren-
cié. Les premiers rapports de cultures de cellules en milieu liquide datent de 1954.'* En 1962,
Murashige et Skoog '* ont publié leur important travail sur la formulation d’un milieu de culture
contenant des minéraux essentiels, des vitamines, des phytohormones et une source d’hydrates de
carbone. Ce milieu, ainsi que celui formulé quelques années plus tard par Gamborg et coll . a
permis d"établir des cultures de cellules d’une grande variété de plantes et constituent la base de

la formulation de nouveaux milieux adaptés aux espéces.

Le tableau 1.2 résume le tracé historique des avancées scientifiques importantes dans le
domaine. Ainsi sur un horizon d’environ 80 années, des cultures de cellules indifférenciées ont
été établies chez les dicotylédones comme, plus difficilement, chez les monocotylédones ouvrant
le champ a la production en masse de métabolites secondaires. En paralléle, des cultures de
racines et de tiges ont mené a la propagation in vitro, et celle-ci avec la régénération de plantes a

partir de protoplastes ou de cellules haploides constitue un nouvel outil pour les phytogénéticiens.

L’application aux cellules végétales des techniques du génie génétique est prometteuse. Des

questions reliées a I’éthique et a la sécurité ralentissent cependant I’utilisation sur le terrain et la



Tableau 1.2 Evénements importants du développement de la culture de
cellules et de tissus végétaux

Date | Crédits Réalisations

1902 | Haberlandt Premiéres expériences de culture de cellules végétales:
obtention de croissance cellulaire mais pas de division

1934 | Kogl et coll. Identification du rdle important des auxines dans la croissance
cellulaire

1934 | White Premiére culture établie de racines

1937 | Gautheret, Nobecourt Premiéres cultures établies de cals

1939 | White

1954 | Muir et coll. Premiére culture en suspension de cellules ou d’agrégats

1956 | Nickell cellulaires

1955 | Miller Identification du role important des citokynines dans la division
cellulaire

1958 | Reinert Obtention d’embryons somatique a partir de tissus végétaux

1964 | Stewart et coll..

Halperin et Wetherell

1960 { Cocking Mise au point d’une méthode pour la préparation de
protoplastes a partir de tissus végétaux

1962 | Murashigue et Skoog Formulation du milieu de culture le plus largement utilisé

1963 | Morel Mulitiplication de clones de plantes horticoles par culture de
tissus végétaux

1964 | Guha et Maheshwari Reproduction de plantes haploides 4 partir de grains de pollen

1967 | Bourgin et Nitsch en développement

1971 | Nagata et Takebe Régénération de plantes a partir de protoplastes

1972 | Carlson et coll. Premiéres plantes hybrides d’'une méme espéce obtenue a partir
de protoplastes

1977 | Chilton et coll. Observation de I'intégration d’un plasmide dans des cellules de
tabac a partir d’une infection bactérienne: début de I’ingénierie
génétique

1978 | Melchers et coll. Premiéres plantes hybrides transgéniques obtenues a partir de
protoplastes

1982 | Mitsui Petrochemical Premiére production industrielle de métabolites secondaires

Ind. Ltd.

(dérivés de la shikonine)

Adapté de Schmauder et Doebel '®




mise en marché de matériel manipulé génétiquement. Les progrés réalisés s appliquent surtout a
I"agriculture par Iajout de résistances aux herbicides ou la tolérance aux insectes, '™ a partir du
transfert d’ADN spécifique en utilisant Agrobacterium comme vecteur et ont donné lieu a la mise
en marché de semences améliorées. ' L'implantation récente d’une variété de banane résistante
au principal pathogéne de cette espéce ainsi que la mise en marché de tomates manipulées
génétiquement (Flavr-Savr™ Tomato, Calgene Inc.) '™ sont quelques exemples connus du public
d’application commerciale de ces techniques. Le recours extensif au génie génétique pour
augmenter le niveau d’expression de génes codant pour la production de produits d’intérét ou
pour stimuler la résistance a des insectes, des herbicides ou des pathogénes viraux, nécessitera
cependant une meilleure connaissance des voies métaboliques et des enzymes impliqués et ne
semble pas pouvoir étre véritablement mis en oeuvre a court terme. Le monde végétal posséde un
patrimoine génétique extrémement vaste comme en fait foi le grand nombre de molécules
d’origine végétales que I'on ne cesse d’isoler. Etant donné la multitude de genes et d’enzymes
impliqués dans la production des molécules d’intérét, il est difficile de cibler les éléments limitant
la production. Toutefois, la recherche fondamentale en ce domaine profite des progrés immenses
de la microbiologie, de la biologie moléculaire et de la biologie des cellules animales et progresse

rapidement.

En plus de foumnir du maténel biologique intéressant pour la recherche fondamentale en
biologie végétale, les champs d’application qui peuvent mener 4 une exploitation commerciale de
la culture de cellules et de tissus végétaux sont aujourd’hui 1'agriculture et I’horticulture
(développement d’espéces, intégration de résistances, propagation in vitro), et la production de
molécules destinées a des applications alimentaires (couleurs, saveurs, édulcorants, épices et
huiles) ou pharmacologique (avec principalement les alkaloides, les stéroides et les glycosides). >

Ainsi, par exemple,

la propagation in vitro permet le développement, I’entretien et la distribution éventuelle de

clones exempts de pathogénes viraux, la multiplication de clones possédant des caractéres



d’mntérét pour I’horticulture, et la réduction du temps requis pour I’amélioration des especes

agricoles; '

I"'embryogenése somatique, permettant d’obtenir des embryons a partir d’une culture de
cellules. offre la possibilité de produire des semis artificiels de plantes pour lesquelles la

présence de certains caractéres désirables est assurée; ''*'**

les techniques de I’ingénierie génétique permettent d’introduire certaines propriétés,
principalement reliées a des résistances, mais aussi certaines qualités reliées a 1’amélioration
de la durée de vie des produits frais sur les tablettes ou encore a la possibilité de pousser la

mécanisation des récoltes; ''%!7°

les produits d’intéréts en pharmacologie sont généralement des molécules produites
uniquement dans le régne végétal, le plus souvent en quantités infimes. Lorsque ces molécules
sont issues de plantes dont la niche écologique est trés spécifique, géographiquement réduite
ou difficilement exploitable, la culture de cellules végétales peut représenter une alternative
viable a I"agriculture et a la sylviculture pour la production de ces métabolites secondaires.
Ces produits ont en effet une haute valeur ajoutée qui permet d’envisager la rentabilité de

bioprocédés basés sur cette technologie.

Les étapes importantes du processus de culture de cellules et de tissus impliquées dans ces trois

champs d’application sont illustrés 4 la figure 1.1.
1.1.2.2 Les cellules végétales

Par rapport aux micro-organismes et aux autres cellules eucariotes, les cellules végétales
présentent des particularités qui ont des implications importantes sur le développement d’un
bioprocédé. Il est intéressant de les souligner ici afin d’introduire la problématique reliée a la
culture en bioréacteur de ce systéme biologique. De plus, nous couvrirons briévement les aspects

nutritionnels reliés aux cultures de cellules végétales, lesquels influencent a travers des



Figure 1.1

Les cultures de tissus sont amorcées a partir de n'importe quelle
section d’une plante contenant des cellules en division, stérilisée
chimiquement (A). Les tissus sont cultivés sur des milieux
gelifiés constitués cssenticllement d’eau, de minéraux, d’hydrates
de carbone, de vitamines et de régulateurs de croissance. IIs se
propagent cn amas dec cellules de plusieurs types nommeés cals
B).

Une modification du contenu hormonal du milieu de culture
induit la production de tiges (C) ou de racines (D). Ainsi des
plantules autonomes peuvent étre régénérés et utilisés pour la
propagation horticole (E).

Les cellules des cals peuvent croitre individuellement. Ainsi on
peut généralement obtenir des cultures de cellules en mettant en
suspension des cals friables (ou d’amas de cellulesXF). Encore
ici, il est possible de forcer 1'organisation des cellules en tissus
pour obtenir des embryons (G) ou des métabolites secondaires
(H). On peut alors envisager des applications industriclles comme
la production de semis pour l'agriculture (), la production de

10

Schéma de processus de culture de cellules végétales in vitro.

molécules biologiquement actives pour les applications
pharmaceutiques ou de molécules intéressantes pour I'industric
alimentaire (J).
La croissance des cellules, comme éventuellement la
différenciation et éventucllement la production de métabolites
secondaires, est influencée par de nombreux facteurs:

le potenticl génétique de la plante;

les nutriments: eau, macro et micronutriments, hydrates de
carbones...

certaines molécules organiques
. I’environnement physique: lumiére, température, pH, pO,.
pCO,, pCoHy, osmolarité...
La culture de cellules végétales est aussi utilisée en recherche
fondamentale (K). Les développements fulgurants de Ia biologie
moléculaire a donné lieu comme dans d’autres domaine, a
plusieurs travaux: répression de caractéres, nouveaux caractéres,
résistance aux maladies, amplification de la production de
métabolites.
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interactions complexes les conditions de culture que nous voulons améliorer. C’est ce que nous

nous attarderons a faire dans les deux prochaines sections.
1.1.2.2.1 Caractéristiques des cellules végétales cultivées in vitro

Les cultures en suspension de cellules végétales sont généralement entretenues dans des
flacons Erlenmeyer agités entre 100 et 125 rpm & des températures de 25 a 28°C. Les cellules
végétales ont une taille relativement importante; leur diamétre varie généralement de 10 2 40 um
et comme leur expansion est le plus souvent unidirectionnelle, leur longueur peut atteindre 40 a
200 um. Les cellules végétales se distinguent des cellules eucariotes typiques (i) par la formation
d’une paroi cellulaire externe constituée de polysaccharides qui leur confére une certaine rigidité
(Figure 1.2); (ii) par la présence d’une ou plusieurs vacuoles dans lesquelles sont entreposées des
réserves de protéines, d’acides organiques et de métabolites secondaires: (iii) et par la capacité

dutiliser le CO- par photosynthése par |'entremise des chloroplastes, lorsqu’ils sont présents. '

Certaines lignées cellulaires requiérent une illumination, constante ou séquentielle, pour que
les réactions induites par la lumiére puissent se produire. Toutefois, méme lorsque des
chloroplastes sont présents, la plupart des cellules végétales cultivées in vitro le sont en présence
d’hydrates de carbone. Or I’activité respiratoire associée a I'utilisation des hydrates de carbone
nécessite un apport d’oxygéne pour alimenter les réactions d’oxydo-réduction. Cependant la
faible activité métabolique des cellules végétales implique des taux d’assimilation d’O-
relativement faibles comparativement a ceux des micro-organismes. Ainsi, les taux spécifiques
d’assimilation d’O- sont de I'ordre de 0,5 mmol O, par gramme de matiére séche par heure, ce
qui représente 5 a 10% des taux spécifiques de respiration de £. coli, un systéme microbien
typique. Pour des biomasses séches finales de 15 a 20 g par litre de culture, les taux de transfert
d’oxygéne (kra) des systémes de culture utilisés doivent donc étre de l'ordre de

7,5 4 10 mmol O, L' h"' pour suffire a la demande en oxygéne. '
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Paroi cellulaire

Membrane Vacuole
cytoplasmique
Plasmodesme Membrane nucléaire
Noyau
Reticulum Nucléole
endoplasmique
Cytoplasme
Appareil de Golgi Chioroplaste
lE‘I.'gca’storﬂasme Mitochondrie
ibosomes

Figure1.2  Représentation schématique d’une coupe de cellule végétale
(D’apres Ricard et coll. ')

Les cellules végétales sont constituées de 90 4 95% d’eau. Comparativement aux bactéries,
qui en contiennent environ 80%, le contenu en eau des cellules végétales est donc important. Une
vacuole centrale volumineuse, ou d’une série de vacuoles, contenue par une membrane, le

tonoplaste, est a I’origine de ce phénoméne.

La présence de la paroi cellulaire permet de contenir la pression hydrostatique interne qui
donne lieu au phénoméne de la turgescence. Le contenu du cytoplasme en composés osmotique-
ment actifs est régulé par un apport de I’extérieur, généralement des ions K*, ou par leur
génération a partir des réserves de polymeéres, lorsqu’elles existent.®> Une expansion cellulaire
accompagne |'accumulation de ’eau associée a ce processus dans la vacuole. Ainsi, baignant
dans un milieu de faible pression osmotique, les cellules végétales gonflent suite a I’augmentation
de leur pression de turgescence. Inversement, dans un milieu isotonique ou hypertonique, les

cellules se contractent donnant lieu a la plasmolyse (Figure 1.3).
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dela
plasmolyse
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plasmolyse Déplasmolyse

Turgescence

Figure 1.3 [Hlustration de divers états de turgescence et de plasmolyse cellulaire.
(D’aprés Ricard et coll. '**)

Durant la croissance de la biomasse le volume du cytoplasme varie peu et la turgescence est
la force motrice de I"expansion cellulaire (Figure 1.4). '** Les cellules ayant un fort potentiel
pour une éventuelle différenciation sont petites (ca. 20 um), possédent un faible volume de
vacuoles et se présentent généralement en amas denses. Par affinité avec le comportement de
certaines cellules de tissus végétaux, ces cellules sont généralement considérées comme des
cellules mérismatiques. L’expansion cellulaire au cours de laquelle la vacuole grossit et le
rapport surface/volume du cytoplasme augmente, est associée a la différenciation cellulaire.
Celle-ci permettra éventuellement a la cellule de contribuer a I’activité spécifique du tissu dont
elle fait partie. La formation de certains métabolites secondaires serait reliée a cette différencia-
tion cellulaire ou a I'organisation des cellules en amas structurés, ces deux phénoménes se

produisant simultanément.

Les taux spécifiques de croissance des cultures in vitro de cellules végétales varient entre
0,15 et 0,85 d!, correspondant a des temps de doublement de 1 4 5 jours. Conséquemment, les
cultures en cuvées durent de 1 a 2 semaines et requiérent des conditions de stérilité trés strictes.

Parallélement, les taux volumiques de production sont faibles et les coiits associés a la
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Figure 1.4 Représentation schématique de I'expansion cellulaire.
(D’aprés Ricard et coll. ')

récupération des faibles quantités de produits sont élevés. I'intérét économique de ces

bioprocédés est ainsi généralement restreint aux produits de haute valeur ajoutée.

Pour obtenir un bon taux de croissance, les cultures de cellules végétales requiérent une
concentration cellulaire minimale lors de I’inoculation d’environ 10® cellules mL™', correspondant
aenviron 1 g MS L". Ainsi, les inocula représentent un volume important ce qui réduit les écarts
d’échelle entre les unités et a une incidence sur les coiits associés a la mise a [’échelle du

bioproceédé.

Le mécanisme de reproduction des cellules végétales implique la formation d’une plaque
cellulaire (Figure 1.5). La difficulté des cellules a se séparer le long de cette plaque fait en sorte
que, méme pour les cultures de cellules en suspension, la croissance de la biomasse s effectue
souvent en agrégats ou en amas. De plus, les conditions de cultures peuvent favoriser la
formation de polysaccharides extracellulaires, notamment en fin de culture ou sous I’effet d’un
stress mécanique intense, et concourir & la consolidation d’amas cellulaires. Ainsi, toutes les
suspensions cellulaires sont en fait constituées d’agrégats plus ou moins compacts, certains

pouvant atteindre des diamétres de 4 2 5 mm. La grosseur des cellules et leur tendance a croitre
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Figure 1.5 Représentation schématique de la formation de la plaque cellulaire
lors de la division des cellules végétales. (Adapté de Alberts et coll. %)

en amas font en sorte que la vitesse de sédimentation est rapide et que les cultures en suspension
requiérent une agitation constante et efficace. Au prix d’une augmentation du nombre de
manipulations, il est cependant possible de sélectionner des suspensions fines en ne retenant que

les fractions de faible diamétre apres filtration. *'

Pour certaines cultures en suspension. cette croissance en agrégats semble prérequise a la
formation des métabolites secondaires. Certains auteurs attribuent ce comportement a la
nécessité d’atteindre un certain niveau de différenciation cellulaire pour que les cellules puissent
produire des métabolites secondaires en quantités appréciables. ®® D’autres relient plutét cette
observation a la présence de limitation en nutriments essentiels au centre des amas. Ces
limitations locales induiraient une réduction notable du métabolisme primaire, qui favoriserait la
stabilisation des activités cellulaires et la production de métabolites secondaires.®® Ce
comportement des cellules végétales a suscité de nombreux travaux sur la culture de cellules

174

immobilisées, revus, entre autres, par Williams et Mavituna '™, et la conception de réacteurs

adaptés a ce type de culture. 319477887

Dans les tissus végétaux, il existe un réseau plus ou moins structuré de communication

intercellulaire par le biais des plasmodesmes (Figure 1.6).% Les connexions cytoplasmiques a
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joingnant 2 cellules adjacentes

Figure 1.6 Connexions cytoplasmiques a travers les plasmodesmes des parois
cellulaires des cellules végétales (D’apres de Alberts et coll. *)

travers les plasmodesmes des parois cellulaires permettent un échange de substances de faibles
poids moléculaires (<800 u) entre les cellules. Ce réseau présent dans les agrégats ct dans les
cellules immobilisées permet aux cellules de partager certaines ressources nutritionnelles et aux
amas de posséder une certaine structure, semblable 4 celle des tissus végétaux. Dans ce contexte.
il peut étre appropri¢ de sélectionner les agrégats cellulaires afin de favoriser la production de
métabolites secondaires. Cela aura cependant des incidences sur les protocoles de repiquages et

d’inoculation des cultures en suspension, et sur le design des ports d’échantillonnage. '®

La production des métabolites secondaires est par définition non-associée au métabolisme
primaire dédi€ aux activités métaboliques reliées a la production de biomasse. Il existe en fait une
relation inverse entre les conditions favorisant les phases de croissance et de production.**'*® La
production des métabolites secondaires nécessite une spécialisation de la cellule. L’activité des
hormones présentes dans le milieu de culture, Ia concentration en nutriments, la pression partielle
de certains gaz, la température, le pH, Ia pression osmotique agissent sur le degré de spécialisa-
tion. La manipulation de ces facteurs est la base de I’optimisation des conditions de culture pour

la croissance ou la production. Ainsi, les bioprocédés basés sur les cellules végétales sont-ils
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geénéralement congus en deux étapes distinctes qui se succédent généralement dans le temps : une

étape de propagation de la biomasse et une étape de production proprement dite. '**

En parali¢le, la sélection des lignées cellulaires permet, elle, d’améliorer et de préserver le
niveau d’expression de I'activité cellulaire désirée.*'*' La dichotomie entre la prolifération
cellulaire et la production de métabolites secondaires complique cette sélection. Les faibles
quantités de métabolites secondatres produites requiérent I’utilisation de techniques sophistiquées
capables de détecter des concentrations de I’ordre du nanogramme. Dans ce contexte, les lignées
cellulaires productrices de composés chromogenes, tels les anthocyanes, sont plus faciles a
sélectionner, leur productivité peut étre suivie constamment et elles constituent des systémes

' Quel que soit Ie

biologiques de choix pour la recherche et le développement de bioprocédés.
systéme de production. les deux activités de mise au point de procédé et de sélection de lignées
sont importantes et doivent €tre menées en paralléle afin d’établir un systéme biologique

productif. '*

Les meétabolites secondaires sont impliqués dans les mécanismes de défense contre les
invasions de champignons pathogénes, de bactéries ou de virus. Certains de ces mécanismes de
défense et la production de métabolites secondaires qui y est associée, peuvent ainsi étre induits
dans les cultures de cellules végétales par la présence de molécules issues de la paroi cellulaire de
ces organismes pathogenes. L’introduction de ces éliciteurs dans les cultures de cellules végétales
a dans plusieurs cas contribué a augmenter I’accumulation des métabolites secondaires et, pour
certains systémes, a induire la sécrétion des métabolites dans le milieu de culture. '* L utilisation
de cette technique a permis des gains de productivité volumique intéressants dans les bioréac-

teurs. '’

La production et I’accumulation des métabolites secondaires peuvent aussi étre provoquées
par un stress imposé a la culture. Celui-ci peut agir comme un éliciteur abiotique; c’est le cas de
I’exposition a la lumiére ultraviolette, aux ions de métaux lourds, aux détergents, a la chaleur et

au froid. " Dans certains cas, une limitation nutritionnelle ou des conditions de culture peu
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propices peut aussi entraver la prolifération et la croissance cellulaire et favoriser la production
de métabolites secondaires. C’est le cas de I’accumulation des anthocyanes dont la production
chez le raisin est naturellement reliée a la constitution de réserves d’hydrates de carbones et pour
laquelle une hausse de productivité et une diminution de la croissance de la biomasse est observée

dans les milieux a forte osmolarité.

Les liens existant entre les caractéristiques spécifiques des cultures de cellules végétales
énoncées plus haut et leurs incidences sur I'environnement global des cultures et sur divers
aspects relevant de I'ingénierie des bioprocédés sont établis au tableau 1.3, Globalement, on v
constate qu’outre la sélection de souche, la problématique entourant le développement d’un
bioprocéde basé sur la culture de cellules végétales s articule autour des problémes de mélange et
de transfert de masse, notamment en ce qui concerne |'approvisionnement de la culture en

oxygeéne, et |'environnement physico-chimique et nutritionnel.

En termes pratiques, I’augmentation de la productivité (mg de produit L' d™') découlera
d’une augmentation du taux de croissance (généralement exprimé en g de biomasse L' d”') ou du
rendement en produit (mg de produit par g de biomasse). L'un et I'autre sont influencés par
"environnement physico-chimique, parfois dans un sens antagoniste. Les approches disponibles
pour augmenter la productivité des systémes de culture de cellules végétales font appel a la
modification de cet environnement et, plus marginalement, aux manipulations génétiques, pour
lesquelles les diverses stratégies envisageables dans un avenir plus ou moins rapproché sont bien
résumeées par Fowler et Stafford. ® L’approche naturelle de I'ingénieur de procédé, celle
d’ailleurs ou il peut étre le plus utile, est d’étudier les effets (macroscopiques) de divers

parameétres de procédé sur la croissance et la production de ces systémes biologiques.
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Tableau 1.3 Impact des caractéristiques spécifiques aux cellules végétales sur les
cultures in vitro et incidence sur le développement des bioprocédés

Caractéristiques Impact général Aspects touchés
des cellules végétales sur les cultures du bioprocédé
Diamétre : 10 4 40 pm sédimentation rapide mélange
Longueur : 10 4 200 pum sensibilité au cisaillement, de vitesse agitation
tolérant a sensible
Croissance en amas sédimentation rapide mélange
ou en agrégats, formation de micro- configuration et dimensionnement
Diameétre : ~ 1-5 mm environnements de I’unité
port d’échantillonnage de possiblement le mode d’opération
large diamétre requis

croissance cellulaire sur les
parois du vaisseau

Production favorisée par la
différenciation accompagnant la
croissance en agrégats

intérét pour les cultures
immobilisées et des cultures
de racines

configuration du bioréacteur
intérét d’une opération en semi-
continu

Taux de croissance faible

productivité faible

sélection d’espéces
programme de sélection et
d’entretien de souches
mode d’opération,

Concentration minimale a volume important requis pour grand volume des bioréacteurs de

I"inoculation d’environ I’tnoculum, correspondant a production de I’inoculum

10* cellules par mL 5-20% viv réduction des possibilités de mise a
I’échelle

Faibles besoins en oxygéne apport d’O, moins critique vitesse d’agitation

(relativement aux bactéries)

que pour les microorganismes
kea plus faibles requis

configuration des agitateurs

Meétabolites secandaires emphase sur la sélection et/ou a priori, impossibilité de réutiliser

intracellulaires, quelques fois la mise au point de protocoles la biomasse

extracellulaires d’élicitation

Production de métabolites sujette impact de la qualité de la modification des conditions

a des mécanismes régulateurs biomasse sur la productivité physico-chimiques des cultures

complexes influence notable des facteurs choix du mode et des séquences
physicochimiques opératoires en fonction des besoins

nutritionnels spécifiques

adapté de Leathers et coll., ® de Petersen et Alferman

L9

et de Scragg '
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1.1.2.2.2 Aspects nutritionnels

La mise au point d’un bioprocédé est subordonnée a la compréhension du comportement du
systtme biologique utilisé dans un contexte d’interactions multiples entretenues avec
I'environnement physico-chimique. En cuvée. cet environnement est d’abord conditionné par la
présence des nutriments et modifié au fil des cultures par les interactions chimiques et

biochimiques entre les cellules et le milieu.

Les milieux de croissance congus pour la culture in vitro de cellules de plantes sont le plus

souvent chimiquement bien définis. Ils contiennent cinq groupes de composants :

des macro-€léments, sources d’azote, de phosphore, de potassium, de
calctum, de magnésium et de soufre, essentiels aux
végétaux;

des micro-éléments, globalement des sels de métaux fourni en quantité

minime parmi lesquels figurent les huit autres minéraux

essentiels aux végétaux;

des régulateurs de croissance ; molécules organiques plus ou moins complexes

impliqués dans la régulation des activités cellulaires;

des vitamines, surtout le myo-inositol, I’acide nicotinique, la thiamine
et la pyridoxine, pour lesquels deux "familles" de
concentrations, celles des deux milieux standard les
plus utilisés (MS'® et B5%), sont le plus souvent
utilisées, généralement sans étre testées indépendam-

ment des macro-nutriments, et

une source d’hydrates de carbone, généralement du saccharose.
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Afin - d'illustrer  I'importance ~ relative  de Tableau 1.4 Concentration typique

certains de ces éléments nutritifs, le d’éléments chimiques
) ) dans les feuilles
tableau 1.4 présente I'ordre de grandeur des de végétaux.

concentrations des principaux éléments des

feuilles de végétaux.

Il armive qu'un mélange non défini de Elément Concentration
. . -1
molécules organiques, tels le lait de coco ou les Mu;:‘o-nutnments ":)glg
o Y
extraits de plantes, soit ajouté & ces composés Ni 0,1
Co 3
comme source d’azote réduit et de régulateurs Zn 20
de croissance non identifiés. '*® Ces additifs ll;fa %g
sont surtout utilisés pour faciliter I’initiation E ‘l’ :88
I . A ,
des cultures. De plus, le recours a cette Macro-nutriments % (g 107 g)
pratique semble relié aux habitudes des S 0,1
. Ca 0.2
laboratoires. p 0.2
Mg 0.2
Les activités métaboliques associées  la x e
culture de cellules de plantes chez lesquelles Autres % (g 107 g)
les activités de photosynthése n’ont pas été 0 45
C 45
préservées, requiérent un apport constant H 6

d’oxygeéne pour la réduction des sources de d’aprés Epstein *
carbone organique. Cette respiration cellulaire
donne lieu a la production de CO,. De plus,
dans les procédés opérés en cuvée, les conditions physico-chimiques du milieu extracellulaire
évoluent constamment en réponse aux échanges constants entre les cellules et leur environnement.
Ainsi le pH et osmolarité changent avec les concentrations des différents ions et molécules

organiques présents dans le milieu de culture.
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Pour les cultures en cuvée, la croissance de la biomasse est intimement reliée aux
concentrations initiales de nutriments. La plupart des études portant sur I’effet des nutriments sur
la croissance de la biomasse ou la production de métabolites posent implicitement que les micro-
nutriments et les vitamines sont bien choisis et fournis en quantité adéquate pour soutenir la
croissance et la production de métabolites secondaires. Ainsi, ces études sont le plus souvent
restreintes aux régulateurs de croissance, aux hydrates de carbone et a certains macro-
nutriments, qui. rappelons le, constituent les constituants des cellules les plus importants en
masse (Tableau 1.4). Outre I’action des régulateurs de croissance. nous reverrons sommairement
dans les sections suivantes le role des sources d’azote, de phosphore, de carbone ainsi que les
interactions entre leur utilisation dans le métabolisme cellulaire et la présence d’oxygéne et de

dioxyde de carbone.
1.1.2.2.2.1 Azote

L azote est impliqué dans la synthése des acides aminés, des protéines, des enzymes et des acides
nucléiques. Il est le plus souvent fourni aux cultures sous forme de sels d’ammonium et de
nitrate. Dans les deux formulations de milieu les plus utilisées, les concentrations initiales sont de
2 mM NH, et 25 mM NO; pour le milieu BS,* et de 40 mM NH; et 40 mM NO, pour le
milieu MS. '*

L’ion ammonium est assimilé par ’entremise de deux systémes enzymatiques (glutamate
déhydrogénase et glutamate synthétase-glutamate synthétase) conduisant a la formation de
glutamate. Une fois assimilés sous cette forme, les groupes azotés peuvent étre transférés sur des
molécules constituant les squelettes carbonés des acides aminés par des réactions de transamina-

tion.

L’ion nitrate, lui, doit étre réduit sous I’action de la nitrate réductase et la nitrite réductase,
avant de pouvoir étre utilisé, sous forme d’ion ammonium, dans la synthése des acides aminés
puis des protéines (Figure 1.7). C’est ainsi qu’en cours de culture, il est possible d’observer une

hausse importante d’ions NH; dans le milieu lorsqu’il y a une lyse cellulaire. Pour plusieurs
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lignées cellulaires. la présence de NH. supprime ou inhibe I’activité des enzymes nitrite

réductase. '+

En présence de limitation nutritionnelle de la prolifération cellulaire, I’incorporation dans la
biomasse des ions nitrate encore présents dans le milieu de culture se fait par la constitution de
réserves de NO; libre ou d’acides aminés dans la vacuole."* La remobilisation des réserves
vacuolaires de NO; libre ne pourrait se faire qu’avec I'induction de I’activité du systéme de

nitrate réductase par I’ajout de NH.. ‘¥

H+
Vacuole
ATP ADP
H7.2 pH 5.5 A¥Y=— 90 mV
P .

[ NO ;1=20-70 mM

AWY=— 150 mV
[NOé ]=1-5 mM

NO 4

NR, NiR, Ntr,

V mRNA
o, Plastide
GLN

@FGIU
o NO NO, ——% NH:

3 NAD(P)H 2
2H* NO~
3
Figure 1.7 Représentation schématique des voies d’assimilation du nitrate.

Les enzymes H'-ATPases localisés dans la membrane cytoplasmique pompent les protons hors de la ceflule
induisant des gradients électriques (A'Y) et de pH. Le nitrate est transporté dans la cellule par un
mécanisme de cotransport (Ntr) qui introduit simultanément un ou deux protons a I’intérieur de la cellule.
Les ions nitrate peuvent ensuite étre transportés a travers le tonoplaste et entreposé dans la vacuole. Dans le
cytoplasme, le nitrate est réduit en nitrite sous I’action de I'enzyme nitrate réductase (NR) pour ensuite
pénétrer sous cette forme dans les plastides et étre réduit en ammonium sous I’action de I’enzyme nitrite
réductase (NiR). L'ion ammonium est fixé en glutamate pour ensuite produire de la glutamine sous I’action
de la glutamine synthase (GS). L’ion nitrate agit aussi comme signal pour régir Pexpression de NR, de NiR
et des transporteurs (Ntr). (Adapté de Crawford) >
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Le mécanisme de transport des ions NH, implique I’échange d’un ion H'.'* Cet échange
1onique est accompagnée d’une chute de pH étant donné la faible capacité tampon des cultures
au-dessus de pH 4. '* Apres I'inoculation dans du milieu frais ou le ratio [NH,}/[NOs] est faible.
ce qui est a priori typique du milieu BS, la baisse de pH observée est typiquement de 5.5 a 4.5
pour ensuite remonter graduellement vers pH 5,5 ou 6. Cette remontée coincide avec le début de
la disparition des ions nitrate du milieu de culture. De plus, la littérature rapporte que la
consommation du NO; peut étre reportée aprés I’épuisement des ressources initiales de NH, "'
mais la consommation de NO; n’est pas toujours inhibée par I’ajout de NH; dans le milieu de

culture pendant la phase de croissance. '*

Outre I'incidence de la consommation des ions NH, et NO; sur le pH des cultures qui, lui, se
répercute négativement sur le maintien de la viabilité et le transport des nutriments, la proportion
des ions NH. et NO; fournis aux cultures est aussi importante a |'égard des taux de croissance
spécifiques de la biomasse et des taux de production de métabolites secondaires pour plusieurs
espéces et lignées. ***™'" Les études de formulation de milieu comparent géncralement le
comportement des cultures en termes d’augmentation de la biomasse ou de la quantité de produit
aprés 7 ou 14 jours et sont rarement appuyés de courbes de pH extracellulaire qui permettraient
d’établir (ou d’infirmer) que I’optimum du taux de croissance est aussi relié au pH résultant de la

consommation des ions NH,.

Bien que les cultures in vitro nécessitent habituellement la présence de ces deux ions, dans
certains cas, la croissance de la biomasse peut étre supportée par I'ion nitrate ou par l'ion
ammonium utilisé seul aprés une période d’acclimatation. L’utilisation de sources d’azote réduit.
comme par exemple la glutamine ou les hydrolysats de protéines, a généralement un effet positif

* suggérent d’ailleurs que ['utilisation d’une

sur la croissance. Payne et ses collaborateurs '
source d’azote organique, similairement aux cultures microbiennes, pourrait améliorer

significativement les productivités en biomasse et en métabolites secondaires.
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Les interactions qu’on imagine complexes entre la présence d’ions NH., NO; et la croissance
de la biomasse font en sorte qu’il n’est pas facile d’étudier leur effet sur la croissance de la
biomasse ni sur la qualité de biomasse, un concept plus vague qu’on pourrait définir comme

étant la capacité de production des cellules dans un état donné.
1.1.2.2.2.2 Phosphate

Le phosphate est requis dans la synthése des acides nucléiques, des phospholipides, des
nucléotides. Il participe aux échanges énergétiques a iravers la synthése de I’adénosine
triphosphate (ATP). Il est aussi incorporé a diverses structures cellulaires notamment les

membranes.

La présence de phosphore influence nettement le métabolisme cellulaire. Ainsi, I’ajout de
phosphate a pour effet d’augmenter la disponibilité d’ATP intracellulaire. d’augmenter le taux de
production de protéine en faisant baisser les réserves d'acides aminés, et de provoquer la
diminution des niveaux de protéases, ' ce a quoi devrait correspondre une augmentation des
taux d’assimilation d’oxygéne. Dans plusieurs cas il a été montré que la présence du phosphate

réduit la production de métabolites secondaires. '9%*%%'%

Le phosphate est aussi fourni aux cultures sous forme de sels. De fagon générale, la
concentration initiale de phosphate dans les milieux de culture de cellules végétales varie de 0.5 a
3mM. Elle affecte toujours significativement la croissance et la production de métabolites
secondaires. """ Les taux de consommation des ions phosphates varient d’une espéce 4 I'autre. On
rencontre deux patrons typiques de disparition des ions phosphate du milieu de culture: I’un oit la
consommation est lente et (hypothétiquement) appariée aux besoins, I’autre ou la consommation
est rapide et a taux constant.”’ Chez les espéces ou la consommation est rapide, les ions
phosphate sont entreposés dans la vacuole, majoritairement sous forme d’orthophosphate alors
que la concentration d’ion phosphate inorganique dans le cytoplasme est constante. Le phosphate

est alors redistribué par I’entremise de la division cellulaire.
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Il existe une quantité minimale de phosphate intracellulaire sous laquelle la croissance de la
biomasse ne peut étre soutenue. Pour une variété d’espéces de cellules végétales, Curtis et ses
collaborateurs ** ont pu vérifier que le contenu en phosphate de la biomasse en phase stationnaire
est de 'ordre de 100 4 150 pmol P (g MS)"'. Ces chercheurs ont d’ailleurs montré que les taux
spécifiques de croissance de la biomasse et la quantité de biomasse finale dépend de la
concentration initiale de PO, dans le milieu de culture ainsi que de la disponibilité du PO,
intracellulaire de I'inoculum. Etant donné la faible quantit¢ de PO, fournie dans le milieu de
culture. il est donc important de ne pas sous-estimer I'importance de la quantité de PO, introduite
dans une culture par I'inoculum lui-méme. Les travaux de Amino et de ses collaborateurs®
montrent qu'en termes de concentration cellulaire, cette concentration minimale d’ion phosphate
représenterait 0,38 mmol P (10° cellules)”’ chez C. roseus. Hirose et ses collaborateurs® ont
d’ailleurs constat¢ une inhibition de la division cellulaire provoquée par une réduction de la
concentration initiale de phosphate chez Vitis vinifera. Cette inhibition de la prolifération était
accompagnée d’une accumulation marquée d’anthocyanes coincidant avec I’arrét de la
prolifération cellulaire. Dans ce contexte, I’ion phosphate constitue la premicére source de

limitation de la prolifération a investiguer.

Du point de vue de la production de métabolites secondaires, dans plusieurs cas
(Caffea arabica,'  Lithospernum erythrohizon,*  Nicotiana tabacum,**®  Catharan-
thus roseeus,* Vitis vinifera 717y une réduction de la concentration initiale de phosphate
favorise la production de métabolites secondaires. L étude de Knobloch et de ses collaborateurs *
ont montré que la croissance de la biomasse de N. tabacum dans un milieu de culture exempt de
phosphate était reliée linéairement a la concentration intracellulaire d’orthophosphate, alors que
la production de métabolites y était inversement reliée. Résultat des plus intéressant, toujours
avec N. tabacum, Schiel et ses collaborateurs ont obtenu une augmentation de production de
métabolites secondaires en mettant en oeuvre un culture en flacon dans laquelle ils ont maintenu
une concentration de phosphate intracellulaire minimale au moyen d’une alimentation

programmée de ce nutriment. Des études sur I’élicitation du métabolisme secondaire montrent
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aussi que le moment propice pour I’induction du métabolisme secondaire par élicitation est relié

au moment de la disparition des ions phosphate du milieu de culture. '®

Ces résultats laissent poindre la possibilité de privilégier la croissance de la biomasse en
s'assurant d’une alimentation suffisante mais contrlée de phosphate durant la phase de
croissance afin de pouvoir induire la production de métabolites secondaires sur des cellules

maintenues dans des conditions de contenu minimal de phosphate lors de I’étape de production.
1.1.2.2.2.3 Hydrates de carbones

Le saccharose et. dans une moindre mesure, le glucose sont les deux principaux hydrates de
carbones utilisés en culture de cellules végétales. Le saccharose doit étre hydrolysé avant d’étre
transporté dans les cellules. Selon la localisation des enzymes responsables de I’hydrolyse. celle-
ci pourra avoir lieu dans le milieu de culture ou simultanément avec leur introduction dans le

cytoplasme. '**

En masse. la source d’hydrate de carbone constitue le principal constituant des milieux de
culture. D ailleurs comme I’indique le tableau 1.4, I'oxygéne et le carbone issus de ces hydrates
de carbone représentent prés de 90% de la masse des cellules. Les rendements en biomasse,
mesurés en terme de masse séche, sur les divers éléments nutritifs seront donc biaisés par le
rendement en biomasse sur les hydrates de carbone. De plus, certaines espéces ont tendance a
entreposer les sucres sous forme d’amidon ce qui se refléte sur les mesures de masse séche et de
masse humide sans toutefois participer a la prolifération cellulaire. '™ L’interprétation des
données recueillies sur les rendements sur certains nutriments doit donc étre prudente. notamment

en ce qui concerne les nutriments rapidement consommgs.

Les hydrates de carbone ont une fonction double : ils sont utilisés comme source d’énergie
dans le processus catabolique et comme source de précurseurs pour la synthése organique dans le

processus anabolique.
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Les voies cataboliques utilisées par les cellules végétales sont similaires a celles utilisées par
toutes les cellules hétérotrophes. Ce sont principalement la glycolyse et le cycle de I'acide
carbocylique (TCA cycle), et, dans une moindre mesure, la voie alternative et la voie des
penthoses phosphates. Ces voies cataboliques et leurs interactions principales sont illustrées a la

figure 1.8.

Les réactions enzymatiques de la glycolyse produisent deux molécules de pyruvate et deux
molécules d’adénoside tri-phosphate (ATP) par molécule de glucose (Figure 1.9) et sont
localisées dans le cytoplasme (Figure 1.8). Dans les conditions aérobies des cultures de cellules
végétales in vitro, la disponibilité de I’oxygeéne permet d’oxyder rapidement le NADH en NAD"
par une réaction de phosphorylation oxydative faisant en sorte que la disponibilité du NAD" ne

limite pas la poursuite des réaction cataboliques.?

L’oxydation du pyruvate généré par la glycolyse se poursuit dans les mitochondries. Le
pyruvate est d’abord transformé en acétyl-CoA avant d’étre introduit dans le cycle tricarboxvli-
que (Figure 1.8). Les réactions de ce cycle sont les plus efficaces du point de vue énergétique. Si
le glucose subit une oxydation compléte a travers la glycolyse, la transformation en acétyl CoA.
le cycle tricarboxylique et la chaine respiratoire de transport d’électrons (phosphorvlation
oxydative), et qu'aucune molécule n’est soutirée du cycle pour la biosynthése, 38 molécules
d’ATP peuvent étre produites (avec 6 molécules d’ATP produites par molécule d’O- au niveau
de la chaine de transport d’électrons reliée aux cytochromes) (Figure 1.9). '> Lorsque les besoins
eénergetiques sont €levés, le transport du pyruvate dans les mitochondrie peut devenir limitant.
Dans ses conditions, le phosphoénol pyruvate est transformé en oxaloacétate par une réaction de

fixation nonphotosynthétique du CO. sous [’action de I’enzyme phosphoénol pyruvate

ADP: adénosine di-phosphate;
ATP: adénosine tri-phosphate;
NAD’, NADH : formes oxydée et réduite de la nicotinamide adénine dinucléotide.
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carboxylase (PEPcarboxylase). L oxaloacétate est ensuite transformé en malate sous |’action de
I'enzyme malate déhydrogénase (Figure 1.8). Le transport du malate a travers la paroi des
mitochondries étant plus rapide que celui du pyruvate, ces réactions sont de nature a accélérer
I"apport de réactifs au cycle tricarboxylique. Lors de I"assimilation rapide du NH, en début de
culture. un quantité importante de molécules est drainée du cycle carboxylique pour la formation
d’acides aminés. Elles doivent étre remplacées rapidement ct il s’agit d’une situation ou la
fixation anaplérotique du CO; serait importante bien que globalement limitée a 3% du carbone

assimilé. '"?

Une voie dite alternative spécifique aux végétaux est aussi localisée dans les mitochondries et
produit 12 molécules d’ATP (2 molécules d’ATP par molécule d’0-). Il ne semble toutefois pas

que la voie alternative soit importante dans les cultures in vitro. **

Finalement. la voie des penthoses phosphates dont les activités sont localisées dans le
cytoplasme ne méne pas a la production d’ATP (Figure 1.8). Elle produit des nucléotides
nécessaires a certaines réactions de biosynthése ainsi que divers précurseurs phosphatés. Son
importance relative est donc associée aux activités métaboliques de la cellule. Selon les travaux
de De Gucht® effectuées avec Catharanthus roseus dans des conditions de limitation en
hydrates de carbone ou en azote, la voie des penthoses phosphates contribue pour environ 20%

de la consommation d’0,.

Ces voies métaboliques participent au métabolisme primaire. Comme I'illustre la figure 1.10.
elles produisent les molécules de bases conduisant a la formation de multiples molécules qui sont
la base des activités de biosynthése. Elles produisent entre autres les précurseurs requis pour la
synthése des molécules d’ATP essentielles a la chaine respiratoire de transport d’électron dont les

interactions avec les voies cataboliques étaient illustrées a la figure 1.9.
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Figure 1.10 Maétabolites des voies de dégradation du glucose et leurs dérivés
utilisés dans la biosynthése

Les voies cataboliques de I’assimilation du glucose fournissent donc les précurseurs qui
permettent aux cellules d’assimiler les éléments inorganiques, particuliérement les ions
ammonium, phosphate et sulfate, pour produire les molécules organiques (acides aminés,
nucléotides, vitamines et acides gras) nécessaires a la biosynthése de macromolécules plus
complexes. L’épuisement des ressources d’hydrates de carbone dans le milieu de culture ou des

réserves constituées sous forme de grains d’amidon provoquera un arrét de la croissance.
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1.1.2.2.2.4 Oxygéne et métabolites gazeux

On I'a vu plus haut. I’apport d’oxygéne aux cultures est crucial pour soutenir le processus de
respiration a travers lequel les molécules organiques sont oxydées et du dioxyde de carbone est
produit. Comme I’illustre la figure 1.9, ’oxydation des substrats est couplée a la synthése de
molécules riche en énergie, tel I’adénosine-5’-triphosphate (ATP), qui permettront de supporter
des réactions énergétiquement non favorables mais essentielles au métabolisme. Les réactions

enzymatiques associ€es a la respiration sont localisées dans les mitochondries.

Une faible concentration d’oxygéne dissous, OD, résulte en une disponibilité réduite d’ATP
et conséquemment en une réduction de I’énergie disponible. En culture de cellules et de tissus
végétaux, plusieurs changements métaboliques et morphologiques sont associés a cette
diminution. Ainsi, Kessel et ses collaborateurs ™* dans des articles qui font encore école, ont
rapporté qu'il existe une concentration critique d’OD, OD,, égale & 16 % d’OD (par rapport a la
saturation de I’eau dans I’air) sous laquelle les taux spécifiques d’assimilation d’O, de leurs
cultures de cellules de carotte sont constants 4 0,29 umole (mg h)"'. L embryogénése somatique
survient lorsque la concentration d’OD est plus faible que OD. alors que la différenciation
apparait a des concentrations d’OD plus grande que OD,,. Selon I'hypothése développée par ces
deux chercheurs, I'apparition de ces changements morphologiques seraient reliés a
I'augmentation de la disponibilité de I’ATP intracellulaire observée sous OD, qui induirait une
suppression des enzymes permettant la régénération de I’ATP et stimulerait I’expression de génes

nécessitant une dépense d’ATP.

L'oxygéne peut aussi €tre impliqué dans d’autres activités métaboliques puisque des
oxygénases, qui utilisent I’oxygéne moléculaire, sont impliquées dans plusieurs voies métaboli-
ques secondaires. Ainsi, une concentration d’OD faible inhibe la formation de I’enzyme
phénylalanine ammonia lyase (PAL).'" Or, cet enzyme constitue le premier maillon de la voie
métabolique menant 4 la formation des composés de la famille des flavanoides a laquelle

appartiennent les anthocyanes, le produit visé par le présent projet de recherche. '
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L’oxygéne est capital dans les réactions métaboliques comme accepteur d’électron dans la
phosphorylation oxydative, par contre sa faible solubilité rend critique son approvisionnement
aux cultures. Il constitue donc un objet d’étude important. Méme s’il est établi que les cultures de
cellules de plantes requicrent des taux de transfert d’oxygéne dans le milieu de culture plus faible
que les microorganismes, il semble qu’il existe des conditions de culture optimales pour la
croissance de la biomasse et la formation de produits.'"” Ces conditions sont généralement
rapportées en terme de vitesse d’agitation, de coefficient de transfert d’OD (k.a), ou de débit
gazeux: chacun affectant la concentration d’OD dans le milieu de culture. La concentration
d’OD, les taux spécifiques d’assimilation d’O, et leur relation avec la croissance de la biomasse

occupent donc une place importante dans la problématique reliée a notre projet.

Du CO: est produit et consommé par les cellules. Ceci peut compliquer I’analyse de I'effet de
la concentration de CO- dissous sur divers paramétres de culture, notamment lorsque I’on peut
soupgonner une limitation au transfert du gaz entre les agrégats et la masse du liquide. De plus.
en phase aqueuse le CO- peut se trouver sous la forme d’ions bicarbonate et carbonate dans le
milieu de culture selon les conditions de pH, * et il est difficile d’établir sous quelle forme le CO-

participe aux réactions métaboliques.

4113 ont publié des revues bréves mais pertinentes des impacts

Payne et ses collaborateurs
potentiels du CO- sur la croissance des cellules végétales. Résumons en disant que chez les
cellules hétérotrophes, la carboxylation du phosphoénol pyruvate déja décrite plus haut
(Figure 1.8) est la voie la plus importante de fixation du CO.. Elle est particuliérement
importante au début des cultures en cuvée au moment ou des intermédiaires du cycle carboxyli-
que sont soutirés du cycle pour permettre I’assimilation rapide du NH, sous forme de glutamate.
Comme en début de culture la concentration cellulaire et, conséquemment, la concentration de
CO: provenant des activités respiratoires sont faibles, il est possible qu’un apport de CO, soit
important en début de culture. A ce chapitre, Haigh a pu montrer que I’ampleur de la production
(extracellulaire) de CO. en début de culture est reliée a I’dge de I'inoculum, qu’on ne peut

dissocier des réserves internes des intermédiaires du cycle carboxylique. Le CO, affecte aussi les
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cultures par le biais de son implication dans la production d’éthyléne et dans I’inhibition ou le

retardement de I"action de celle-ci sur les cultures. %'

Les cellules et tissus végétaux produisent un autre métabolite gazeux important : I’éthyléne
(C:H,). La production de C;H, varie en intensité et dans le temps selon les espéces et affecte a
des degrés divers la physiologie des cellules. Comme la présence du C.H; et du CO. est
intimement li¢ aux taux de production de ces deux métabolites gazeux et aux conditions de
transfert de masse caractéristiques du systéme de culture, les rapports sur I’effet de 1’éthyléne sur
les cultures de cellules végétales recélent plusieurs contradictions apparentes. Souvent, |’éthyléne
inhibe la croissance de la biomasse bien que ce ne soit pas toujours le cas. *' Elle stimule dans
plusieurs cas la production de métabolites secondaires® alors qu’elle serait sans effet dans
d’autres.”"*"!%' et est souvent associée au brunissement des cultures.®® Les expériences de
cultures en bioréacteurs avec recirculation des gaz d’aération montrent que certains composés
gazeux produits par les cultures sont essentiels a la survie des cellules et a la production de

métabolites secondaires en milieu a forte osmolarité. '*

Comme I'oxygene, le CO: et le C.H, produits peuvent étre échangés entre les cellules, le
milieu de culture et la phase gazeuse. A 25°C et a I’équilibre avec I'air (qui contient 0,039 % de
CO.), la concentration d’OD dans I’eau est de 0,25 mM alors que la concentration de CO- est de
0,01 mM. L’utilisation d’une configuration de bioréacteur possédant un ka élevé pour combler
les besoins en oxygéne des culture aura pour effet de provoquer I’enlévement du CO- et des
autres métabolites gazeux produits, et ainsi priver les cellules de constituants potentiellement
importants du milieu. Dans des cultures en flacons agités, les concentrations moyennes de CO- et
de C,H. dans la phase gazeuse de cultures de cellules de Thalictrum rugosum mesurées par Kim
et ses collaborateurs *' sont de 2 % (par rapport a la saturation compléte en CO») et de 21 ppm,
respectivement, ce qui donne un apergu des différences de conditions de culture que les cellules

peuvent subir entre les flacons agités et les bioréacteurs a haut coefficient de transfert de masse.
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1.1.2.2.2.5 Régulateurs de croissance

Plusieurs classes de molécules sont utilisées par les plantes pour coordonner certaines activités
cellulaires, orienter leur développement ou répondre a un stimuli environnemental. Ces
régulateurs de croissance sont de petites molécules qui diffusent facilement a travers la
membrane cellulaire et dans les tissus végétaux. La réponse induite peut donc étre localisée loin
du site de synthése. C’est a cause de ce phénoméne que la littérature fait I’analogie avec un
processus régulateur de type hormonal et utilise souvent le vocable phytohormone. Trois
principales classes de régulateurs de croissance qui sont globalement des promoteurs de

croissance, '’ ont ét¢ identifiées chez les végétaux.

Les auxines répriment la formation de tiges et d’embryons somatiques. mais favorisent le
grossissement et I'élongation des cellules et Iinitiation du systéme racinaire. Elles sont
responsables de la dominance apicale et jouent un réle dans I’abscission. Elles sont critiques
pour I'étape d’initiation des cultures a partir du matériel végétal initial. La vigueur de leur
action varie selon I'auxine produite ou utilisée. Les auxines utilisées ne sont pas toutes
d’origine naturelle. C’est le cas d'une des auxines les plus utilisées, [ acide

2.4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D).

Les cytokinines favorisent la division cellulaire et la formation d’organe, retardent la
sénescence et jouerait un role dans le transport des nutriments. Leur action s’oppose a celle
des auxines en ce qui a trait a la dominance apicale. Elles sont souvent requises pour initier

les cultures lorsqu’une auxine a action modérée est utilisée.

Les gibberellines sont surtout impliquées dans le processus de germination des graines et
dans la croissance rapide des tissus méristémiques. Les gibberellines n’ont pas d’effet
important en culture de cellules et de tissus végétaux et ne sont pas ajoutées aux milieux de

culture.
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En plus de ces composés, I'acide abscissique (ABA), impliqué dans la dormance et la
sénescence, et |’éthyléne (C.Hy), '™ qui inhibe la floraison et hite le mirissement de végétaux.

% ici en tant qu'inhibiteurs de croissance. '’

sont aussi reconnus pour leur réle régulateur, '
Comme nous I’avons vu plus haut, I’éthyléne est un métabolite gazeux produit par les cellules et
ne figure pas parmi les suppléments ajoutés aux milieux de culture. L’ABA est surtout utilisé
dans les cultures d’embryons somatiques oii I'on cherche a reproduire les conditions de

dormance.

Dans les cultures de cellules et de tissus végétaux, les régulateurs de croissance utilisés sont
surtout les auxines et les cytokinines. Celles-ci contrdlent la division et la croissance cellulaire, la
morphologie des cellules et des agrégats, et orientent la production de métabolites secondaires.
La propagation in vitro de plantules fournit des exemples marquants, illustrés 2 la figure 1.11. de
I"effet de la présence de régulateurs de croissance et de leur importance relative. Méme si les
effets sont moins spectaculaires dans la cultures de cellules en suspension, la présence de
régulateurs de croissance est aussi importante. Elle influence les taux d’assimilation des hydrates
de carbone. les rendements en biomasse et le degré d’agrégation des cultures. Pour contrer la trop
faible disponibilité interne de ces régulateurs, permettre d’initier les cultures ou supporter leur

croissance a faible densité cellulaire, des régulateurs doivent étre ajoutés au milieu de culture

(|
< S &
q;

e/ e/ "
Auxine (mg L., - 3 3 0,03
Cytokinine (mgL.) 0.2 0,2 0,02 1

D’aprés Atkinson et Mavituna ®

Figure 1.11  Effets des régulateurs de croissance sur la morphogénése des tissus
végétaux.
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dans des concentrations et des proportions variant selon les espéces et I’objectif de production de
métabolites secondaires. Il n’y a pas de régle quand au choix des régulateurs de croissance et a

leur concentration, ceux-ci sont établis expérimentalement.

Dans une bréve revue sur le sujet, Warren'® résume les implications du type de cinétique
impliquée ainsi que des plages de concentration mises en cause. Il aborde les difficuités reliée a
Visolement et a I'identification du régulateur de croissance responsable d’'un comportement
observé. Il traite aussi de la disponibilité réelle de ces molécules suite a 1'établissement d’un lien

chimique avec des sucres ou des acides aminés.

Retenons que la division cellulaire requiert la présence d’auxine(s) et de cytokinine(s) et que
le ratio auxine/cytokinine doit étre optimisé pour supporter la croissance de la biomasse ou la
production de métabolites. Ainsi, les premiers jalons de formulation de milieu incluent
généralement une série d’expériences ciblant I'effet de diverses concentrations de ces deux
catégories de régulateurs de croissance. Par contre, il n'y a pas de relation simple entre la
concentration de régulateurs de croissance inclus dans le milieu de culture et les concentrations
intracellulaires, ce qui pourrait expliquer en partie les contradictions apparentes dans la
littérature traitant de la relation entre régulateurs de croissance, croissance de la biomasse et

production de métabolites secondaires. '

Les cellules de plantes peuvent en effet modifier ces molécules avec des conséquences
positives ou négatives, selon la modification. L’ajout de régulateurs de croissance dans le milieu
de culture peut donner lieu a une inhibition, par rétroaction négative, de la production de ces
molécules par les cellules, et diminuer dans les faits leur disponibilité sous une forme active. De
plus, malgré toutes les précautions expérimentales, il n’est pas assuré qu’une procédure extensive
de lavage des cellules ¢limine I’entrainement des facteurs de croissance présents dans I’inoculum
si les molécules ont une mobilité restreinte suite a leur conjugaison avec des acides aminés, par
exemple, biaisant possiblement les résultats des expériences. Finalement, des micro-

environnements peuvent exister dans les agrégats cellulaires donnant lieu a des différences
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notables entre les concentrations en hormones du milieu et celles dans lesquelles baignent les

cellules.

Il est noté dans Ia littérature que la capacité des cultures a synthétiser leurs régulateurs de
croissance augmente avec le temps. Malheureusement, une baisse de la productivité des
métabolites secondaires est souvent associée a ce phénomeéne. On serait ici en présence d’un

processus de sélection des cellules a croissance rapide au détriment des cellules productrices.

Les régulateurs de croissance représentent un élément important dans la formulation des
milieux de culture. Comme nous I’avons dit plus haut, les concentrations de ces composés sont
etablies expérimentalement, généralement au début du processus de mise au point du bioprocédé.
A I'échelle laboratoire, le développement de bioprocédé basé sur la culture de cellules végétales
laisse actuellement peu de place a la manipulation de ces composants du milieu de culture ; les
concentrations initiales d’hydrates de carbone et de macro-nutriments, les incidences des
concentrations d’0- et de CO- dissous sur les cultures ou les possibilités encore peu exploitées de
l'utilisation d’une alimentation programmée de nutriments représentent toujours un vaste
domaine de recherche pour la culture en suspension des cellules végétales. Il ne faudrait
cependant pas oublier que les régulateurs de croissance peuvent étre la clé d’une augmentation

supplémentaire de productivité.

1.1.3 La production d’anthocyanes et la culture de cellules

Les anthocyanes sont des molécules chromogénes faisant partie de la famille des flavanoides, qui
regroupe des molécules aromatiques constituées d’anneaux benzéniques hydroxylés lié a un
hétérocycle contenant de I’oxygéne. Les flavanoides différent entre eux par le niveau d’oxydation
ou les substitutions présentes sur I’hétérocycle. Les anthocyanidines constituent un sous-groupe
important des flavanoides dont la forme la plus commune et la plus simple, le cyanidine, est la

suivante :
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Les formes glycosilées de cette molécule, les anthocyanes, sont largement répandues ct_. les

végétaux.

Les anthocyanes différent entre eux par le nombre de groupes hydroxyles ou le degré de
méthylation, et par la nature des sucres et des acides aromatiques qui sont substitués
(généralement aux sites hydroxyles 3, ou 3 et 5 ou 7). La localisation et I'identité des groupes

glycosilés intégrés aux molécules d’anthocyanes déterminent leur solubilité et leur stabilité.

Les voies de synthése des anthocyanes sont bien établies. % Les anthocyanes sont accumulés
dans la vacuole mais sont synthétisés dans le cytoplasme, par contre certains complexes
enzymatiques responsables des demiéres étapes de la synthése seraient intégrées au tonoplaste ou
a la membrane d’anthocyanoplastes. A terme, ces anthocyanoplastes sont intégrés a la vacuole.
La coloration dépend de la nature du (des) groupe(s) glycosylé(s), de la concentration

d’anthocyanes et du pH de la vacuole.

II existe une littérature abondante sur la chimie des anthocyanes, y compris sur différentes
facettes de leur utilisation comme colorant alimentaire. On pourra entre autres consulter les

revues de Francis * et de Jackman et Yada,”" ainsi que la monographie de Markakis. *

Dans les cultures de cellules de raisins, les anthocyanes s’accumulent surtout a la finde la
culture® alors que la croissance de la biomasse fléchit. En présence de lumiére ou non, de
nombreuses études ont montré que les conditions nutritionnelles propices a la croissance des
cellules et 4 la production d’anthocyanes différent, notamment en ce qui a trait aux concentra-

tions d’ions phosphates, nitrates, **? ammonium, *® aux concentrations relatives de ces ions, '”’
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aux concentrations d’agent osmotiquement actifs’"®* et au type d’hydrates de carbone
fourni. *'” De plus, les structures chimiques prédominantes des anthocyanes produits varient

avec les conditions de culture, * ce qui aura un impact sur la qualité (coloration et stabilité

chimique) du produit. 3"

L’équipe du Dr. Frangois Cormier du Centre de recherche et de développement sur les
aliments (CRDA) est impliquée dans un programme de recherche visant la producticn
d’anthocyanes par la culture de cellules de raisins depuis 1987. Au début du projet de recherche,

I"équipe du Dr. Cormier avait déja:

sélectionné et stabilisé des cellules de raisins productrices d"anthocyanes;

cerné les conditions nutritionnelles et environnementales qui permettent d’améliorer
I"accumulation d anthocyanes:

mis au point des méthodes d’analyses spectroscopiques (FAB-MS et NMR) et chromatogra-
phique (HPLC) qui permettent d’identifier et de quantifier les anthocyanes produits:

déterminé I'effet marqué de la pression osmotique exercée par les sources d’hydrate de

carbone, des ions nitrate et ammonium sur la composition des anthocyanes.

Les résultats de ces travaux qui ont pour la plupart fait I’objet de communications scientifiques.
permettent d’envisager pouvoir favoriser la production des formes les plus stables

d"anthocvanes, '%93031.36.37.38.39

La production des anthocyanes est habituellement stimulée par la lumiére. Afin de
s"affranchir du besoin d’un apport de lumiére et de permettre I'utilisation éventuelle de
bioréacteurs conventionnels de grand volume, une partie des travaux de Péquipe du Dr. Cormier
(CRDA) a été axée sur la sélection et Iétablissement de lignées cellulaires hautement productives
dans I’obscurité. Au début du projet les lignées disponibles produisaient 390 mg Acy L" avec un
apport lumineux. Le taux de production correspondant était de 27 mg Acy L" d”'. A la fin du

projet les lignées produisaient la méme quantité dans I’obscurité, une dizaine de repiquages apreés
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leur sélection au stade de microcals.'? Les lignées cellulaires disponibles ont donc évolué en

cours de route, ce qui a eu des incidences sur le plan expérimental.

Les cellules de Vitis vinifera sélectionnées par le CRDA sont cultivées dans un milieu
standard, le milieu B5 de Gamborg. ** Les concentrations de régulateurs de croissance ont été
établies a 0,1 mg L"' d’acide o-naphthaleneacétiqueet 2 0.2mgL"' de kinétine. Des études
préliminaires effectuées par le CRDA avaient permis de confirmer que chez V. vinifera la
prolifération cellulaire et la production d’anthocyanes sont antagonistes.****''" Ainsi une
diminution du ratio ion nitrate/ion ammonium permet de limiter la prolifération cellulaire et
d’augmenter la productivité des cellules en anthocyanes. *** Une augmentation de I’osmolarité
du milieu de culture a des effets similaires. *'** Le bioprocédé envisagé comporte donc deux
étapes distinctes : une étape de prolifération ou de mise a I'échelle, et une étape de production
d’anthocyanes. Comme ['illustre schématiquement la figure 1.12, il s’agit, dans un premier

temps. de produire une grande quantité de biomasse avec un bon taux de croissance et, dans un

Etape finale Etape
de croissance de production

)

Mise a I'échelle

m=(1] ﬂj

Figure 1.12  Schéma du procédé envisagé de production d’anthocyanes.
A: Mise a I’échelle dans un milieu de prolifération;
B: Induction de I’accumulation d’anthocyanes dans un milieu de production.

|
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deuxiéme temps, d’enrichir cette biomasse en anthocyanes en favorisant leur production. La
détermination des conditions favorisant Ia meilleure croissance de la biomasse était ['un des

aspects du mandat de I’Ecole Polytechnique dans ce projet.

Dans une étude préliminaire, il a d’abord été vérifié dans une culture séquentielle proliféra-
tion-production effectuée dans des flacons agités que I'induction de la production sur une
biomasse importante permet d’augmenter la productivité du procédé comparativement aux
cultures inoculées a faible concentration dans les milieux de prolifération ou de production
(Figure 1.13).""" La substitution, effectuée au huitiéme jour de culture. du milieu production au
milieu de prolifération aprés décantation des cellules a résulté en une augmentation de
I"osmolarité et un apport d’ions NH; et PO, dans le milieu. Ces additions de nutriments ont
permis d’induire une accumulation d’anthocyanes dans une biomasse six fois plus importante. en
termes de biomasse séche, que celle de la série de cultures en flacons effectuée dans le milieu de
production seulement. Au moment correspondant a la concentration maximale d’anthocyanes
accumulés, les productivités volumiques de cette lignée étaient de 9.3 mg Acy L' d”' pour la
culture inoculée dans le milieu de production et de 15 mg Acy L'd? pour celle effectuée en deux
étapes successives de prolifération et de production sans dilution. Cette culture séquentielle a
donc donné lieu a une augmentation de 60% de la productivité spécifique, supportant bien
hypothése qu’une croissance rapide permet d’induire la production d’anthocyanes sur une
biomasse plus importante et de profiter ainsi d’une production accrue sur une période de temps

plus restreinte.

Ce résultat renforce notre dessein de concentrer d’abord nos efforts sur la période de

croissance afin d’obtenir une augmentation rapide de la quantité de biomasse.

La culture immobilisée des cellules de V. vinifera avait été envisagée comme systéme de
culture. Dans ce contexte, une étude préliminaire, effectuée dans des bioréacteurs a cellules
immobilisées, * a montré que les concentrations d’oxygéne dissous (OD) de 30, 60 et 90% ont un

effet marqué sur la production de biomasse aprés 14 jours comparativement 4 une expérience



similaire menée sans contrdle ni suivi de la concentration d’OD (Tableau 1.5)."*' Dans la
derniére culture, une limitation en oxygéne est probablement survenue dans la culture sans
contréle d’OD empéchant la croissance de la biomasse. Les résultats obtenus montrent aussi que
la concentration d’OD maintenue dans le milieu de culture a affecté la production et la

productivité en anthocyanes.

La quantité d’oxygéne disponible pour les cellules semble donc avoir un impact sur
la croissance de la biomasse et la production d’anthocyanes et constitue l'une des
facettes de la problématique a résoudre pour comprendre et éventuellement influen-

cer le comportement des cultures de cellules de V. vinifera.

Tableau 1.5 Croissance de V. vinifera et production
d’anthocyanes dans des bioréacteurs a

cellules immobilisées
Point de consigne OD [% de saturation]
30 60 90 sans
contrdle
xo [g MS L] 1.8 2.1 1.4 1,2
xe[g MS L) 25,8 18,9 23,1 8,3
Acy [mg L] 117 236 114 88
racy [mg L' h] 8,5 17,1 8,2 7.1

Milieu de Production: Kg | BSQN NAg 2CA250 (4,5% S)

Lignée cellulaire VVGS5.4
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Figure 1.13. Progression des concentrations de nutriments dans le milieu de
culture, de la croissance de la biomasse et de la production
d’anthocyanes de cultures en flacons agités effectuées en deux étapes.
Changement du milieu de croissance au milieu de production au jour
7 aprés décantation des cellules et drainage du surplus de milieu de
croissance.



46

Les anthocyanes sont des métabolites secondaires accumulés par les cellules dans les
vacuoles. Le relargage des anthocyanes dans le milieu de culture est essentiel a I’utilisation de la
culture de cellules immobilisée et, de ce fait, déterminant pour le choix du bioprocédé. En dehors
des manipulations génétiques qui pourraient 2 moyen terme offrir des solutions avantageuses, les
techniques envisageables pour provoquer le relargage font appel a la perméabilisation des
membranes cytoplasmiques et tonoplamiques et a 'application d’un gradient de concentration
entre le milieu extracellulaire et le cytoplasme ou semblent étre produits les anthocvanes. Les
résultats des travaux effectués par I’équipe du CRDA et par Fatima Chaouki dans le cadre d’un
M.Sc.A. dans le but de récupérer le produit sans détruire la biomasse n'ont pas donné de

résultats positifs. 7-''®

Le bioprocédé a mettre au point devait donc étre entiérement basé sur une culture en

suspension .

Drailleurs, nonobstant ces résultats, quel que soit le type de bioréacteur utilisé pour la phase
finale du bioprocédé (en suspension ou a cellules immobilisées), la mise a I’échelle doit étre
effectuée en bioréacteur a cellules en suspension. Ainsi la mise au point du bioprocédé a 1’échelle

laboratoire doit reposer sur une bonne connaissance de I’étape de croissance en suspension.

1.2 PROBLEMATIQUE ET ETAT DES CONNAISSANCES

Les implications sur le développement du bioprocédé des caractéristiques des cellules végétales
ont déja été dépeintes au tableau 1.3, page 19. Les principaux éléments directement reliés a la

problématique entourant le développement d’un bioprocédé sont les suivants :
mélange et transfert de masse;

interactions fortes entre le métabolisme et la morphologie cellulaire et les conditions physico-

chimiques des cultures, et
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mode et séquences d’opération du bioprocédé suivant les besoins nutritionnels et les

contraintes reliées a la localisation du produit d’intérét.

De plus, on a pu entrevoir a la section ‘Aspects nutritionnels’ a quel point I’amélioration du
procédé pour I’étape de croissance comme pour 1’étape de production est intimement li€¢ a la
disponibilité des nutriments, y compris les gaz dissous dans le milieu de culture. La consomma-
tion et P’assimilation des nutriments se répercutera sur la croissance de la biomasse, sur sa
qualité et sur sa capacit¢ de production. L’environnement changeant des cultures en cuvée
accentue |'impact des interactions entre la croissance des cellules et les différentes composantes
de leur environnement chimique : la disparition du milieu des hydrates de carbone a un impact
direct sur I'osmolarité des cultures; le mécanisme de transport des ions ammonium aura pour
effet de provoquer une baisse de pH; la disparition des ions ammonium du milieu impose un
changement dans la dynamique d’assimilation de I’azote par les cellules; la consommation des
ions NO; et POs n'est pas nécessairement reliée a leur assimilation; la pression partielle
d’oxygéne peut influencer les cinétiques d’assimilation et de croissance; la pression partielle de
CO;, peut influencer le temps de latence, la qualit¢ de la biomasse ou la capacité de production de
métabolites secondaires. Le paramétre a maximiser, le taux spécifique de croissance, u, peut étre

influencé par chacune des variables influengant le milieu de culture.
Finalement, nos travaux préliminaires ont montré :

la nécessité d’utiliser une culture en suspension;

- Pintérét d’une séquence d’opération en deux étapes, une étape de croissance de la biomasse

et de mise a ’échelle, suivie d’une étape d’induction de la production d’anthocyanes, et

I'impact de la disponibilité de I’oxygeéne sur la croissance de la biomasse et la production

d’anthocyanes.

Les éléments reliés aux caractéristiques des cellules végétales, a leurs besoins nutritionnels et aux
cinétiques impliquées ainsi que les particularités des cellules de V. vinifera définissent la

problématique de base dans laquelle s’inscrivent les travaux présentés ici. Les prochaines
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sections détailleront les aspects du mélange et du transfert de masse dans les bioréacteurs, des
conditions d’aération et de la mise au point de bioprocédés basé sur les cellules végétales dans
une bréve revue de I’état des connaissances complétant le contexte général déja décrit et appelée
a supporter et a situer les objectifs que nous poursuivons et a orienter le développement d’une

démarche expérimentale.

1.2.1 Mélange et transfert de masse

Le type de bioréacteur utilisé et I’environnement physique qu’il fournit influencent grandement le
comportement des cultures de cellules. Ces facteurs sont déterminants dans le développement des
lignées cellulaires et des bioprocédés, et sont grandement mésestimés dans la plupart des études

publiées. 114143

1.2.1.1 Agitation et résistance au cisaillement

Dans les bioréacteurs, I’agitation assure la double fonction de briser les bulles d’oxygéne pour
contribuer 4 augmenter le transfert de masse, et de mélanger pour assurer I’homogénéité de la
culture. La faiblesse relative des taux de transfert d’oxygene requis par les cellules végétales par
rapport a ceux des microorganismes pour lesquels les bioréacteurs conventionnels ont été congus,
augmente [’'importance relative de la fonction de mélange. D’ailleurs la viscosité élevée des
cultures a haute concentration de biomasse ™ et la possibilité d’'un comportement non-newtonien

affectent la qualité du mélange.

La problématique reliée au mélange dans les bioréacteurs utilisés pour la culture de cellules
végétales ongine de trois caractéristiques de ces cultures.

La taille des cellules et des agrégats implique des vitesses de sédimentation élevées qui

peuvent résulter en des zones mortes dans lesquelles des limitations de nutriments essentiels,

notamment d’oxygéne dissous peuvent apparaitre;
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Les faibles taux de croissance poussent a opérer les bioréacteurs a haute concentration de
biomasse afin d’augmenter la productivité. Bien qu’a des concentrations de biomasse de
50 % PCV (Volume de cellules centrifugées, Packed Cell Volume), correspondant a environ
12gMS L", le mélange ne pose généralement pas de problémes, '™ un mélange imparfait

peut apparaitre a des concentrations plus élevées; *

L adhésion des cellules aux surfaces des bioréacteurs et la tendance a former une mousse
cohérente dans les réacteurs gazo-siphons et dans les réacteurs munis d’agitateurs conven-

tionnels opérés a grande vitesse fait aussi partie des préoccupations reliées au mélange.

Par ailleurs, le volume des cellules végétales, leur tendance a croitre en amas et la ngidité de
leur paroi porte a croire qu’elles devraient étre sensibles au stress mécanique. Longtemps les
forces de cisaillement induites par les agitateurs mécaniques ont été identifiécs comme étant la
cause des difficultés rencontrées dans les cultures en suspension. Pourtant les cultures a grande
échelle d’un volume supérieur a 1000 L décrites dans la littérature sont effectuées dans des

bioréacteurs agités mécaniquement. '+

En fait jusqu’a récemment, peu de données expérimentales sur la nature et le degré de
sensibilité des cultures au cisaillement étaient disponibles. Parmi celles-ci, 1’étude de Hooker et
ses collaborateurs ®” montre i partir d’expériences de résistance au cisaillement effectuées dans
un appareil similaire dans son principe 4 un viscosimétre & écoulement Couette, qu’une
augmentation du cisaillement appliqué sur une période de 12 heures provoque une baisse de la
viabilité, pouvant aller jusqu’a une perte totale de viabilité, ainsi qu’une lyse cellulaire.
Récemment, I’étude complémentaire menée par Zhong et ses collaborateurs dans un dispositif
similaire compléte ces résultats en montrant que lorsque les dommages décrits sont observés, ils

apparaissent dés les vingt premiéres minutes de ’expérience. '*'

! ont cependant démontré que le niveau de sensibilité au

Scragg et ses collaborateurs '
cisaillement des cellules varie selon I’espéce. ' 11 arrive aussi que les cultures développent une

tolérance au cisaillement suite a I’amélioration de la croissance. '*? Dans une revue de littérature



sur le sujet, Meijer et coll. ' suggérent que I’habilité des cellules a réparer les petites Iésions de
la paroi cellulaire occasionnées lors de la déformation des cellules par la production et
I'incorporation ou la déposition de polysaccharides puisse étre a |'origine de ces différences de
comportement. De plus, les cellules cultivées a faible concentration cellulaire devraient étre plus
susceptibles aux dommages causés par des phénoménes hydrodynamiques qu’a haute
concentration ou les effets de turbulence sont modifiés par la plus faible proportion de liquide et

les interactions plus nombreuses entre les cellules ou les amas.

L équipe de Zhong'' a complété son étude de I'effet du cisaillement sur les cellules
végeétales en soumettant des cultures en bioréacteur agité au moyen d’une hélice marine a divers
taux moyens de cisaillement. Contrairement a d’autres études similaires qui ne prétent pas
attention a la concentration d’oxygéne dissous, ***® la concentration d'oxygéne dissous était
maintenue a2 80% en ajustant la composition du gaz alimenté. Ainsi, les différences de
comportement observées ne peuvent étre causées par une variation de la disponibilité d oxvgéne
dans le milieu de culture. Il appert que dans ces conditions de culture, ’augmentation du taux
moyen de cisaillement avec la vitesse d’agitation a un effet négatif sur le taux spécifique moyen
d’augmentation de la biomasse séche mais que la quantité de biomasse séche finale produite
augmente sur une portion de la plage de vitesse d’agitaticn. Comme l'un des effets de
"augmentation des vitesses d’agitation ou d’aération est de réduire la taille des amas cellulai-
res, '>'** cette prolongation de la durée de la phase de croissance de la biomasse pourrait étre une
conséquence de la prédominance d’une disponibilité accrue de nutriments a I’intérieur des amas
cellulaires sur I'effet négatif du cisaillement sur la viabilité ou lintégrité des cellules elles-

mémes.

Les effets du cisaillement sur les paramétres représentant la croissance de la biomasse ne
sont donc pas facile a intégrer a I’analyse des résultats de croissance obtenus. Inversement, les
modifications des conditions d’opération du bioréacteur peuvent influencer la croissance de la

biomasse.
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1.21.2 Transfert d’'oxygéne

Les taux spécifiques d’assimilation d’oxygene des cellules végétales vanient typiquement de 0.1 a
0,45 mmol O, g masse séche h". Ces taux correspondent 4 un taux d’assimilation (OUR)
maximal de I’ordre de 2,5 mmol O, L* h'."**'*® La concentration a I’équilibre d’oxygéne dans
I"eau 4 27°C est de 8,07 mg O, L™ (0,25 mmol L™"). Or la variation de la concentration d’oxygéne
dissous (OD) dans le milieu varie avec le taux de transfert d’oxygeéne (OTR, oxygen transfer

rate) et le taux d’assimilation d’oxygéne par la relation :

—“ZD -OTR-OUR, (1

dans laquelle I’OTR relie la concentration d’OD dans le milieu a la concentration d’OD a
I’équilibre avec la phase gazeuse (OD") par le coefficient de transfert d’oxygéne, k.a, selon la

relation

OTR =k;a (OD‘ —OD). (2)

Si les cultures de cellules végétales ne sont pas soumises a un stress, la dynamique est
suffisamment lente pour considérer un régime pseudo-permanent et pouvoir réécrire 1'équation |

comme suit :

%=OTR—OUR=0, 3)

Faisant I’hypothése optimiste selon laquelle la concentration minimale d’OD avoisine 0 %, les

équations 2 et 3 deviennent

OUR =kpa-OD" lorsque OD — 0. “4)

Dans ces conditions et pour les OUR généralement observés, le coefficient de transfert
d’oxygéne, ka, doit étre au minimum de 10 h' pour éviter une limitation en oxygéne en fin de
culture. L’augmentation du transfert d’oxygéne (OTR) peut €tre obtenue en augmentant le
coefficient de transfert de masse du systéme, kia, ou en modifiant la concentration d’oxygéne

alimenté de fagon a améliorer la capacité de transfert.
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L’augmentation de la vitesse d’agitation ou du débit de gaz augmentera le k;a. Ce sera
généralement au prix d’'une augmentation notable du cisaillement imposé aux cultures et, dans
certains cas. d’un probléme de production de mousse. De plus, Ueffet positif de taux d’aération
élevés est contrecarré par la désorption du CO; du milieu de culture qui peut avoir un effet

114 | es bioréacteurs gazo-

négatif sur le taux de croissance, notamment en début de culture.
siphons, certains bioréacteurs agités mécaniquement et les bioréacteurs a cellules immobilisées

sont des technologies qui offrent des réponses a ces problémes.

L opération des réacteurs gazo-siphons a haute densité cellulaire nécessite des débits gazeux
élevés pour assurer un meélange adéquat, provoquant la formation de mousse et d’écume qui
résulte finalement en la flottation de la biomasse au-dessus de la masse du liquide. '
L utilisation de I'immobilisation permet de contourner le probléme du transfert de masse dans le
liquide, mais engendre un probléme important de transfert de masse dans la biomasse elle-
méme. '"® Les réacteurs agités mécaniquement requiérent un agitateur dont la conception permette
un bon mélange tout en minimisant le cisaillement appliqué aux cellules. Parmi ceux-ci, le
bioréacteur a ruban hélicoidal (HRI), développé a I’Ecole Polytechnique, ™ permet d’obtenir un

mélange uniforme et un cisaillement faible et d’éviter les problémes de production de mousse.

La composition du gaz alimenté peut étre modulée et contrlée de fagon a maintenir des
conditions d’oxygénation favorables, a utiliser un bioréacteur de faible k;a et & minimiser les

effets négatifs potentiels du cisaillement.

On réalise ici que I’étude de ’effet du cisaillement ou de I"oxygéne dissous tout comme le
choix d’une configuration de bioréacteur et de conditions d’agitation adéquate recélent quelques
paradoxes. Dans tous les cas les choix technologiques effectués sont accompagnées d’effets
potentiellement négatifs sur les cultures. Ainsi, la sélection d’une configuration de bioréacteur
pour la culture doit tendre a minimiser le cisaillement, permettre le contrdle de I’OD et minimiser

I’enlévement du CO,.



1.22  Conditions d’oxygénation

L’oxygéne est un élément crucial des cultures de cellules végétales. Nous avons jusqu’a présent
trait€¢ de la problématique entourant la disponibilité de ’oxygéne dissous en termes de transfert
de masse : la perspective adoptée visait 2 minimiser les répercussions sur les cultures des moyens
employés pour fournir I’oxygéne dissous. Or, la concentration d’OD peut étre importante en soi
et le seuil de limitation de la croissance par I’oxygéne doit étre déterminé. De plus, la concentra-
tion d’OD dans le milieu de culture est une variable mesurable en ligne et un des paramétres
contrélables du bioprocédé qu’il faut investiguer et exploiter. De plus, les taux d’assimilation

d’0: qui sont reliés a la dynamique de la culture peuvent aussi étre accessibles.

La revue du sujet la plus pertinente est de loin celle effectuée par Payne et ses collabora-
teurs. ''"*'"> La consommation d"oxygéne est traditionnellement décrite par une équation décrivant
une cinétique de saturation :

ob )

1 = - tMg,,
qO’ qozmux Ko:.pp +OD O,

quelquefois extrapolée a

oD
4o, = Y”l +mg, = H max +mg, (6)

%6, YYo, Ko,4pp +OD

OU qo,ma Teprésente le taux spécifique d’assimilation d’0, maximum; Ko,app » I'affinité
intrinséque des cellules pour I’oxygéne incluant les manifestations diverses reliées au transfert de
I'oxygeéne de la masse du liquide vers les cellules a travers les agrégats, mg, , le coefficient de
maintenance et Ys, , le rendement en biomasse sur I'oxygene. Les caractéristiques des systémes
de culture en termes de transfert de masse (incluant le degré d’agrégation des cellules) et les
différences entre la réponse en croissance et en assimilation d’O, selon la concentration d’OD se

reflétent dans les variations observées des quelques valeurs de Ko, disponibles. '



Chez les plantes, les coefficients de maintenance sont beaucoup plus faibles que ceux
observés chez les micro-organismes; par contre, relativement aux taux spécifiques d’assimilation
d’0O. observés la proportion d’énergie dévolue aux activités de maintenance est importante.
Conséquemment, les taux de transfert d’O, (OTR) doivent en tout temps compenser des taux
volumiques d’assimilation d’O- qui demeureront relativement élevés méme durant les étapes de

faible prolifération cellulaire ou de croissance réduite de la biomasse. '

Un consensus existe dans la littérature pour dire qu’il existe une concentration d’OD
minimale sous laquelle I’activité¢ métabolique est compromise. '™ Une concentration maximale.
ODnax, est aussi utilisée pour caractériser le besoin en OD.2 Cette concentration maximale
correspond a la concentration d’OD au-dessus de laquelle aucun effet positif n’est observable sur
la croissance ou les rendements en biomasse sur les hydrates de carbone suite a une augmentation

* rapportent que cette concentration

de la concentration d’OD. Payne et ses collaborateurs '
maximale devrait étre de 2 a 4 fois plus élevée que la constante d’affinité de I’oxygéne pour
I’enzyme cytochrome oxydase généralement estimée étre au voisinage de 15 % d’OD. Selon une
étude menée en flacon agités avec C. roseus, la concentration maximale d’OD requise serait de
L5 % d’0, dans le gaz d’aération, ce qui équivaudrait 2 0,18 mmol O. L' ou 70 % d’OD (sur
une base de saturation d’air dans [’eau) si I’'on pose que le taux de transfert du systéme de culture

uttlisé est suffisamment élevé pour que la concentration d’OD soit en équilibre avec I’air.

Comme le font remarquer Payne et ses collaborateurs, ' il est plausible que I’affinité de
'oxygene pour les oxydases varient, notamment par rapport aux enzymes impliqués dans la
phosphorylation oxydative. Dans ce contexte, il ne serait pas étonnant que la concentration d’OD
requise pour bien supporter la croissance et les activités de maintenance différent considérable-

ment de celle requise pour la production de métabolites secondaires puisque de fagon générale

3 En fait, Tate et ses collaborateurs'”’ ainsi que Payne et ses collaborateurs'' utilisent plutst I'expression

‘concentration critique d’oxygéne dissous’. Celle-ci n’a pas été retenue ici pour ne pas confondre le concept qu’ils
expriment avec celui présenté par Kessel et Carr ™ qui fait référence a une concentration d’OD critique autour de
laquelle I’orientation du développement morphologique des cellules serait affecté et qui a été résumé a la page 33.
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tout le processus de synthése de nouvelles molécules représente pour la cellule des besoins

énergétiques et biosynthétiques importants.

La littérature présente peu d’études portant spécifiquement sur ’effet de la concentration
d’OD. Plusieurs chercheurs, conscients de I'influence de ce paramétre sur leurs résultats, ont
mesuré le coefficient de transfert d’oxygéne (k.a) de leur systéme pour diverses conditions
opératoires. En absence de mesure d’OD en ligne, ils relient la croissance, la production de
métabolites secondaires et les taux spécifiques d’assimilation d’oxygéne avec le kea initial. *'*°
Kobayashi et ses collaborateurs®™ ont montré la différence dans les taux specifiques
d’assimilation d’oxygéne observés selon que la culture ait lieu dans un milieu congu pour
favoriser la croissance ou la production. Robins et coll. '*° ont observé une diminution du taux
d’assimilation d’oxygéne (OUR) avec une diminution de la concentration d’oxygéne dans le
milieu. Peu d’auteurs mettent en relation le taux spécifique d’assimilation d’oxygéne ou le taux
specifique de croissance avec la concentration d’oxygéne dissous. Parmi ceux-ci, Tate et ses
collaborateurs '*’ rapportent observer une cinétique de saturation entre le taux spécifique de
croissance de la biomasse (C. roseus) et la pression partielle d’O, dans le gaz alimenté a des
flacons agités avec C. roseus alors que Haigh*® a plutSt observé une relation linéaire entre le

taux spécifique initial d’assimilation d’O- (avec Artemisia annua) et la pression partielle d’O-.

Le projet étant a I’onigine orientée sur un bioprocédé utilisant la technologie des bioréacteurs
a cellules immobilisées pour les étapes finales de croissance de la biomasse et de production
d’anthocyanes, une meilleure connaissance des liens reliant les taux spécifiques d’assimilation
d’0: et de croissance de la biomasse aux concentrations d’OD dans la masse du milieu de culture
s'imposait afin de pouvoir intégrer une expression décrivant la cinétique d’assimilation de
I'oxygéne dans un modéle intégrant la dimension spaciale du développement du biofilm
végétal. “''® Dans I'optique plus élémentaire de la mise a I’échelle du bioprocédé dans des
cultures en suspension et d’un besoin d’une documentation du comportement en bioréacteur des
lignées cellulaires de V. vinifera développées, I’étude de I’effet de la concentration d’OD

conserve sa pertinence.
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1.23 Mise au point de procédés

Du point de vue industriel, les diminutions progressives de productivité des lignées
cellulaires, le risque élevé d’arrét de la production suite a une contamination et les installations
qui doivent de toute fagon étre disponibles pour bitir les inocula font en sorte que le mode
d’opération privilégié pour les bioprocédés impliquant des cellules végétales est, et demeurera, la
cuvée ou la cuvée alimentée. Le projet visant globalement a déterminer pour le partenaire
industriel les meilleures conditions de croissance et de production en termes de productivité
(g d’anthocyanes par m’ par jour) afin de lui permettre de documenter une étude de faisabilité
économique, il nous apparaissait évident que le mode cuvée était le seul mode opératoire

envisageable.

Déterminer les conditions d’opération les plus propices a la croissance en assurant un apport
suffisant d’oxygéne dissous aux cultures requiert ['utilisation de bioréacteurs adéquatement
instrumentes. Par ailleurs, les changements multiples de I'environnement des cultures que sont
susceptibles d’induire, par exemple, une augmentation du taux de croissance et des taux de
consommation de nutriments inclinent a limiter les études en flacons agités, pas nécessairement

directement transposables, et a passer rapidement au développement du procédé en bioréacteur.

La mise au point de bioprocédés requiert I’obtention d’information rapidement interprétables.
Ce besoin ne découle pas uniquement du contexte contractuel du projet qui est le nétre mais
embrasse tout le développement de bioprocédé utilisant la culture de cellules végétales. En effet,
la diversité génétique des végétaux se manifeste, par exemple, dans les résultats contradictoires
obtenus sur la meilleure source d’azote, ou encore dans I’observation, ou non, d’'une dépendance
directe du rendement en biomasse sur la concentration initiale d’ions phosphate. Ce contexte
nécessite une méthodologie efficace de formulation de milieu, entendue ici dans le sens le plus
large et incluant éventuellement les stratégies d’alimentation, et de détermination des séquences
opératoires. Il requiert aussi I’exploitation de données disponibles en ligne : pH, concentration

d’OD, consommation d’Q,, transfert de CO, au gaz d’aération, conductivité, afin de documenter



le comportement du systéme biologique cultivé en bioréacteur et de relier les indicateurs de
croissance et de production a des paramétres mesurables pour éventuellement faire du diagnostic

et du suivi en ligne.

En culture de cellules végétales, le schéma méthodologique de développement de procéde,
schématisés au tableau 1.6, est habituellement lin€aire et compartimenté. Les approches de
design de milieu sont le plus souvent systématiques et mettent en ocuvre des méthodes de design
orthogonal d’expérience ou I’analyse de surface de réponse. Elles sont cependant toujours basées
sur la cuiture en flacons agités en mode cuvée et sans controle de la concentration d’OD étant
donné I'effort expérimental exhaustif découlant des besoins nutritionnels complexes des cultures.
Les vanables considérées sont les concentrations initiales de nutriments (so) et en biomasse (xo).
et les concentrations finales en produit et en biomasse (x¢), généralement évalués a intervalles
fixes, aprés 7 ou 14 jours de culture. Bien que difficilement quantifiable, I"état physiologique des
cellules utilisées a I'inoculation influe sur les résultats. Ceux-ci dépendent aussi de la procédure
d’entretien des lignées cellulaires (i.e. de la fréquence des repiquages, de la formulation du milieu
utilisé ainsi que de la capacité de transfert d’oxygéne des flacons) qui détermine la qualité des

tnocula.

Toutefois, en bioréacteur, les possibilités de contrdle de la température, du pH et, surtout, de
la concentration de I’OD comme éventuellement de celle du CO- font que pour une opération en
cuvée la possibilité d’éviter une limitation en oxygéne fait que le milieu de culture mis au point a
I’étape précédente peut s’avérer inadéquat. La littérature regorge dailleurs d’exemples ou les
rendements observés en bioréacteurs sont moindres qu’en flacons agités. Il est indéniable que le
stress mécanique imposé aux cellules peut provoquer ou accélérer la lyse cellulaire, retarder
"augmentation de la biomasse et diminuer la productivité du systéme. De plus, les changements
de conditions d’oxygénation et I’enlévement de métabolites gazeux peut avoir un impact
important. Toutefois, I’accélération du métabolisme induisant une limitation en un ou plusieurs
nutriments pourrait possiblement expliquer certains résultats négatifs. Le bioréacteur est donc un

systéme de culture pour lequel les milieux devront possiblement étre adaptés. L’effort et
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I’investissement requis limitent le nombre de conditions pouvant étre testées et imposent que 1'on
exploite au maximum les informations disponibles pour les cultures en bioréacteurs comme pour

les cultures en flacons agités, qui demeurent le systéme de référence.

OBJECTIFS ETAPE VARIABLES
MANITPULEES
PROSPECTION
Sélection d'espéce et de spécimen BOTANIQUE
d'intérét agricole, pharmaceutique
ou industriel
. PLANTE PRODUCTRICE
Etablissement et selection de *
souche
CULTURES DE CALS
Compeosition du milieu et
¢ environnement physique
SOUCHES
PRODUCTRICES

Formulation de milieu et choix des (cultivées en tissus ou en r, pH,
conditions environnementales les  suspensions cellulaires)  procédures de repiquage

plus propices, le plus souvent dans durée, —> Pp X,
une optique de Production en ige de I'inoculum
cuvée i
LIGNEES PRODUCTRICES
EN CONDITIONS
'OPTIMALES'
. Sy X I, PH,
Développement de procédé pO,, pCO, — p.X
Opération en cascade
CULTURE EN
BIOREACTEUR

Tableau 1.6 Schéma classique de développement de procédé.
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1.3 OBJECTIFS

La direction principale des travaux couverts par cette thése s’est imposée a travers des
préoccupations de développement de bioprocédé tout en incluant des questions de recherche
pertinentes quant a la caractérisation des cultures en cuvée de cellules végétales et a la
systématisation de la démarche de mise au point de procédés impliquant ces cellules comme
systéme de production. Les travaux visaient globalement a augmenter la quantité de biomasse
produite dans des cultures en suspension en bioréacteur, notamment en évaluant 1'effet de la

concentration d oxygeéne dissous.

Cet énoncé recoupe plusieurs réalités plus ou moins bien maitrisées en culture de cellules
végétales. Ainsi, augmenter la quantité de biomasse implique tout autant augmenter le taux de
croissance de la biomasse ou le rendement sur les nutriments qu'amener le bioprocédé de
I’échelle du flacon agité a celle du bioréacteur de petit volume (1 & 10 L). Au bioréacteur choisi
et aux conditions d’opération fixées correspondent des conditions de mélange et de transfert de
gaz qui influencent les conditions physico-chimiques dans lesquelles baignent les cellules. Le
choix du bioréacteur et des conditions d’opération est donc crucial. En ce qui concerne
spécifiquement ’effet de la concentration d’OD sur la croissance, si celle-ci apparait a plusieurs
comme é€tant un parametre important, nous verrons que dans les faits peu d’études ’explorent
directement. Cela est en partie di a la complexité des phénoménes mis en cause, a I’interaction
entre transfert de masse, mélange et cisaillement par exemple, a la difficult¢ d’obtenir une
réponse nette et répétée sur le taux de croissance spécifique observé, et aussi au nombre restreint
d’équipes de recherche en culture de cellules végétales qui bénéficient a la fois des équipements
de mesure et de contréle nécessaire et de I’expertise du génie chimique. Par ailleurs, les
différences importantes entre les conditions de culture fournies par les flacons agités et les
bioréacteurs en termes de disponibilité d’oxygéne par exemple, ou encore d’énergie dépensée
pour contrer l'effet du cisaillement, se reflétent sur la progression des cultures et sur les
cinétiques impliquées. Nous avions donc la conviction que les résultats des travaux effectués en

flacons agités ne sont pas toujours directement transposables et que ce sont dans des conditions
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de culture en bioréacteur que nous devons documenter la croissance des cellules de Vitis vinifera
et tenter d’améliorer la production de biomasse. Notre démarche était aussi mue par le désir
d’ammiver a exploiter les données de croissance et de consommation de nutriments des cultures en

cuvées pour établir les relations les plus importantes entre croissance et nutriments.

L objectif global de ce travail est de déterminer les conditions de culture qui favorisent une
croissance accrue des cultures de V. vinifera afin de contribuer i I’augmentation de la
productivité¢ de ce systeme biologique de production d’anthocyanes. Pour ce faire, nous avons

€laboré un plan expérimental qui visait a répondre aux objectifs spécifiques suivants :
. Cemner les conditions d’opération les plus propices a la croissance en bioréacteur.

2. Documenter le comportement des cultures en cuvée de V. vinifera en bioréacteur sous
contréle d’oxygéne dissous pour
Obtenir des courbes de croissance, de consommation de nutriments et de production
d’anthocyanes, et
Etablir des liens entre les données disponibles en ligne. les données recueillies en différé

et les divers indicateurs de croissance de la biomasse et de la qualité des cultures.

3. Evaluer la nature des limitations nutritionnelles de la croissance afin d’ajuster la composition
du milieu en vue d’obtenir un nombre maximal de cellules viables au terme de ['étape de

croissance du procédé.

Le défi de ce doctorat réside principalement dans le dévelop-
pement d'un outil d’interprétation pratique des cultures en cu-
vée de cellules végétales et par extension des cellules eucario-
tes en général. Son originalité tient de ['utilisation de la
mesure en ligne du taux spécifique d'assimilation d’O; comme

indice de la manifestation d’une limitation nutritionnelle.
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1.4 PRESENTATION DU TRAVAIL

Les trois chapitres qui constituent le corps de la thése répondent globalement aux objectifs
spécifiques énoncés plus haut. Leur présentation est calquée sur celle des articles scientifiques.
Ces chapitres comprennent donc en plus de la section résultats et discussion, une revue de la
littérature pertinente au traitement des résultats, une section compléte mais condensée des
matériel et méthodes ainsi qu'une conclusion partielle. Le fil conducteur de ces trois chapitres
differe de celui de la démarche suivie: il tente d’intégrer les objectifs dans une séquence qui passe
de la compréhension de la culture de V. vinifera en flacon agité a la culture en bioréacteur pour
aboutir a I’amélioration des conditions de culture, alors que le contexte de développement d’un
bioprocédé imposait la culture en bioréacteur et que les études plus poussées en flacons agités se

sont imposées en cours de route devant la nécessité d’améliorer notre compréhension du systéme.

Le chapitre 2 présente la démarche expérimentale. Il fait le lien entre la stratégie de recherche
adoptée et les objectifs spécifiques poursuivis. Le détail des méthodes qui en découlent et un
résumé des procédures analytiques standards utilisées sont décrits au chapitre 3. Les procédures

analvtiques standards sont reproduites a |’annexe 1.

Le chapitre 4 introduit de fagon détaillée le comportement des cultures de V. vinifera en
flacons agités, qui constitue le systéme de culture standard en culture de cellules végétales. Il
présente pour la premiére fois des mesures en ligne de la concentration d’oxygéne dissous en
flacon agité. Il reproduit le texte d’un article publié dans la revue ‘Biotechnology and

Bioengineering’, 47 : 131-138.

Le chapitre 5 présente les cultures en cuvée en bioréacteur avec controle de 1’oxygéne
dissous a plusieurs niveaux. En toile de fond, il compare les cultures en bioréacteur a celles
effectuées dans le systéme témoin et relie la croissance de la biomasse ainsi que les taux de
respiration et de production d’anthocyanes a la concentration d’OD maintenue dans les réacteurs.
Des courbes de croissance, de concentration de nutriments et de production d’anthocyanes

typiques y sont présentées et discutées.
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Le chapitre 6 vise a cerner plus clairement les sources de limitation de la prolifération
cellulaire. II met a I’épreuve une méthode originale utilisant la progression de la mesure
d’assimilation d’O- disponible en ligne pour déceler les changements métaboliques et tester les

€léments nutritifs identifiés comme étant potentiellement limitants.
Finalement, une conclusion reprend les principaux résultats et les mets en perspective.

Chacun des chapitres du corps de la thése est accompagné d’une annexe détaillant les
résultats non présentés dans le corps des chapitres et contenant un condensé graphique

volumineux de tous les résultats expérimentaux.

Les avis sont généralement partagés sur la pertinence de rapporter la majorité des résultats
dans les théses ou les mémoires. Dans notre domaine, ces résultats ne sont pas indépendants des
conditions initiales ni de !'interaction entre divers paramétres, sans oublier la perte de
productivité progressive des lignées cellulaires reliée au déclin du rendement des cellules
productrices ou a la domination progressive des cellules non productives. Ces réalités
incontournables entrainent des questions relatives a la représentativité et a la reproductibilité des
résultats. Les courbes de croissance colligées en annexe constituent donc un appui aux courbes

“typiques’ presentées dans le corps de la thése.

Je partage aussi l'avis de certains sur la pertinence d’introduire des ‘bonnes pratiques de
laboratoire™. Pas pour alourdir mais pour organiser des démarches expérimentales, suppléer a la
quasi absence de supervision ‘technique’ des étudiants et permettre de transmettre systématique-
ment les savoir-faire, généraliser la validation et I'utilisation de procédures d’opération
standardisées, et astreindre a la consignation des données et des résultats dans une forme qui
impose a l’étudiant de terminer ce qu’il amorce et permette de rendre ces informations

accessibles au groupe de recherche.
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2. APPROCHE EXPERIMENTALE :
STRATEGIE DE RECHERCHE
ET CHOIX METHODOLOGIQUES

Dans la mesure ou I'on dispose d’un bioréacteur dont la configuration permet de limiter les
dommages causés par le cisaillement di au mélange ainsi que I’enlévement du CO,, les objectifs
specifiques de ce doctorat peuvent €tre regroupés sous deux catégories de paramétres agissant
sur la croissance des cellules en suspension : la concentration d’oxygéne dissous et les contrain-

tes nutritionnelles.

2.1 Choix du bioréacteur de culture en suspension

D’emblée, lors de la définition du projet, nous avions choisi d’utiliser pour les études en sus-
pension un nouveau bioréacteur congu par I’équipe du Prof. Jean Archambauit, alors attaché a
I'Institut de Recherche en Biotechnologie du Conseil National de Recherche du Canada, en
étroite collaboration avec l'équipe du prof. Claude Chavarie, de I'Ecole Polytechnique.” Ce
bioréacteur agité mécaniquement se distingue des versions classiques par une agitation a faible
taux de cisaillement fournie par un double ruban hélicoidal, agitateur d’abord développé pour
les fluides visqueux non-newtoniens, complétée d’une aération de surface avantagée par la pré-
sence de trois contre-pales installées a la hauteur de I’interface liquide. Cette approche a résolu
les probiémes de mélange reliés au comportement pseudo-plastique des suspensions cellulaires a
haute concentration (20-30 g MS L7).™'®> Ce bioréacteur permet d'obtenir un mélange uni-
forme, tout en soumettant les cellules a des forces de cisaillement faibles, et d'éviter les proble-

mes de production de mousse.

Bien instrumenté, le bioréacteur a double ruban hélicoidal (Helical ribbon impeller, HRI)

constitue un outil de travail intéressant pour la poursuite de travaux de recherche sur des cultu-



res en suspension. Malgré son faible taux volumique de transfert d'oxygeéne (kia), ™’ I'enrichis-
sement de l'alimentation gazeuse en oxygéne dans la téte du réacteur ou l'injection d'oxygéne pur
a faible débit dans le milieu permettrait d'envisager la mise a I'échelle de ce type de réacteur
pour des volumes excédant 1000 L.™

A I’échelle laboratoire, !'utilisation de ce bioréacteur permet d’envisager des conditions

expérimentales telles que :

a) la configuration du bioréacteur et les conditions d’opération permettent d obtenir un bon

74,76

mélange et un transfert de masse avantageux, tout en minimusant le cisaillement subi par

les cellules, " et que

b) la concentration d’oxygéne dissous soit contrdlée par ajustement de la pression partielle d’O-
dans le gaz d’aération alimenté a débit constant afin d’éviter |’introduction directe de bul-

™76 et de limiter le dégazage du milieu de culture des gaz et composés volatils produits

les
par les cultures, notamment le CO et I’éthyléne, compte tenu de I’effet conjugué du faible

k.a et d’un taux unitaire d’aération faible de 1’ordre de 0,1 vvm.

2.2 Etude de Ieffet de la concentration d’oxygene dissous

L’étude de I'effet de la concentration d’oxygéne dissous (OD) sur le comportement global des

cultures de cellules végétales ne va pas de soi.

L approche classique utilisée en microbiologie, applicable en fait pour I’étude de n’importe
quel nutriment, consiste & effectuer des cultures alimentées en continu dans des conditions ne
donnant pas lieu a des limitations nutritionnelles & diverses concentrations d’OD afin d’établir
une relation entre le taux spécifique de croissance, pu (alors assimilable au taux de dilution, D),
et la concentration d’OD maintenue dans le réacteur, et entre les taux spécifiques d’assimilation
d’0,, qq,, ¢t le taux de dilution. Or, bien que réalisables, les cultures en continu de cellules

végétales sont techniquement difficiles a opérer : les faibles taux de croissance de la biomasse



impliquent de longs temps de résidence, ce qui rend problématique le maintien a long terme de
la stérilité. De plus, la capacité des cellules d’entreposer des éléments nutritifs et des réserves
d’acides aminés dans leurs vacuoles peut provoquer des effets de mémoire qui influencent 1’état
stationnaire atteint. Les rapports d’études menées en continu avec des cellules végétales sont
donc rares et ont surtout porté sur I'effet sur la croissance d’autres paramétres que
I"oxygéne, 35164165

Les quelques études publiées qui abordent I’effet de I'oxygéne dissous sur les cultures de
cellules végétales ont donc pour la plupart été effectuées en cuveée. Elles tentent de relier les
taux specifiques d’assimilation d’O; (généralement mesurés hors ligne), qo,, a la croissance de
la biomasse. 11 pygienrs cependant rapportent simplement les taux volumiques
d’assimilation d’0,. ****'* Une seule étude, celle de Tate et Payne, '’ explore directement la
relation entre le taux de croissance de la biomasse et la disponibilité de "oxygeéne, expnmée

toutefois en termes de pression partielle d’O, maintenue dans la téte du bioréacteur.

Bien que nous ayons été conscients des difficultés que représente I’étude de I'effet de
I"oxygene dissous dans un systéme operé en cuvée, les informations obtenues devaient minima-
lement nous permettre de cemner les conditions de culture en bioréacteur les plus propices a
I"obtention d’une biomasse de qualité en termes d’oxygénation, tout en permettant d’établir un
protocole de culture en bioréacteur des cellules de V. vinifera et de circonscrire quelques stra-
tégies d’action pour améliorer les taux de croissance. De plus, dans la perspective initiale de
I"utilisation de la technologie de la culture de cellules végétales immobilisées sur un support,
¢tablir une relation entre le taux de croissance et le taux d’assimilation d’O, était primordial

pour pouvoir établir les conditions d’oxygénation minimales.

2.2.1 Plan expérimental des cultures en cuvée
en bioréacteurs

Le tableau 2.1 résume les conditions expérimentales dans lesquelles I’étude sur 'effet de la

concentration d’OD a été faite. Elles font référence a I'utilisation de deux bioréacteurs HRI de
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2-L et de 5-L décrits au chapitre suivant. Les milieux de cultures et les caractéristiques des
lignées cellulaires utilisées y sont aussi détaillés. Les variables mesurées étaient :
pour la croissance : la concentration de biomasse séche (xys) ou humide (x\g), le volume
centrifugé des cellules (PCV, Packed Cell Volume);
pour la consommation des nutriments : les concentrations de saccharose, glucose et fruc-
tose, et des ions nitrate, phosphate et ammonium,;
pour le suivi : la concentration d’OD, le pH et la conductivité des échantillons, la

vitesse d’agitation et I’OUR (périodiquement).

Les courbes de croissance et de consommation de nutriments correspondantes sont présentées a

I"annexe 3. Le plan expérimental inclut aussi le suivi de cultures témoins en flacons agités.

Les principaux outils d’analyse des résultats seront les taux spécifiques d’assimilation d’O-,
qo,- €t les taux spécifiques moyens de croissance de la biomasse, ;-J.Ms déduits des mesures

d’OUR et des courbes de croissance. Ils sont décrits au chapitre 3.

Les différentes phases de croissance in vitro des cellules végétales : prolifération, expansion
et sénescence; se reflétent différemment dans les courbes de croissance selon que I’on utilise Ia
biomasse seche ou humide, le volume centrifugé des cellules, ou le nombre de cellules (Xcen )
comme indicateur de croissance. Bien que la mesure de biomasse séche soit la meilleure base de
comparaison avec les résultats présentés dans la littérature, au terme de ce bloc d’expériences
nous avons réalisé les limites de cet indicateur de croissance pour appuyer nos efforts
d’amélioration de I'étape de croissance visant a maximiser le nombre de cellules. Des comptes

cellulaires systématiques ont donc été ajoutés aux expériences subséquentes.



Tableau 2.1 Conditions expérimentales des cultures en bioréacteur
visant l'étude de l'effet de la concentration d’OD sur la

croissance cellulaire.

Lignée oD Cuvée Réacteur Milieu de
cellulaire [%] 5L 2L culture
VVGI105 sc38 10 HI0 e B3
sc53 30 H09 v/
sc64 50 Hl1 v
VVGI2 sc58 10 Hi3 v B5DN
sc60 30 Hl6 ve
sc58 70(3d)-40 H15 v
sc60 40 H18 Ve
sc60 50 H17 v
sc57 90 Hl12 v
sc64 20 H20 v BS
sc64 30 H21 v
sc64 SC H22 Ve
VVGI109 sc37 54 H24 v BSQN
sc37 60 H25 e
sc37 SC H26 Ve
VVGIil1 sc20 50 H28 v BS5

BS:  BSNA,.K, (3% Saccharose)

BSDN : BS(12,5 mM KNO3)NA, K, ,(3% Saccharose)
BSQN : B5(6,25 mM KNO3NA, ,K, (3% Saccharose)

SC Sans contrdle d'oxygéne dissous
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2.3 Croissance et consommation de nutriments

2.3.1 Etudes complémentaires en flacons agités

Pour documenter les comparaisons entre les performances obtenues dans les flacons agités té-
moins et dans les bioréacteurs du point de vue de I’oxygéne dissous disponible, trois séries de
cultures témoins en flacons ont été effectuées en ajoutant un suivi en ligne de la concentration

d’0D, dans I'un de ces flacons, ainsi que les comptes cellulaires aux variables mesurées.

La présentation de courbes évolutives de la concentration d’OD dans les flacons agités is-
sues de cette étude est une premicére dans la littérature couvrant le domaine. L ajout des courbes
de prolifération cellulaire permettait d’établir des relations potentielles entre les courbes de
croissance de la biomasse obtenues dans I’étude en bioréacteurs décrite plus haut et la progres-
sion des comptes cellulaires. De plus, I’estimation des taux d’assimilation d’oxygeéne sur la base
des taux de transfert d’O- et des mesures d’OD permettait de comparer le comportement des

deux systémes de culture en termes d’assimilation d’O-.

Pour éclairer la progression de notre démarche disons simplement ici que les informations
issues de ces cultures ont permis de confirmer que dans le milieu de culture utilisé, I’arrét de la
prolifération cellulaire survient plusieurs jours avant I’observation d’'un maximum de concen-
tration en biomasse et que ce moment peut étre identifié par I’analyse des courbes d’assimilation

d’0..

2.3.2 Cultures compiémentaires en bioréacteurs
opérés en cuvée alimentée

L’étude sur I’effet de la concentration d’oxygéne dissous sur la croissance de la biomasse a
permis de circonscrire les conditions d’aération avantageant la croissance de la biomasse. En
paralléle, il ressort de toutes les courbes de croissance et d’assimilation de nutriments que bien

que la prolifération cellulaire soit vraisemblablement limitée par un composant du milieu, le



69

ralentissement de la prolifération n’est pas synchronisé avec la disparition d’un des éléments

nutritifs mesurés du milieu de culture.

Parmi les nutriments rapidement assimilés et susceptibles d’étre fournis en quantités trop
faibles aux cultures figurent les sources d’ions NH., PO,. De plus, les carences du milieu de
croissance pourraient aussi étre les ions Mg et SO, dont les concentrations n’ont pas été mesu-

rées.

Pour éventuellement contourner cette limitation de la prolifération cellulaire et prolonger la
période de croissance cellulaire, par la mise en oeuvre d’une alimentation programmée de cer-
tains nutriments ou par un ajustement des concentrations initiales du milieu de croissance, il est
nécessaire d’identifier la source de la limitation nutritionnelle a la prolifération cellulaire. Pour
ce faire, le lien établi entre I’observation d’un maximum de la mesure d’OUR,, dérivée d’une
mesure effectuée en ligne, et un ralentissement trés net de la prolifération cellulaire a été utilisé
pour identifier le moment ou une limitation entrave la poursuite de la prolifération cellulaire et

ainsi reconnaitre le moment propice a I’ajout d’un des nutriments ciblés.

Ainsi une série de culture, impliquant I’alimentation de solutions concentrées d’ions
NaH,PO., MgSO; ou (NH.),SO,, a été planifice. Les solutions ont été préparées de fagon a
obtenir une concentration résultante aprés I’ajout dans le bioréacteur, égale a la concentration
spécifique  du  nutriment lors de [Dinoculation, ie.: 1 mmol PO, g MS,
0,4 mmol MgSQ, g"' MS et 2 mmol NH, g' MS. Les solutions étaient complétées d’une cer-
taine quantité de glucose visant 4 augmenter la concentration résiduelle de glucose dans le mi-
lieu de culture de 5 g L, afin de suppléer a un éventuel épuisement des hydrates de carbone

dans le milieu de culture advenant la poursuite de la croissance cellulaire.

Les conditions de culture réelle sont présentées au tableau 2.2. Aux variables mesurées déja
énumeérées plus haut pour les cultures en cuvée en bioréacteur ont été ajoutés des comptes cellu-
laires pour tous les échantillons de biomasse. Les résultats de ces expériences sont traités au

chapitre 6; la préparation des solutions de nutriments est détaillée au chapitre 3.



Tableau 2.2 Conditions expérimentales des cultures en bioréacteur
visant I'étude de la source de limitation nutritionnelle de
la croissance cellulaire.

Lignée Cuvée Réacteur | Milieu de culture
cellulaire 5L | 2L Evénement ou Action Temps
VVGlI1 sc20 | H27 v BS
OUR al08d:
+55gGlcL!
+ 1,05 mmol PO, g”' MS al27d;
OURux al72d:
+53gGlcL?
+ 2,06 mmol PO, g MS al7.7d
sc20 H28 v | Cuvée en B5
sc27(D6) | H30 v |BS
OUR aze6d.
+54gGlcL’
+0,51 mmol PO,g"MS  a86d
sc31(D10) H31 e BS
OUR azld;
+50gGlcL’!
+ 0,39 mmol Mg g" MS a17d
sc31(D10) | H32 7/ |B5
OUR a64d,
+53gGlcL? alimentés
+ 0,76 mmol NH, g" MS sur deux
jours
ar9d
Milieu de base B5 : B5NA,, K, (3% Saccharose)

Concentration d’OD : 50%
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Une approche plus classique aurait pu étre mise en oeuvre avec un plan expérimental explo-
rant I'effet de la modification des concentrations initiales du milieu sur la prolifération des cellu-
les cultivées en cuvée en flacons agités, similairement aux expériences menées par le CRDA
pour mettre au point la formulation du milieu de production. Toutefois, dans le contexte parti-
culier de la culture des cellules végétales, la modification de Ia concentration initiale de NH,
d’un ordre de grandeur altére le pH du milieu de culture suite aux échanges ioniques impliqués
dans le transport. Certaines cultures supportent mal I’acidification graduelle du milieu de cul-
ture associée a la consommation massive d’ions NH,, dans le milieu MS par exemple; on est
alors en présence d’une inhibition indirecte causée par le substrat dont les effets négatifs peu-
vent étre contournés par une alimentation graduelle. Dans ce contexte, la culture en bioréacteur
avec contréle de I’OD et en mode cuvée alimentée permet d’observer I’effet d’un apport sup-
plémentaire de NH, dans des conditions ou la culture pourra compenser la baisse de pH com-
pensant les échanges d’ions H™ par des ions K™ rapidement. Contrairement aux expériences
effectuées en flacons agités, le contréle de I’oxygéne dissous permet de s’assurer de conditions

de culture comparables relativement a 1’oxygénation pour toute la durée des cultures.

2.4 Organisation de I’analyse des résultats

La figure 2.1 schématise les relations entre les résultats issues des trois blocs
d’expérimentation, I’organisation de I’analyse et les objectifs établis au chapitre précédent.
L analyse des résultats présente séquentiellement les cultures en flacons agités, les cultures en
bioréacteur avec contrdle de la concentration d’OD et les cultures en cuvée alimentée. Cette
organisation ne respecte pas la chronologie des événements mais refléte la direction que nous

avons donne aux publications scientifiques issues de ce travail.



Approche expérimentale Organisation de l'analyse Objectifs

4. Cultures en suspension en

flacons agités A. Documenter

* croissance et consommation de par le suivi en ligne

. nutriments le de TOD et en différé (sous
progression paralléle contréle d'OD)

y

Cultures en bioréacteurs en cuvée
avec concentration d'OD controlée

( 5. Effet de la concentration )
d'OD sur la croissance. la
Yo, A~ »{ production d'anthocyanes et
12 .. OD I'assimilation d'OD en
v bioréacteurs fB. Cerner les con-
% P — * croissance et consommation de ditions propices
oD nutriments d'oD

* taux specifique de croissance
et concentration d'OD

s —_ * performance comparée
28 t bioréacteurs-flacons
s% ¢ assimilation et concentration
E W xe dOoD
Sa t ¢ production d'anthocyanes et
@ g concentration dOD
88 op J .
3& t N C. Evaluer la na-
| g ture des limitations
o S ! nutritionnelles  la
%o, t prolifération

~

r6. Développement d'un —>| cellulaire

outil d'identification de la
source de limitation
nutritionnelle i la
prolifération cellulaire
* courbes de croissance et
mesures d'OUR
 effet sur la prolifération cellu-
L laire de I'ajout de nutriments J

—

[ad

NEHEND

Cultures en bioréacteurs en
cuvées alimentées, 30% OD

Figure 2.1  Schéma organisationnel reliant les diverses étapes de 'approche expé-
rimentale aux objectifs spécifiques poursuivis a travers le contenu de la thése.
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3. METHODES, PROCEDURES ANALYTIQUES
ET CALCULS

Ce chapitre présente le détail des méthodes et procédures utilisées au cours des travaux
rapportés dans cette thése. Une présentation succincte de ces méthodes est faite dans les
sections *Matériels et méthodes” des chapitres 4 4 6; ce chapitre n’est donc pas nécessaire a la
compréhension des conditions particuliéres dans lesquelles ont été effectués les travaux mais il

présente tous les détails pertinents a leur reproduction.

3.1 METHODES

3.1.1 Lignées cellulaires et milieux de culture

Les cellules de raisins utilisées sont des cellules de Vitis vinifera (var. Gamay fréau) fournies
par le Dr. Frangois Cormier du Centre de recherche et de développement sur les aliments
d'Agriculture Canada. Rappelons que le contexte de recherche impliquait que les lignées
cellulaires, développées par le CRDA, évoluent au cours du projet. Nous avons veillé autant
que possible a introduire les nouvelles lignées cellulaires aux moments charniéres de notre effort
expérimental. La stabilisation d’une lignée cellulaire cultivée dans I’obscurité par ’équipe du
CRDA, prérequise 4 la mise au point du bioprocédé, a motivé le premier changement de lignée.
La perte de productivité de cette lignée suite a I’entretien routinier de celle-ci suivant un
protocole usuel de repiquage qui ne maintenait pas de pression a la production sur la lignée et
favorisait la prolifération des cellules 4 haut taux de croissance et faible taux de production a

Justifié les deux autres changements.

Les lignées cultivées sous illumination sont identifiées VVGx; celles cultivées dans

I'obscurité sont identifiées 10x, "x" désignant le numéro de la lignée associé au traitement de
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sélection effectué. Au cours du projet, nous avons eu chronologiquement a notre disposition les

lignées VVG105, VVGI12, VVG109 et VVGI11.

Les cellules sont repiquées dans un milieu de propagation dont la formulation de base est le
milieu B5 établi par Gamborg et ses collaborateurs.”® La concentration de saccharose (S) est de
30gL". Les concentrations de régulateurs de croissance sont de 0,2 mg d'acide o-
naphthaléneacétique (NA) et de 0,1 mg de kinétine (K) par litre de milieu. Le milieu de
propagation était initialement additionné de 250 mg d’hydrolysat de caséine (CA) par litre. La
formulation du milieu est résumée dans I'appellation B5K,;NA;,CA »(3%S).

Les lignées VVG12, VVG109 et VVGI111 ont été sevrées de leur besoin en hydrolysat de
caséine pour éliminer tout constituant non défini du milieu. Pour ces lignées, le milieu de culture
est donc le suivant B5K,,NA,5(3%S). L’enlévement de la caséine diminue la quantité d’azote
disponible (sous forme d’acides aminés immédiatement assimilables) de 1,8 mmol NL"': Ia
quantité¢ de phosphore disponible sous forme d’ion PO, de 0,05 mmol PO;L"', ce qui
correspond a environ 5% du phosphate disponible dans le milieu de croissance original ; et la

quantité de fer disponible de 1,25 mg L™, ce qui correspond a une diminution de 18%. >

Un milieu favorisant la production des anthocyanes avait déja été formulé suite aux travaux
effectués par l'équipe du Dr. Cormier.''® Dans ce milieu de production, la quantité de NO,
disponible est réduite au quart par rapport au milieu BS standard (BSQNKq,NAq(5%G)),
modifiant d’autant le ratio NH/NOs. De plus, ce milieu exempt d'hydrolysat de caséine contient
du glucose (50 g L") en remplacement du saccharose afin d'augmenter I'ampleur du choc

osmotique dés I’inoculation, sans que les cellules aient a hydrolyser le saccharose au préalable.

3.1.2 Entretien des lignées cellulaires

Les cellules ont été cultivées de fagon routiniére dans des flacons Erlenmeyver a large goulot de
250, 500 mL ou 1 L contenant 50, 100 ou 200 mL de milieu de culture. Les bouchons utilisés

étaient fabriqués d'ouate de coton enroulée dans une bande de coton de fromager; la masse
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volumique de ces bouchons était d’environ 0,6 gmL". Le pH du milieu de culture était ajusté
a5,8 avec une solution 0,1 N d¢e KOH immédiatement avant la stérilisation a I'autoclave
(101 kPa, 121°C) pendant trente (30) minutes. Le milieu de culture destiné a I’entretien des
lignées et a la préparation des inocula était préparé en lot jusqu’a 14 jours avant les repiquages.
Il est probable que cette procédure ait donné lieu a une hydrolyse non enzymatique plus
importante du saccharose® que celle de I’ordre de 5 % observée dans le milieu fraichement

stérilisé.

Les cultures en flacons étaient agitées a 115 rpm, 4 moins d'indication contraire, et
maintenus a 25°C. Pour I’entretien des lignées cellulaires, les cellules ont été transférées tous les
sept (7) jours dans du milieu frais & une concentration initiale de 8 a3 15% de volume cellulaire

centrifugé (packed cell volume : PCV).

Les cellules étaient repiquées de un a deux jours avant leur transport du CRDA a I’Ecole
Polytechnique. Les cellules transportées subissant une latence importante, elles ont
généralement été repiquées dans le milieu B5SKq;NAG,CA5(3%S) aprés deux semaines de
culture. Pour la lignée cellulaire VVG12 et les suivantes, les repiquages subséquents ont été fait
dans le milieu B5K,;NA(2(3%S). Dans tous les cas, les repiquages ont été effectués de fagon a
avoir un PCV de 8a 15% aprés I'inoculation tous les 7 jours. Jusqu’a ce que le taux de
croissance soit rétabli et qu’il permette d’obtenir environ 40% de biomasse (PCV) aprés 7 jours
pour un inoculum de 10% PCYV, les inocula étaient concentrés en retirant stérilement une partie
du milieu aprés décantation de la biomasse. Par la suite les repiquages étaient effectués par

dilution.
3.1.3 Montages expérimentaux

3.1.3.1 Bioréacteurs a double ruban hélicoidal

Les cultures en bioréacteurs ont été effectuées dans des réacteurs a double ruban hélicoidal
(HRI, Helical Ribbon Impeller) d'un volume nominal de 2 et 5-L. Le bioréacteur de 5-L
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(BioExpert, Québec, Canada) ™ était instrumenté pour le suivi en ligne du pH (par une sonde
Ingold a électrolyte en gel, insérée dans un port traversant la jaquette chauffante du
bioréacteur), de la température (par une sonde RTD, pt100, insérée dans un port au fond du
réacteur), de la conductivité du milieu de culture (par une sonde BioExpert, insérée dans un port
au fond du réacteur), la concentration d'oxygéne dissous (DO) (par une sonde Ingold insérée
dans un port traversant la jaquette chauffante du bioréacteur) et la vitesse d'agitation
(Figure 3.1a). L enceinte des bioréacteurs HRI-2L était constituée d'un vaisseau de verre de 2-L
(Comning Glassworks, Corning, NY) fermé par un couvercle d'acier inoxydable 316
(Figure 3.1b) retenu par une bride. La culture était agitée a 'aide d'une hélice a double ruban
hélicoidal congu d'aprés Jolicoeur et coll.,”™ monté sur un joint mécanique stérile (Belico,
Vineland, NJ), et actionné a l'aide d'un moteur a vitesse variable (Cole Palmer, Chicago, II).
Trois contre-pales verticales installées a la surface du liquide et orientées a 10° améliorent
l'efficacité de I'aération de surface. Les bioréacteurs HRI de 2-L étaient équipés d'une sonde
d'0OD polarographique (Ingold) et d'une sonde de conductivité de construction domestique. Cette
derniére était constituée de deux tiges de SS316 de 2 mm de diamétre séparées de 4,5 mm. Les
parties des tiges exposées au fluide étaient de 5 mm. Les tiges étaient insérées dans une gaine de
PTFE elle-méme insérée dans un tube d'acier. Les sondes étaient étalonnées avec des solutions

standards de NaCl.
3.1.3.1.1 Cultures en bioréacteur

Plusieurs cultures en cuvée ont été effectuées a diverses concentrations d'OD (Tableau 2.1).

Les résultats sont rapportés a I’annexe 3 et discutés au chapitre 5.

Les milieux de culture utilisés dans ces expériences étaient le milieu BS standard décrit plus
haut et contenant 25 mM NO3 ainsi qu’un milieu BS modifié contenant une quantité réduite de
NO; : 12,5 mM NO; (B5DN) et 6,25 mM NO3 (BSQN). Les milieux de culture des flacons

témoins et des bioréacteurs HRI-2L étaient préparés et stérilisés une journée avant I’inoculation.
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Figure 3.1 Configuration des bioréacteurs (a) Bioréacteur 5-L (b) Biréacteur 2-L.
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Les milieux ainsi que les bioréacteurs HRI-2L eux-mémes, étaient stérilisés a la vapeur (60
min., 121°C et | bar). Le réacteur HRI-5L ainsi que son milieu de culture était stérilisé sur
place (20 min., 121°C et 1 bar) en suivant les prescriptions du manufacturier. La chaleur était
fournie par de I’eau circulant sous pression dans la chemise du réacteur. Le temps requis pour
atteindre 121°C dans le bioréacteur était de 60 a 90 minutes. * Cette plus longue exposition a
des températures €élevées a pu induire des différences dans la composition initiale aprés
stérilisation des milieux de cultures du HRI-5L et ceux des HRI-2L et des flacons témoins, ce
qui n’a pas €té vérifié mais n’a pas non plus causé de biais systématique sur les résuitats

expérimentaux.

Des résultats antérieurs ayant montré une augmentation de la quantité de débris cellulaires
présents en début de culture a des vitesses plus élevées, ''° Ia vitesse d'agitation initiale utilisée
pour les cultures a été fixée a 60 rpm. La vitesse d'agitation a cependant été graduellement
augmentée jusqu'a 100 rpm pour compenser la faiblesse du taux de transfert lorsque les

contrdleurs atteignaient la saturation.
3.1.3.1.2 Conditions particuliéres aux cultures en cuvées alimentées

Quatre cultures en cuvée alimentées ont été effectuées a une concentration d'OD de 50% avec la
lignée VVGI111, cultivée a I'obscurité et sevrée de son besoin en hydrolysat de caséine. La
progression de la démarche expérimentale nous a amené a tester l'effet d’un apport
supplémentaire d’ions PO, (sous forme de NaH,PQ,), d’ions Mg (sous forme de MgSO.) et
d’ions ammonium (sous forme de (NH.),SO.) en cours de culture. Pour éliminer la possibilité
qu’une hausse du taux de croissance découlant de I'ajout de nutriments ne résulte en une
limitation de la croissance suite 4 ’épuisement des hydrates de carbone (CH,0), une solution
concentrée de glucose a été ajoutée au milieu de culture simultanément avec les solutions
aqueuses de sels. Les solutions de glucose et de sels étaient préparées et stérilisées séparément.

Le pH des solutions de sels a été ajusté avec du KOH et du HCI 0,1 N avant la stérilisation.
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Les conditions de culture ainsi que les formulations des suppléments sont décrites au
chapitre 2, au tableau 2.2. Les solutions de PO, et de Mg ont été ajoutées aux cultures
rapidement, par gravité. Le réservoir contenant la solution a alimenter était muni a sa base d’un
embout connecté a un tube de silicone. Pour le réacteur HRI-5L, le tube de silicone était relié a
une aiguille pouvant étre insérée dans I’'un des ports d’alimentation situé dans la téte du
réacteur. Pour le réacteur HRI-2L, le tube de silicone était inséré sous la flamme dans un des
connecteurs pour tube flexible de Ia téte du réacteur. L’ajout de la solution glucose~(NH,).SO,
a été faite selon une rampe a un débit linéaire de 8,48 L h™, correspondant a 0,22 mM NH, h*,
afin d’éviter une augmentation trop rapide de la concentration de NH. dans le milieu de culture
et une éventuelle chute du pH associée a I’assimilation rapide des ions NH,; Cette série

d’expérience a été complétée par une culture compléte en cuvée en bioréacteur.

Les résultats sont rapportés a 'annexe 3 et discutés au chapitre 6. La culture en cuvée a
aussi été discutée au chapitre 5. Les cultures témoins en flacons agités de ces cultures en
bioréacteurs ont été effectuées dans le milieu B5 qui constitue le milieu de base des cuvées

alimentées. Les courbes de croissance de ces cultures témoins sont présentées a I’annexe 2.
3.1.3.2 Controle et acquisition de données

Tous les bioréacteurs étaient reliés a un systéme de contréle (BioExpert, Québec, Canada)
pour l'acquisition de données et le contrdle de procédé. La température de tous les bioréacteurs
était maintenue a 25°C par I’ajustement de la température de I’eau circulant dans la chemise du
bioréacteur de 5-L par les boucles de contrdle du systéme BioExpert, ou par I’entremise de
contréleurs externes de température commandant la puissance de la plaque chauffante sur

laquelle chaque bioréacteur de 2-L reposait.

La concentration d'OD était contrdlée au point de consigne en manipulant la pression
partielle d'oxygéne dans le mélange gazeux alimenté aux bioréacteurs. De l'air, enrichi
d’oxygeéne ou d’azote, était alimenté au bioréacteur HRI 5-L par l'entremise de débitmétres

massiques et aux bioréacteurs HRI 2-L en utilisant des rotamétres couplés a des vannes
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Figure 3.2  Schéma du systéme d’aération et de contréle d’OD des bioréacteurs HRI
5-L et 2-L.
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solénoides (Figure 3.2). Des contrdleurs PID dont les paramétres ont été fixés par les méthode

de Cohen-Coon '** lors des premiéres cultures tests ont été utilisés.

Toutefois, typiquement, les concentrations d’OD ont fluctué de 14% (déviation standard)
avec un intervalle de confiance a 95% de 1% (Culture dans HRI-2L, consigne d’OD fixée a
70%. Bien qu’une partie des problémes de contréle d’OD découlent de I’absence d’ajustement
des parametres des contrdleurs avec la progression des cultures, le design du systéme
d’alimentation gazeuse a aussi engendré des problémes, notamment pour les réacteurs HRI-2L.
En effet, tous les bioréacteurs étaient alimentés a partir des mémes bombonnes d’0, et de Ns.
Dans ces conditions, I’apport supplémentaire en O, ou en N,, contrlé par des vannes
solénoides situés en amont des débitmétres (tous munis d’une vanne a pointeau jumelée a un
rotametre), a entrainé des perturbations de pressions fréquentes dans tout le systéme

d’alimentation gazeuse.
3.1.3.3  Cuitures en flacons agités

Outre I’entretien des lignées cellulaires, les cultures en flacons agités ont servi de cultures
témoins aux expériences en bioréacteurs. Dans ce contexte, de 4 a 8 flacons témoins de 500 mL
contenant cette fois 120 mL de milieu de culture, étaient inoculés en transférant I’inoculum a
l'aide d’une pipette stérile a large goulot. Ces flacons étaient échantillonnés en rotation tous les
Jours ou tous les deux jours. Les flacons étaient pesés avant et aprés I'échantillonnage de fagon

a pouvorr établir la perte de poids par évaporation.

Pour certaines cultures en flacons agités effectuées avec la lignée VVGIII, une des
cultures témoins €tait soumise a un suivi de la concentration d’OD. Pour ce faire, un bouchon
de coton a été confectionné autour d’une sonde d’OD polarographique. Des tiges métalliques
insérées dans le bouchon et encastrée sous une saillie de la sonde permettaient de maintenir le
bouchon et la sonde en place en s’appuyant sur le rebord du goulot du flacon. Ainsi suspendue,
la sonde se trouvait a environ 5 mm du fond du flacon. Aprés avoir été étalonnée dans de I’eau

dégazée a ’azote et dans de I’eau saturée en air, la sonde était stérilisée a I’autoclave dans un



82

flacon contenant de I’eau. Le point d’étalonnage correspondant a 100% d’OD a été vérifié aprés
la sténlisation. Lors de I’inoculation, le bouchon de ce flacon, ainsi que la sonde, était transféré
sur un autre flacon contenant la culture. Pour ces cultures, I’échantillonnage a été réduit au jour

7 et 4 la fin de la culture afin de minimiser la manipulation du systéme.

3.1.4 Mesures des coefficients de transfert
et des taux de consommation d’oxygéne

3.1.4.1  Coefficients volumétriques de transfert dans les flacons agités

Les coefficients volumétriques de transfert d’oxygéne, k;a, ont été estimés par la méthode
dynamique'' dans les flacons agités comme dans les bioréacteurs. Ainsi, les kia des flacons
agités ont €té évalués a partir d'un suivi de I'augmentation de la concentration d'oxygéne dissous
(OD) dans I'eau provenant de I’air ambiant suite a un dégazage du liquide a I'azote. Dans ces

conditions, on a :

dOD .
—, ~ kia©D’ - 0D) ™
t

oi OD" = 100% de saturation d'oxygéne provenant de I'air dans l'eau et OD varie de 0 aprés le
dégazage a l'azote 2 100% aprés saturation. Ainsi
oD
ln ( i ) l)
kpa = —0b J (8)
t
Un flacon de 500 mL contenant 125 mL d'eau a été utilisé. Les mesures d'oxygéne dissous
ont été effectuées a I'aide d'une sonde polarographique (Ingold) étalonnée dans de I'eau mise en
contact prolongé avec de l'azote ou de I'air. Tel que décrit plus haut, la sonde était insérée dans
un bouchon de coton et maintenue en place au centre du flacon, a environ 5 mm du fond du

flacon, par des tiges métalliques. Lorsque nécessaire, l'air ou I'azote était alimenté dans le flacon

par un tube, non immergg, inséré le long de la sonde d'oxygéne.
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Pour les mesures de k;a entre le gaz au-dessus de la nappe de liquide dans le flacon et le
liquide, l'air était alimenté directement dans la téte du flacon, l'agitateur étant a l'arrét avant le
début de la prise de données. La fréquence de I'acquisition de données était de 10 s et le temps

de réponse de la sonde est inférieur a 20 s.

Le coefficient volumique de transfert de CO, peut étre relié au coefficient volumique d’O-
par le biais des rapports de diffusivité. Selon que ’on utilise la théorie du film ou la théorie de
la pénétration pour représenter le transfert de masse par absorption, le rapport des ki a est égal
au rapport des diffusivités (=0,78)'"*'**'* oy de celui de la racine carrée du rapport des
diffusivité (=0,88), 'Z!37148 respectivement. Smith et coll. '* ont montré que les valeurs de
kfo‘a correspondaient a 0,75 a 0,89 fois les valeurs de k;a mesurés dans les mémes conditions
de transfert. Ces valeurs mesurées se situent dans une plage recouvrant les deux valeurs
déduites du rapport des diffusivités et du rapport de leur racine carrée. Ainsi, dans tous les
calculs effectués ici, le coefficient de transfert de CO, a été déduit des valeurs mesurées des k;a

pour l'oxygeéne sur la base du rapport des diffusivités dans I’eau par la relation :

D,
kr©la=kpa| —2 9
Do,
- cau
avec
(Do, Jeas =2.5 10" cm® sec™ ''*
(Dco, Deas = 1.95 10”° cm® sec” """,

Afin de compléter la caractérisation des flacons agités en termes de transfert gazeux, le
coefficient de transfert d’oxygéne a travers le bouchon a aussi été évalué. Pour cette mesure,
contrairement a la procédure adoptée pour la mesure du ki a, aucun gaz n'a été forcé a travers le

bouchon de coton aprés le dégazage a I'azote.

La résistance au transfert d’oxygéne a travers le bouchon de coton scellant les flacons peut
étre découplée du transfert a I'interface liquide-gaz en utilisant les bilans de masse dans les
phases gazeuse et liquide:
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dpo, (Ko,)ap VL [ Po,

= - -kja-—|—=-0OD-R-T (10)
n v, ((Po)o2 Poz) L v, | Ho,
dOD
—=k;a _Poz__OD (11)
dt Ho, -R-T

en définissant (K, ) comme étant le coefficient de transfert d’oxygene a travers le bouchon
du flacon et en assumant un régime €tabli dans la distribution des pressions partielles des
différents gaz a travers le bouchon. Comme les données disponibles ont été obtenues sans que la
distribution de gaz a travers le bouchon soit uniforme, le coefficient de transfert réel. Ko, est

relié au coefficient apparent mesuré par la relation :*

AL AL AL
Ko, =(Ko, )app -| 140,333 — [0,022| — | -0,0053| — (12)
- - PP v V V
g g g

K =%@0 (13)

ou

avec A, L et Dg, représentant la section d’écoulement du gaz a travers le bouchon, la longueur
du bouchon et la diffusivité apparente de I’oxygéne dans le bouchon, respectivement. La
solution des équations (10) et (11) permet d’évaluer le paramétre (Ko, )pp de fagon a reproduire

la courbe de concentration d’OD obtenue.

Les valeurs de kia et de K, estimées sont rapportées au tableau 3.1. Schultz'® a évalué
que la diffusivité de I’oxygéne dans les bouchons de coton de diverses densités varie de 0,8 a
0,95 fois la diffusivité de 'oxygéne dans I’air : Do,-air = 0,205 cm sec’ (selon 1’équation de
Chapman-Enskog)'®. On peut donc vérifier a I'aide de I’équation (13) que pour la valeur
calculée de Ko,=1,64L h' pour un bouchon dont les dimensions correspondent a
A=11.75 cm® et D=4 cm, la valeur de Do, calculée est de 0,16 cm sec’, ce qui représente 78%
de la diffusivité de I’oxygéne dans I’air.
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On pourrait montrer que considérer la diffusion i contre-courant du CO- produit lors de la
respiration génére des écarts sur la concentration de CO. dans le liquide d'environ 10%
seulement par rapport a une estimation de concentration basée sur une diffusion binaire ou les
flux d’0; et de CO sont a toutes fins utiles égaux,'® puisque le coefficient respiratoire, RQ,
égal au ratio des taux d’assimilation d’0- et de production de CO., (RQ = OUR/CER), devrait
typiquement varier entre 0,8 et 2.'* Ainsi, le coefficient de transfert de gaz. K, est considéré
étre le méme pour O, et pour CO,,

K=Ko, =Kco,. (14)

et I'équation (10) décrivant le bilan de masse sur 1’0, devient pour '0. et le CO,,

respectivement :
deq K VL po‘,
~=—1/{(p0)o, -PO,)—kLa-——=—-0OD-R-T| et (13)
= e lolo, ~pou)-kua v 22
dpco K Vi | Pco
: =—((Po)co2 -PCOz)‘(kLa)co, L - _[CO,]. -R-T}. (16)
at Ve Vv, cos

Tableau 3.1 Coefficients de transfert (kya et K, )

d’un flacon agité de 500mL
Volume de liquide kia
kia 100 mL 18 0,3 h™(n=3)
kia 125 mL 14 b
Ko, 125 mL 1,64 L h'! (n=2)

Erlenmeyer de 500ml; agitation: 115 rpm; course: 2,5 cm
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3.1.4.2 Coefficients volumétriques de transfert dans les bioréacteurs

Tout comme dans les flacons agités, les coefficients volumétriques de transfert d'oxygeéne des
bioréacteurs, k.a, ont été calculés a partir du profil de rétablissement de la concentration d'OD.
L aération était faite a travers la surface du liquide avec de l'air. Les mesures ont été effectuées
apres un dégazage prolongé de la masse de liquide a I'azote, assisté d'une agitation a 100 rpm.
suivi d'un changement du gaz contenu dans la téte du réacteur sans agitation. Ce changement de
I"azote par de I'air sans agitation et avant le début de la mesure de k.a permet d’appliquer
I’équation 11 sans y apporter de correction pour considérer la dynamique de mélange de la

phase gazeuse. ™

La variation du k; a dans le bioréacteur HRI de 5L en fonction de la vitesse d'agitation et du
niveau de liquide au-dessus des contre-pales est représentée a la figure 3.3. Les ki a mesurés
varient en fonction du carré de la vitesse d’agitation et de la hauteur du niveau de liquide par
rapport aux contre-pales de surface. Sur les plages de vitesses d’agitation, RPM, et de hauteur

de liquide, H, testées le kra du HRI-5L peut étre représenté par la relation suivante :

k a=026+(033-H-16) +0,002- (RPM - 60)?. (17
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Figure 3.3 Variation du coefficient de transfert d’oxygéne, kra, avec la

vitesse d'agitation et la hauteur submergée des contre-pales.
Symboles : kia mesurés; traits pleins : équation (17)
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En négligeant la variation de kia avec la concentration de la biomasse, cette relation peut
étre utilisée pour estimer la variation du k;a au cours de la culture. Dans le HRI-SL, le volume

de culture est relié au niveau de liquide par rapport aux contre-pales par la relation:

VL =475+0,175-H (18)
3.1.43 Taux volumique d’assimilation d’oxygéne dans les bioréacteurs HRI

Le taux volumique d'assimilation d'oxygéne (OUR) des cultures en bioréacteur était mesuré
périodiquement. La vitesse d'agitation était réduite a 10 rpm afin de minimiser le taux de
transfert d'oxygéne (OTR). Le k;a du HRI-5L est de 0,36 h! 4 30 rpm alors que le k;a des
HRI-2L est de 0,23 h'! 4 12 rpm. Dans ces conditions expérimentales, 'OUR était calculé a
partir du bilan de masse sur 1’0, dans le liquide :

dOD .
7=OTR—OUR=kLa(OD -0D)-qq,x (19)

ou OD" représente la concentration d’oxygene dissous a I’équilibre avec la phase gazeuse.
Lorsque ’OTR est suffisamment petit relativement a I’OUR, I’équation (19) devient :

dOD
— =OTR-OUR=~OUR. (20)

Etant donné I'ordre de grandeur des kia et de

’OUR, négliger le temps de réponse n’infere pas —_
c
» Py . . . . 2
d’erreur d’estimation appréciable pour notre 3
. .. . . 3
systéme. '®' La variation de la concentration d’OD 5
]
permet d’évaluer OUR par régression linéaire. N
. . OUR___=0,31 1o, L n™
Pour une mesure typique, la figure 3.4 illustre les 8 10 pente mme’ % " h_,
OUR_, =0,352 mmol 0, L™ h
résultats obtenus. N P BT R
0 2 4 6 8
Pour les cultures effectuées dans le réacteur Temps [min]

HRI-5L, le processus a été automatisé permettant Figure 3.4 Exemple de mesure

ainsi des mesures réguli¢res de ’'OUR. A intervalle 4¢ 'OUR dans le réacteur HRI-5L.
VVG111, 50% OD
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régulier et simultanément, I’agitation était réduite a 12 rpm et I’action des contrdleurs était fixée
dans leur position du moment. Aprés 30 secondes, les données de concentration d’OD étaient
mémorisées dans une pile de 20 mesures et une régression linéaire était effectuée sur ces
données. La durée des mesures d’OUR était fixée a quatre minutes mais la boucle de mesure

protégeait la culture d’une réduction de la concentration d’OD sous 0,025 mmol O, L' (10%).
3.1.44  Taux d’assimilation d’oxygéne dans les flacons agités

A cause de la sédimentation rapide des cellules en absence totale d’agitation, des mesures
directes du taux volumique de respiration des cultures en flacons agités n’étaient pas possibles
en mode dynamique. Ainsi, comme la croissance et les taux d’assimilation d’Q- sont faibles
pour les cultures de cellules végétales, I’'OUR a été estimé a partir des mesures d’oxygéne
dissous en considérant un comportement pseudo-permanent entre I’air ambiant, le gaz contenu
dans le flacon et la phase liquide. Sous ces hypothéses, le bilan de masse sur I’oxygeéne se réduit

simplement aux équations 2 et 21.

D
dd—o=0=OTR—OUR. @)
t

OTR=k;a(0D"-0D)=q0,x=0UR 21)

Les courbes d’assimilation d’oxygéne des cultures en flacons agités (Annexe 2) ont permis
de vérifier que la variation de la concentration d’OD demeurait plus faible que
1,7 pmol O, L' h'' pour toute la durée des cultures. En contrepartie, les valeurs les plus faibles
du taux de transfert d’0, sont de I'ordre de 0,4 mmol O, L h”' considérant un k;a de 18 h™' et
une force motrice, (OD" - OD), minimale de 0,025 mmol 0, L™ en début de culture.

Dans ces conditions, la variation de la concentration d’OD est négligeable, I’OUR est égal a
’OTR. Dans les flacons agités, en absence de contrdle d’oxygéne dissous et considérant kia

constant, OUR varie donc simplement avec la concentration d’OD mesurée.
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3.2 PROCEDURES ET CALCULS

3.2.1 Méthodes analytiques

L’échantillonnage périodique des flacons agités permettait d’obtenir des indices de croissance de
la biomasse, le pH et la conductivité du milieu de culture, et d’effectuer des mesures du contenu
du milieu extracellulaire en hydrates de carbone et en ions ammonium, nitrate et phosphate. La

procédure de traitement des échantillons de culture est décrite a I’Annexe 1.

3.2.1.1 Suivi de la croissance de la biomasse

et de la production d‘anthocyanes
3.2.1.1.1 Volume de Ia biomasse, masse humide et masse séche

Les indices de croissance de la biomasse mesurés étaient le volume relatif de la biomasse
centrifugée (PCV, Packed Cell Volume) et les masses humide (MH) et séche (MS) de la
biomasse. Le PCV était obtenu en évaluant le volume relatif occupé par la biomasse apres
centrifugation d’un échantillon de culture de masse connue et d’environ 15 mL a 530 g pendant
5 minutes. La biomasse humide était évaluée en pesant la biomasse recueillie par filtration sur
un filtre Whatman (pour les premiers jours de culture) ou sur une pellicule Miracloth™. Le
filtrat était filtré une seconde fois sur un filtre de 0,45um avant d’étre congelé a -20°C (environ
1 mL) pour les mesures d’hydrates de carbone ou réfrigérées (environ 7 mL) pour les mesures
d’anions. Environ 100 mg de I’échantillon de biomasse était utilisé pour mesurer les
anthocyanes, la portion restante était asséchée dans une étuve a4 100°C et pesée au moins 24

heures plus tard.

La procédure associée aux mesures de PCV, de biomasse humide et séche et la préparation
de I’échantillon pour les analyses de milieu est détaillée 4 I’Annexe 1, de méme que les
prélévements effectués pour la détermination de la viabilité des cellules et pour les comptes

cellulaires.
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3.2.1.1.2 Dénombrement cellulaire et viabilité

La wviabilité des cellules prélevées lors des échantillonnages a été déterminée immédiatement
aprés I’échantillonnage. Les cellules viables ont été colorées avec une solution de 5g de
diacétate de fluorescine dissous dans | L d’acétone et la proportion de cellules viables
déterminée par inspection visuelle avec un microscope a fluorescence.” Afin de pouvoir
dénombrer les cellules mortes, un faisceau de lumiére blanche de faible intensité était utilisé

conjointement avec la source d’ultraviolet.

Pour effectuer le dénombrement cellulaire, les agrégats d’un échantillon des suspensions
cellulaires ont été dissociés par oxydation en les macérant dans 2 mL d’une solution de trioxvde
de chrome 10% (w/v) a 60°C, 60 min. * Le nombre de cellules a été évalué en comptant celles-
ci sur un hémacytomeétre Fusch-Rosenthal. Les cellules ont été introduites sous la lamelle de
I’hémacytométre par capillarité. Lorsque nécessaire, 1’échantillon était dilué avec de I’eau pour
pouvoir compter environ 100 a 300 cellules par fenétre. Afin d’étre assuré qu’une trop grande
concentration de cellules ne crée pas une obstruction a ’entrée de la fenétre, des comptes ont été

effectués sur plusieurs aliquotes et a diverses dilutions.

Les procédures détaillées de dénombrement cellulaire et de détermination de la viabilité sont

reproduites a ’annexe 1.
3.2.1.1.3 Anthocyanes intracellulaires

La quantité¢ d’anthocyanes contenue dans la biomasse humide a été mesurée en réservant une
portion de masse connue et d’environ 100 mg de la biomasse humide. Les anthocyanes ont été
extraits de la biomasse avec 10 mL d’une solution d’éthanol acide (HCI 1% et éthanol dans une
proportion de 15:85) dans laquelle les cellules ont macéré 24 heures a 4°C. La concentration
d’anthocyanes extraits a été mesurée par densité optique a 535 nm. Les mesures d’absorbance

ont été converties en concentration de cyanidine-3-monoglucoside (Poids moléculaire : 445,2) en
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utilisant un coefficient d’extinction molaire, log €lems de 4.47,' ce qui refléte bien celui

correspondant a une solution commerciale d’anthocyanes. *

3.2.1.2 Mesures en lignes
3.2.1.2.1 Oxygéne dissous

Apres une période de polarisation sous tension, les sondes a oxygéne dissous ont été étalonnées
par dégazage a l'azote et a I’air avant chacune des expériences. Dans le réacteur HRI-5L, la
sonde d’OD était €talonnée dans le milieu de culture aprés la stérilisation. Il s’est avéré que les
fluctuations cycliques de température dans la jaquette du bioréacteur, grossiérement de 15 a
45°C, entrainaient des fluctuations de la concentration d’OD de I'ordre de 2 4 3 %. Pour les
reacteurs HRI-2L, les sondes d’OD étaient étalonnées dans I'eau avant la stérilisation des
bioréacteurs vides a I’autoclave (60 min, 100 kPa). Pour les flacons agités, les sondes d’OD
étaient étalonnées dans [’eau aprés la stérilisation des flacons munis des sondes. Dans ce cas.
aprés |'étalonnage, les sondes et les bouchons stériles auxquelles elles étaient attachées, étaient
transférés sous la hotte a flux laminaire sur les flacons fraichement inoculés. Pour les réacteurs
HRI-2L ainsi que pour les flacons agités, la polarisation des sondes d’OD était maintenue

pendant les procédures d’inoculation grice a I'utilisation d’une pile.
3.2.1.2.2 pH, Conductivité

La comparaison des courbes de pH mesuré in situ et mesuré hors ligne aprés I’échantillonnage
illustre les difficultés de mesures du pH dans le réacteur HRI-5L dans la configuration utilisée.
La lecture de la sonde de pH, installée par I’entremise d’un port situé dans la jaquette
chauffante, varie avec la température de I’eau circulant a travers la jaquette. De plus, la
stérilisation du bioréacteur in situ par circulation d’eau surchauffée dans la méme jaquette,
provoque vraisemblablement un vieillissement prématuré des sondes de pH résultant en une
dérive importante du signal par rapport a I’étalonnage. Pour cette raison, les mesures de pH in

situ n’ont ét¢ faites que sur un nombre limité de cultures.
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La figure 3.5 présente une comparaison des mesures in situ de pH et des mesures hors
lignes du pH du surnageant des échantillons. Dans la plage de pH rencontrée, I’équilibre
CO2-H,CO;-HCO; est tel qu’une évacuation du CO, dissous de I’échantillon peut provoquer
de hausse importante du pH. Comme c’est typiquement le cas, on observe une différence
significative entre le pH de la culture et celui du surnageant, causée par la polarisation des

membranes cellulaires. '"®

Similairement aux mesures en ligne de pH, des problémes de fonctionnement des sondes de
conductivité n'ont pas toujours permis de relier le signal transmis avec !’étalonnage initial. Dans
le HRI 5L, la température élevée dans la gaine du bioréacteur lors du processus de stérilisation
sur place entrainait une dilatation des soudures connectant les ¢léments d'acier inoxydable de Ia
sonde au fil de cuivre le reliant au systéme de contréle, les rendant inutilisables pour certaines
cuvées Toutefois, une fois ce probléme résolu, des mesures hors ligne de la conductivité faites
en paralléle sur les échantillons pris dans le bioréacteur ont confirmé que les mesures de

conductivit¢ demeuraient fiables pendant toute la durée des cultures. La pente des courbes

8 8
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Figure 3.5. Comparaison des mesures de pH in situ et hors ligne de
deux cultures effectuées dans le bioréacteur HRI-5L. Cuvées effectuées
avec les lignées VVG105 sc64, 50% OD et VVG12 sc57, 90% OD
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d’étalonnage des sondes de conductivité a donc été établie aprés I'inoculation des bioréacteurs

en mesurant la conductivité du premier échantillon.

Les données de conductivité relevées par le systéme BioExpert ont été filtrées a ["aide d’un

filtre exponentiel.
3.2.1.3  Analyses physico-chimiques
3.2.1.3.1 Hydrates de carbone

Les hydrates de carbone présents dans le milicu extracellulaire ont été mesurés par
chromatographie en phase liquide a haute pression (HPLC) en utilisant une colonne d’adsorbant
Biorad HPX87C maintenue a 80°C et de I’eau s’écoulant 4 1,0 mL min"' et 4 une pression de
6000 a 7500 kPa pour effectuer la séparation. Le systéme HPLC était composé d une pompe
Waters (modéle 6000A), d’un injecteur automatique Gilson (modéle 231/401), d’un
réfractometre Gilson (modéle 132), d’un systéme de chauffage Man-Tech (modéle 7980),
complété d’un intégrateur Hewlett-Packard (modéle HP3394A). La procédure compléte de

mesures des hydrates de carbones est présentée a I’annexe 1.
3.2.1.3.2 Ilons NH,, NO,, PO,

La concentration extracellulaire d’ions NH; a été mcsurée selon la méthode décrite par
Weatherburn. '™ Les ions nitrates ont été mesurés a I'aide d’une électrode (Orion Nitrate
Electrode, modéle 930700). La concentration de phosphate inorganique a été mesurée par la
méthode a I’acide ascorbique décrite dans ‘Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater". *° Les procédures de mesure complétes sont décrites a I’annexe 1.
3.2.1.3.3 pH, Conductivité

Aprés décantation des cellules, le pH du suageant des échantillons de cultures a été mesuré au

moyen d’une sonde de pH combinée 4 électrolyte en gel (Fisher Accumet 13-620-252) couplée a
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un appareil Fisher Accumet 805MP. La conductivité du surnageant a été mesurée a ’aide d’une

sonde de conductivité OAKTON.

3.2.2 Calculs
3.2.21 Calculs relatifs a la présentation des données

Les courbes représentant la progression de toutes les variables mesurées sont présentées en
annexe : les cultures en flacons agités pour lesquelles des comptes cellulaires ont été effectués a
I"annexe 2; les cultures en bioréacteur a diverses concentrations d’oxygéne dissous a I'annexe 3:

et les cultures en bioréacteur avec ajout de nutriment en cours de culture a I’annexe 4.

Tous les résultats présentés en termes de concentration ont été corrigés pour tenir compte
du volume occupé par la biomasse et du changement de volume des cultures suite a
I'échantillonnage. a I’évaporation et, pour certaines cultures, a I'ajout de milieu. Les
concentrations extracellulaires de nutriments mesurées sont donc exprimées par rapport au

volume tnitial, tout comme les indicateurs de croissance de la biomasse.

La correction apportée pour tenir compte du volume occupé par la biomasse est basée sur
la mesure de biomasse humide et sur I’hypothése d’une masse volumique équivalente a celle de
P'eau. Ainsi ce facteur de correction, f1, applicable aux concentrations extracellulaires de

nutriments mesurées est le suivant :

v -5 MH
fle—— o Owo _  BVT (22)

\f VL - Px.0

On aurait pu utiliser comme les quelques auteurs qui prennent la précaution de faire cette
correction un facteur de correction basé sur la mesure de PCV et sur I’hypothése que 50% du
volume du culot est occupé par la biomasse, ainsi f7=(1-0,5-PCV). Le facteur de correction

ainsi calculé est de 1 a 7% plus faible que celui défini par I’équation 22.
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La correction apportée pour tenir compte des changements de volume est basée sur
I"évaluation des taux d’évaporation, sur les mesures des volumes d’échantillons prélevés et sur
les volumes de suppléments ajoutés a certaines des cultures. Pour les bioréacteurs, un taux
d’évaporation moyen a été utilisé. Ce taux moyen d’évaporation, fiy,0- 2 E€t€ estimé en évaluant
le volume perdu par évaporation sur la base du volume initial de la culture, de son volume final
et du volume des échantillons prélevés au cours de la culture et en supposant un taux linéaire
d’évaporation réparti sur toute la durée de la culture. Pour les flacons agités. les pertes par
¢évaporations, Ay o, ont été mesurées directement en pesant systématiquement les flacons avant
et aprés les prélévements d’échantillons. Les corrections apportées a toutes les concentrations

mesurées pour tenir compte des changements de volume sont les suivantes :
pour les cultures en flacons agités,

2= 128 (23)

VL.I

pour les cultures en bioréacteurs,

io-t, Vilimente
f:_)l =1 H,0 . alimente [ (24)
vLo VL.:—I
ou le volume des cultures correspond a
T, =
Vir = Vet = Ve cnantitas * Vatmanel, | =Tit0 (6 =t). (25)

Les courbes de suivi des cultures présentent le volume réel des cultures, décrit par
Iéquation 25, ainsi que la progression du volume de culture tel qu’il est subi par les cultures

(en ne considérant pas les prélévements d’échantillons homogénes) suivant la relation :

ll
Vi =V +vlhmmté|!‘_l ~ 0 (tx —lg )’ (26)
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Ainsi, toutes les courbes de croissance et d’assimilation de nutriments sont présentées en
termes de concentrations par rapport au volume initial des cultures et les comparaisons entre

les comportements des cultures peuvent étre faites directement.
3.2.2.2 Rendements

Des courbes typiques de consommation des nutriments du milieu de culture et de croissance de
la biomasse séche sont présentées a la figure 3.6. Deux des constituants du milieu de culture, les
tons phosphate et ammonium, sont rapidement consommés par la biomasse. Les taux
volumiques d’assimilation de ces nutriments sont suffisamment grands relativement a la
fréquence d’échantillonnage de la majorité des cultures pour que ceux-ci, ainsi que les taux
spécifiques d’assimilation, puissent étre évaluées avec une précision raisonnable. L’ion PO, est
littéralement pompé vers la vacuole pour étre éventuellement utilisé comme transporteur
d’électron et distribué lors de la division cellulaire. L’ion NH; est une source d’azote
inorganique rapidement assimilable pour la formation des squelettes d’acides aminés essentiels
a la fabrication des enzymes et protéines requis pour réamorcer le processus de division

cellulaire.

Pour nos lignées de V. vinifera, I’autre source d’azote, I’ion nitrate, semble consommée
régulicrement dés la disparition de Iion ammonium du milieu de culture. I est plausible que
dans ce contexte les rendements globaux en biomasse sur les ions ammonium soient reliés au

rendement en biomasse sur les ions nitrates.

Le saccharose est hydrolysé dans les 2 34 premiers jours de culture en glucose et en
fructose. Le glucose est assimilé plus rapidement que le fructose, et la biomasse continue
d’augmenter tant que les hydrates de carbone ne sont pas complétement consommeés. Il s’avére
que la méthode de mesure utilisée pour les hydrates de carbone méne a une surestimation
systématique de la quantité totale d’hydrates de carbone dans le milieu de culture. Cette

surestimation provient du recouvrement des pics de saccharose et de glucose en début de
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culture. Dans ce contexte, le taux d’hydrolyse du saccharose a été assimilé au taux d’apparition

du fructose au rapport des masses moléculaires prés, selon la relation suivante :

9 Frc
Qs =E- @7
Le taux spécifique d’apparition du fructose a été calculé par différence, sur la base des
mesures de concentration de fructose et biomasse séche dans le milieu de culture et suivant
I"hypothése qu’en début de culture les cellules consomment préférentiellement le glucose plutét
que le fructose, avec I’équation :
(Frc, -Frc,_,)_ 1

(t't:.l) (XMS),_I -

(28)

Qfrc =

En cuvée, les rendements globaux en biomasse sur les différents nutriments sont définis

comme suit :
E - Xr —Xo 29)
' Sy-—s¢

st I'on a pris soin de présenter toutes les concentrations sur une méme base volumique, ici le
volume initial de la culture, et que des corrections ont été apportées pour compenser la
concentration par évaporation. Afin de pouvoir mieux caractériser le comportement des cultures
a des moments précis de leur déroulement, le concept de production de biomasse séche par unité

de nutriments consommeés a ét¢ introduit :
AX X, —X
Baiblll I S (30)
As S0 —S;

Les rendements apparents en biomasse sur les hydrates de carbone et I’azote, Y,

us/s OOt €€

évalués suivant la relation :

E i, =2, G1)

Y.

Xus /s

P
Y.

ms/s

qui, pour des cultures en cuvée, peut étre approximée par :

Xps = Yy,uje -5+Cl (32)
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Figure 3.6
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L’équation 32 a été modifiée afin de pouvoir représenter sur une méme base toutes les courbes
de croissance et d’intégrer les ajouts ponctuels de milieu, noté ici sya; toutes les concentrations
étant rappelons-le, rapportées par rapport au volume initial des cultures pour tenir comptes des
changements de volume occasionnés par I'évaporation et I’ajout de nutriments, lorsqu'il y avait
lieu. Ainsi, on a redéfini :

Xns - Xms, = Yapg/s ~(s—s,lm)+C2 (33)
3.2.2.3 Taux spécifiques de croissance

La croissance de la biomasse ou des cellules est schématisée par la relation suivante :
Substrats + Biomasse L: Biomasse (34)

La geénération de biomasse est un phénoméne autocatalytique qui est mieux décrit par un taux
spécifique de croissance qu'un taux volumétrique d'apparition de la biomasse. Formellement. le
taux spécifique de croissance, |, est défini par le taux d'augmentation de la biomasse par

rapport a la biomasse initialement présente:

X at’
En cuvée le volume est constant et la définition du taux spécifique de croissance peut étre
exprimee par :

_1ldax (35)

X dt

Pour les cultures de cellules végétales, le taux spécifique de croissance est le plus souvent défini

sur la base de I"augmentation de la biomasse séche et est représenté par la relation :

n

Sa
u—umlxl;ll Kn +sn . (36)

En fait, en cuvée, I’évolution du taux spécifique de croissance avec les changements graduels de

concentration des nutriments disponibles représente Ia principale difficulté d’interprétation des
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résultats de cultures. De plus, la tendance a croitre en amas des cellules végétales impose des
échantillonnages relativement volumineux, ce qui limite leur fréquence a I’échelle laboratoire.
La difficulté¢ d'évaluer le terme dérivatif étant donné le nombre restreint de données
expérimentales et les changements constants de ['environnement des cultures, a entrainé

l'utilisation de plusieurs variantes du taux spécifique de croissance.

L’analyse des performances des cultures en cuvée effectuées a diverses concentrations
d’OD a été faite sur la base du taux spécifique global de croissance moyen de la biomasse
séche, L. Celui-ci représente l'augmentation de la biomasse au cours d'une culture en cuvée par
rapport 4 la concentration initiale de biomasse. Le taux spécifique global est défini par la
relation

I (% pae )~ n(x, )
t

(37

H=pl= = =
]

xuu

L épuisement progressif des nutriments essentiels a la croissance fait en sorte que I’on s attend
a ce que le p diminue dans le temps. Par conséquent, pour chacune des cultures effectuées a
concentration d’OD constante, les taux de croissance rapportés reflétent la portion

exponentielle initiale des courbes de biomasse séche.

Au cours de I'interprétation des résultats, nous recourrons a une extension de cette relation
en définissant un taux spécifique global de croissance évalué au moment ou la culture présente

un taux volumique d'assimilation d'oxygéne maximal. Dans ce cas, on a :

oun =T[2"= = nfrom,,)-inlsa) (38)

Lour o —to

3.224 Taux spécifique d'assimilation d'oxygéne

Les mesures du taux volumique d’assimilation d’0O,, OUR, ont été transformées en estimés du
taux spécifique d’assimilation d’02, (qq,)ys, en utilisant des valeurs de biomasse séche au

moment des mesures de 'OUR, obtenues par un lissage des données expérimentales, tel que :
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OUR

mesure

(a0,),s = (39)

Comme la variation de la concentration de biomasse dans le temps n’est pas utilisée, le tvpe
d’¢équation choisi pour [Iinterpolation des valeurs de x correspondant au temps
d’échantillonnage d’OUR ne revét pas une grande importance. Pour la série de cultures
effectuées avec la lignée VVGI2, les courbes de croissance ont été modélisées par des
polyndmes. Pour la série de cultures effectuées avec les lignées VVGI105 et VVGI1I, les
courbes de croissance ont été modélisées par une courbe logistique définie par

dx

= = e X I-—— (40)

dt Xmax
Ainsi définie, la courbe de x en fonction de t posséde un point d'inflexion a x_, /2
(correspondant a t;) et a pour solution

X

°*max

) 1+[M}xp(-um(t )

Xo

(41)

Xmax @ €t€ fixé en choisissant t; au moment oi OUR est maximal. Ainsi,
1 Xmax — X
t = l-{ max 0 Joto (42)
umax xmax

(43)

et

Xmax = ’
l-exp(um (t -1, ))
€l Uy, st évalué en minimisant la somme des camrés des erreurs sur les estimés de
concentration de biomasse séche évalués selon I'équation 41. La figure 3.7 présente un exemple
de représentation d’une courbe de croissance de la biomasse selon ce modéle. Les taux
spécifiques de respiration sont calculés 4 partir des mesures d'OUR et des estimés de (Xy;q)jes

selon I'équation 39.
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Figure 3.7 Représentation d'une courbe typique de croissance de la
biomasse séche par un modéle logistique o le point d’inflexion
correspond a tourmax-

Une opération similaire a été effectuée pour évaluer (qo, )eeu- Pour ce faire, les courbes de

prolifération cellulaires ont été représentses mathématiquement par une courbe exponentielle.

Sur la base des valeurs de o, obtenues et des p utilisés, nous avons tenté de relier plus
directement les taux spécifiques d’assimilation d’0, au taux spécifique de croissance en Y selon
I’équation (35). Les représentations graphiques de q, en fonction de [ sont présentées aux

annexes 2 et 4.
3.2.2.5 Estimés des concentrations de CO, dans le milieu

Afin de comparer les cultures effectuées en flacons agités et en bioréacteurs HRI sur la base du
plus grand nombre de paramétres, les concentrations de CO, dissous dans le milieu de culture
ont €t¢ estimées sur la base de bilans de masse. Ces estimés éclaireront les comparaisons entre
le comportement des cuvées effectuées dans les deux systémes de culture en absence de mesures

de concentration de CO, dans le milieu.

Dans le milieu de culture, le bilan de masse sur un composé volatil est similaire au bilan de

masse sur ’oxygeéne :
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dOD
= okia|—2 __0D |-OUR =OTR - OUR (44)
&t Ho, R-T

Pour I’oxygene, considérant en paralléle un bilan de masse dans la phase gazeuse (équation 15),
un régime pseudo-permanent, une phase gazeuse parfaitement mélangée et une pression
constante de 1 atm, on obtient :
Po, OUR

OD= - s 45)
Ho, -R-T kia
et
VL-R-T
Po, =(Po, )o -OUR. =~ (46)

Substituant 1’équation 46 dans 1’équation 45, on trouve que la concentration d’OD est fixée

principalement par I’OUR et les taux de transfert du systéme de culture selon la relation :

op=—P0)0 el VL, L (47)
Ho, -R-T K-Ho, kra

En bioréacteur, K est remplacé par Fy, le débit gazeux. Pour I'oxygeéne, la constante de Henry
est de 32 mol mol". Considérant les valeurs usuelles de Vi, de K et du taux volumique unitaire

d’aération (F¢/VL), le terme dominant affectant I’OUR dans I’équation 47 est k;a™.

Pour le CQ,, la situation est potentiellement plus complexe. En effet, le CO; peut se trouver
sous quatre formes dépendamment des conditions de pH du milieu : CO,, H.CO;, HCO;
et CO; selon les conditions d’équilibre des réactions :

Cellules

CPR

PR

k K K
Pco, <>[CO,], t&H;CO, < H* +HCO3 &>H* +CO;3
2
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A 25°C, k,=0,03s" et k,=20s"."" La formation du H,CO; est donc une réaction
relativement lente, bien qu’elle soit rapide relativement aux taux de transfert et de production en
cause dans les cultures de cellules végétales. A I'équilibre, la concentration de H,CO; ne
represente cependant que 0,0015 fois la concentration de CO. et est donc négligeable.
Comparativement, la formation des ions bicarbonate et carbonate est trés rapide. Les constantes

d’équilibre sont les suivantes : '’

10" .[HCO; |

= =10"%*M (25°C 48)
' [c0,]+[H,C0;] O (
10" .[co3
R =—¢= 10719 M (25°C) (49)
[HCO3]

Au pH typique des cultures de cellules végétales et plus particuliérement pour les cultures en
cuvée de V. vinifera dont le pH atteint rarement plus de 6,3 en fin de culture, les ions
carbonates sont pratiquement inexistants. Le bilan de masse sur le CO pour un pH inférieur a
8.0 est le suivant :

Pco,
Heo, -R-T

d[CO,] d[HCO;]
at a

=(kLa)co, [ -[C021]+ CPR. (50)

A I’équilibre, I’équation (49) indique que la concentration d’ion bicarbonate, elle, sera dix fois
supérieure a celle du CO; a pH 7.3, mais égale a pH 6,3 et réduite a 5% de la concentration de
CO; a pH 5. La concentration de HCOs’ atteinte en fin de culture alors que le pH atteint 6 4 6.5,
représente donc peu par rapport au CO, produit pendant la culture et continuellement transféré
au gaz d’aération. En fait, considérer I’équilibre CO,-HCO; lorsque le pH du milieu est
inférieur 2 6,5 et qu’il évolue a un taux de 0,05 h™', corrige I’estimé de la concentration de CO-
dissous obtenu d’un bilan sur le CO, de 5% au maximum. Hormis les situations de contréle de
pH dans lesquelles celui-ci peut fluctuer rapidement et faire varier la concentration de CO,
dissous et la pression partielle de CO,, '* le taux de transfert de CO,, CTR, n’est pas influencé

significativement par les conditions de pH des cultures de cellules de plantes et peut étre
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assimilé au taux de production de CO,, CPR. De plus, comme les réactions biologiques
impliquées sont lentes par rapport a la capacité de transfert. on considérera, comme pour
I'oxygéne. un régime pseudo-permanent. Le bilan global sur le CO. dans le liquide

(Equation 50) se réduit donc simplement a :

d[C
[COz2 I =k$%2a.|—P2 10,1 |+CPR = CTR + CPR. 1
at Hco, ‘R-T

Considérant le bilan de masse dans la phase gazeuse défini plus haut (équation 16), un régime

pseudo-permanent et une pression constante de 1 atm, on obtient :

Pco, CPR
[COzIL= —+—o (52)
HCO: ) RT kL za
et
VL-R-T
Pco. =(Pco, o +CPR-—2—— (53)

Lorsque des mesures de la production de CO- sont disponibles, Ia concentration de CO- dans les

bioréacteurs est obtenue en substituant 1’équation 53 dans I’équation 52 pour obtenir :

v, 1
[co.] = Pco, Jo +C L . — | (54)
HCO: 'R’T Fg ‘Hcoz kL la

Chez Catharanthus roseus, les coefficients respiratoires rapportés dans la littérature,

RQ = CPR/OUR, varient en moyenne de 0,8 4 1,3. "' En fixant le coefficient respiratoire RQ

égal a 1, il est possible de comparer les conditions de cultures en bioréacteur HRI et en flacon
agité en termes de concentrations de CO, par les relations :

[COz]L=M+OUE( A3 ! ),et (55)

+ co,
HCOZ 'R'T Fg'Hcoz kL a

V; 1
[coz]L=——;(pc° L .0 e — (56)
I'Ico1 'R'T K'Hcoz kL za
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pour le bioréacteur et le flacon agité, respectivement. Pour le CO,, la constante de Henry a
25°C est de 1,21 mol mol” et, dépendamment des conditions de culture, les deux termes
affectant I'OUR (ou le CER) peuvent étre significatifs tant pour le réacteur HRI aéré par la

surface que pour les flacons agités.
3.225.1 Estimés du contenu en carbone de Ia biomasse

La quantité totale de CO, produite peut étre utilisée conjointement avec les quantités totales
d’hydrates de carbone consommées et de biomasse produite, pour estimer le contenu en carbone
de la biomasse selon la relation :

C : = C oot
C-MS_ e =— -
biomasse produite

(57

ou chacun les trois variables de I’équation (57) sont respectivement,
6C-mol 12gC

C consomme =(([CH:O]O -[CHIO]r) Vi +([CHZO].m “Viaim ))(l o) 180g CH,0 " C-mol

(58)

ou « représente la portion des hydrates de carbone sécrétés dans le milieu sous forme de
polysaccharides qui pourrait atteindre 8% '*'®* 34 20%: **

“2‘0,5 ((peo,),,, *+(Peo,) 0.5 (Ve + V) 12 C

Corodux = . , (59)
i RT(t,., -t,) mmol CO,

biomasse produite = (st.r - XMso0 ) Vio- (60)
3.225.2 Estimés de RQ moyen sans mesures de CTR

A Pinverse, en absence de mesures de CO,, des estimés des valeurs moyennes du coefficient
respiratoire ont €té obtenus en considérant d’une part la quantité de carbone provenant de la
consommation des hydrates de carbones non incorporée a la biomasse et, d’autre part, la
quantité totale d’oxygéne consommeée. Ainsi,

(C‘mOIG)consommé “(C_mOIC)assimilé

RQ= (61)

(02 ) assimile
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et pour les cultures en cuvée I’équation (61) devient
RQ=
6C - mol % &5 1C—mol
CH,0] -[CH,0] |V (l-a)————— |- - Voo ——-
[([ 2 ]o [ 2 ]r) Lo lSOgCHzOJ [(XMSJ' xms.o) L~ 0o 12gC |.
ti 0,5-(OUR,,, +OUR,)-0,5-(V,,,, +V_,)

=0 (trrl - t|)

(62)

La proportion de carbone assimilé a la biomasse n’ayant pas été mesurée, EQ_ doit étre évalué

en substituant dans I’équation (62) des données de la littérature pour le pourcentage de carbone

intégré 4 la biomasse, celles—ci variant de 35% i 41%. 515

Finalement. de fagon accessoire et pour le bénéfice du groupe de recherche, le travail
d’analyse préliminaire qui a été effectué dans le cadre d’une tentative de valorisation de mesures
de pression partielle de CO; dans le gaz effectuées avec un appareil de démonstration qui s est

averé mal adapté a notre besoin est présenté a I’annexe S.
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4. CULTURES EN SUSPENSION
EN FLACONS AGITES
DE CELLULES DE Vitis vinifera®

* Reproduisant un article publié dans la revue Biotechnology and Bioengineering, 47 : 131-138 (1995).
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41 SOMMAIRE

La progression de la croissance de la biomasse et la division cellulaire de cultures en flacons
agités de cellules de Vitis vinifera est mis en relation avec la consommation des hydrates de
carbones, des ions NH,, NOs;, PO, et I’assimilation de I'oxygéne dissous (OD). Le taux volu-
mique d’assimilation d’oxygeéne des cultures dérivé des mesures en ligne d’OD a cru graduclle-
ment jusqu’a une valeur de 3.8 mmol O, L' h”' entre I’inoculation et le 7iéme Jjour de culture,
moment ou un plafonnement de la division cellulaire a été observé et ou la concentration d’OD
atteignait un minimum a 17% (par rapport a la saturation de I’air dans I’eau). Durant cette
premiére phase de croissance, le taux spécifique d’assimilation d’oxygéne est demeuré constant
2 ~0.6 mmol O, g" MS h™' ou ~2.2 pmol O, (10°%ells)” h" pendant que la biomasses augmen-
tait exponentiellement de 1,5 2 6,0gMSL". A compter de ce moment, la concentration de
biomasse séche a augmenté linéairement pour atteindre ~14 g MS L™ au 14iéme Jjour de culture
au moment de I’épuisement du milieu de culture en ions nitrate et en hydrates de carbone. Une
inflexion des courbes de concentration de la biomasse, tant humide que séche, et du volume de
cellules centrifugé coincide avec le début de cette seconde phase de croissance pendant laquelle
le ratio de masse humide sur masse séche a augmenté dans une relation inverse avec la pression
osmotique estimée du milieu de culture. De plus, les courbes de croissance et de consommation
des nutriments suggérent que la limitation de la division cellulaire pourrait étre reliés a
I"épuisement rapide du milieu de culture en ammonium et en ions phosphate. Ces résultats in-
diquent que pour les cultures de cellules végétales, la division cellulaire n’est pas toujours direc-
tement associce 4 la production de biomasse, ce qui ouvre de nouvelles avenues en ce qui con-

cerne le choix de 'indicateur a optimiser pour améliorer la productivité des cultures.



111

4.2 ABSTRACT

Vitis vinifera cell suspension cultures carried out in shake flasks were closely examined for
biomass growth and cell division in relation to carbohydrate, NH,, NO;, PO,, and dissolved
oxygen (DO) consumption. After inoculation, the oxygen uptake rate of the cultures measured
on-line was observed to increase continuously to a maximum value of 3.8 mmol O, L'h" at
day 7 when cell division ceased and dissolved oxygen concentration reached its lowest level of
17% air saturation. During this first phase of growth, the specific oxygen uptake rate remained
constant at ~0.6 mmol O, g dw h™ or ~2.2 umol O, (10°ells)" h"', whereas dry biomass con-
centration increased exponentially from 1.5 to 6.0 g de L. Thereafter, dry biomass concentra-
tion increased linearly to ~14 gdw L' at day 14 following nitrate and carbohydrate uptake.
During this second phase of growth, the biomass wet-to-dry weight ratio was found to increase
in an inverse relationship with the estimated osmotic pressure of the culture medium. This cor-
responded to inflection points in the dry and wet biomass concentration and packed cell volume
curves. Furthermore, growth and nutrient uptake results suggest that extracellular ammonium
or phosphate ions availability may limit cell division. These findings indicate that cell division
and biomass production of plant cell cultures may not always be completely associated, which

suggests important new avenues to improve their productivity.

© 1995 John Wiley & Sons, Inc.

Key words. Vitis vinifera, plant cell culture, nutrients, cell division, growth, oxygen consump-

tion, anthocyanins.
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4.3 INTRODUCTION

Plant cell culture offers interesting possibilities for the large scale production of pharmaceuti-
cals, food additives, and somatic embryos. However, knowledge about the effect of the physico-
chemical environment on plant cell behavior is still limited, and the low productivities usually

obtained compromise bioprocess profitability.

Until now, the development of plant cell bioprocesses has been carried out in sequential
steps, from cell line selection to secondary metabolite production and from static solid to agi-
tated liquid shake flask and bioreactor cultures. Plant species are chosen for their economic
potential. Cell lines are selected from calli and grown in suspension cultures using standard
media, usually Gamborg's B5** or MS. '® For practical reasons, cell lines are generally main-
tained by subculturing every | or 2 weeks. The formulation of growth media, usually developed
from shake flask factorial experiments, is aimed at maximizing growth index [final-to-initial dry
biomass ratio (x¢Xo)a], for a given culture duration. '™ The shake flask remains the reference
culture system. Its main advantages are its low mixing shear and simplicity. However. even
though the specific oxygen uptake rate (40, ) of plant cells is relatively low, ranging from 0.2

h!, $%13015816% shake flask cultures may be oxygen limited due to their

to 1.0 mmol O, g" dw
low gas transfer coefficient (k,a ~ 3 to 20 h™'). ='* Nevertheless, for medium formulation and
first productivity experiments, dissolved oxygen (DO) concentration is usually assumed ade-
quate and the biomass obtained after a fixed period of time is believed representative of good
growth. Furthermore, secondary metabolite production is often induced by physicochemical
stress, generally leading to specific production medium formulations, **>****'" or pH and tem-
perature shocks. '° Unfortunately, the metabolic state of these cultures until product induction is
usually neglected and not optimized, thus limiting the reproducibility and productivity of the

process and the understanding of the biosystem studied.

This approach is stillinadequate to achieve high productivities. This biological system re-

mains poorly understood, most difficulties arising from its multicomponent com:plex kinetics.
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Molecular biology and biochemistry can provide valuable information on essential aspects in-
volved in secondary metabolite biosynthesis through the analysis of precursors, key enzymes.
and transport mechanisms. Biochemical engineering studies, on the other hand, focus on mixing
shear and gas transfer problems, their relations with the mechanical aspects of the bioreactor
used. and on main nutritional requirements. The combination of both approaches should lead to
a better understanding of plant cell behavior and interactions between growth and secondary

metabolites production, thus allowing the development of improved production protocols.

The most extensively studied plant cell species are Nicotiana tabacum, '* for ease of
growth and simple quantification of its secondary metabolites, and Catharanthus roseus, ''* for
the high economic value of dimer indole alkaloids. The plant cell species Vitis vinifera repre-
sents an interesting source of anthocyanins, a potential substitute for toxic synthetic food color-

'>* Compared to the high value of other plant secondary metabolites, anthocyanins have a

ants.
low commercial value (~$6 to 10 L' of 2 1% concentrate) but a large estimated annual market
(~850 M). ™ Moreover, anthocyanins are flavonoids for which the biochemical pathways are
well known. ™ Their chromophoric structure facilitates cell line selection and monitoring
through routine selection and subculturing. **** Their easy quantification simplifies the collec-
tion of production data. High performance liquid chromatography (HPLC) separation tech-
niques have been developed to identify and quantify specific anthocyanins. > Considering
these advantages, V. vinifera represents a valuable biological model for bioengineering studies

of a plant cell culture bioprocess.

Induction of high anthocyanin production is generally obtained following an osmolarity
rise * or as a consequence of a low initial nitrate concentration **'” of the culture medium. Be-
cause culture conditions promoting anthocyanin production are usually detrimental to growth,
an efficient bioprocess would operate in two stages, first for biomass growth and then for an-
thocyanin production. '“* Initially, we had some success in increasing the productivity of
V. vinifera cell cultures through intensive cell line selection and development of production

media. *** Further improvements in productivity for eventual industrial production, however,
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could not be achieved using the conventional approach described above. Consequently, subse-
quent research efforts were concentrated on the growth stage of this bioprocess to gain a better
understanding of this biological system, to characterize its growth behavior for eventual optimal
induction of anthocyanin production for highest productivity, and to minimize scale-up prob-

lems.

This report presents the first part of an extensive study on the growth kinetics of V. vinifera
cell suspension cultures. The growth of shake flask suspension cultures is characterized in rela-
tion to main nutrient needs, including measured on-line dissolved oxygen concentration. Subse-
quently, DO-controlled cultures carried out in a helical ribbon impeller bioreactor, which was
found highly efficient for plant cell suspension culture, ™ will be similarly characterized. In
the third study, it will be shown how these results and further nutritional studies yielded an
original approach to improve significantly the growth of these cultures.

4.4 MATERIAL AND METHODS

4.4.1 Plant Cell Line and Suspension Cultures

Vitis vinifera cell line VVG111 of the variety L. cv Gamay fréaux was developed as previously
described. '® Suspension cultures were maintained in the dark in 500-mL large-mouth Erlen-
meyer flasks enclosed with cotton plugs and containing 100 mL B5 medium supplemented with
0.1 mg L' a-naphthaleneacetic acid (NAA), 0.2 mg L™ kinetin (K), and 30 g L sucrose. The
pH of this medium was adjusted to 5.8 with 0.1 N KOH before sterilization (30 min, 121°C,
1 bar). The inoculum size was adjusted from 10 to 15% (v/v) to insure a 1.5to 2 g L™ initial
dry biomass concentration for all cultures. Cultures were transferred weekly, maintained at
25°C, and agitated at 115 rpm. For all experiments, eight flasks were inoculated. Two or more
flasks were sampled every day or every other day, as required, in rotation.



4.4.2 Dissolved Oxygen Concentration and
Gas Transfer Coefficient Measurements

The dissolved oxygen (DO) concentration was continuously monitored using an Ingold polaro-
graphic electrode inserted through the cotton plug anchored to the flask neck and dipping in the
suspension culture. After steam sterilization, the probe was calibrated at operating conditions in

water with nitrogen and air before each experiment.

Since the diffusivity of O, in the cotton plug is ~80% of that in air, *° the main resistance to
gas transfer in the flask is the gas-liquid interface. The resulting oxygen transfer coefficient
(k.a) was calculated from the rate of DO concentration recovery from air after nitrogen de-
gassing of the liquid phase and rapid initial purging of the gas phase with air using a silicone
tube inserted into the cotton plug. The measured oxygen transfer coefficient between the head
space gas and the liquid phase for the shake flask system used was 18 h' + 0.3 (standard de-

viation) (n=3).

Because growth and oxygen uptake rates (OUR) are low for plant cell cultures, pseudo
steady-state behavior can be assumed between the oxygen partial pressure in ambient air, flask
head space, and liquid phase. Therefore, if the variation of DO concentration is neglected, the
oxygen mass balance of this culture process reduces to Egs. 2 and 63 whereby the oxygen

transfer rate (OTR) equals OUR for the culture.

9DO _ h~OTR-OUR

dt (2)

OTR =k,a(DO" - DO) = g, x = OUR 63)

Considering a critical DO concentration (DO,) below which no growth occurs and viability is

questionable, the maximum effective OTR for growth of the flask system is given by Eq. (64).

OTR o = k12 (DO‘ - DOC) (64)
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Minimum DO, levels of 0.04 mmol L-! and 0.025 to 0.095 mmol L-! have been reported for
D. carota™ and C. roseus!12.135.157 cell cultures, respectively. Assuming this DO, range to be
valid for V. vinifera suspension cultures, the maximum expected OTR of the flask system used
in this study is of the order of 2.8 to 4.1 mmol L"'. This OTR_,,, lies within the range of typical
OUR values reported for growing plant cell cultures, which varv from 0.1 to
4.0 mmol L' b ##1%01581% Consequently, DO concentration may not be limiting for shake
flask cultured plant cels, except for species of higher oxygen uptake rates or for stressed cell

cultures (unpublished results).

4.4.3 Analytical

Cell number was measured using a Fusch-Rosenthal hemacytometer after dissociation of cell
aggregates from a I-mL suspension sample with 2 mL of a 10% (w/v) chromium trioxide solu-
tion at 60°C for 60 min. ** Cell viability was assayed after coloration with a solution of 5 g fluo-
rescein diacetate dissolved in | L acetone. ” Biomass wet (ww) and dry weight (dw) concentra-
tions. and packed cell volume (PCV) were measured as described previously. ''* The anthocya-
nin content of filtered wet biomass samples (~ 100 mg) was determined by extraction with 10
mL acidic ethanol (15:85 solution of 1% HCI and ethanol) for 24 hours at 4°C. The optical
density of the extract was measured at 535 nm. Absorbance measurements were converted to
cyanidin-3-monoglucoside concentrations (MW of 445.2) using a molar extinction coefficient of

log &)= 4.47."

The pH and conductivity of the medium were measured using Orion pH and ATC Conduc-
tivity probes. Extracellular carbohydrates concentration was determined by HPLC (pump model
6000A from Waters, automatic injector model 231/401 from Gilson, refractive index detector
model 132 from Gilson, block heater model 7980 from Mandel Technology, and integrator
model 3394A from Hewlett-Packard). Separation was achieved using a Biorad Aminex Carbo-
hydrate HPX-87C column maintained at 80°C. The mobile phase was water flowing at

1.0 mL min™ (50 to 70 bars). Nitrate, ammonium, and inorganic phosphate ion concentrations
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"' All concentrations were corrected for water evapo-

were measured as previously described.
ration and wet biomass volume, and, consequently, are reported on the basis of the initial cul-

ture volume.

4.5 RESULTS AND DISCUSSION

4.5.1 Growth in Shake Flask

Much can be gained in understanding the basic growth behavior of plant cell cultures in
studying their nutrient uptake patterns. Typical curves of biomass growth, cell count, and
viability of V. vinifera cell suspension cultures of line VVGI1!1 grown in regular B5 are
presented in Figure 4.1. Corresponding nutrient consumption as well as anthocyanin
production, DO concentration, and medium pH and conductivity curves are shown in

Figures 4.2 to 4.3. Similar patterns were obtained for three consecutive experiments.

An increase in cell debris was observed during the first 2 days of all cultures. suggesting
that a significant change in the chemical environment may be detrimental to V. vinifera plant
cells. As seen in Figures 4.1 and 4.2, viability remained high (90 to 99%) until completion of
carbohydrate uptake at ~day 15. Depending on inoculum viability, the mean cell viability varied
from 75 to 92%. After day 15, viability declined rapidly likely as a result of a multiplicity of
factors including the exhaustion of readily usable carbohydrates from the culture, because
V. vinifera cells do not accumulate carbohydrates in the form of starch granules as confirmed
by microscopic observation (un-published results), and the release of toxic phenolic compounds
(see below). However, this occured without apparent extensive cell lysis, as no PO, nor NH,
release was observed by day 16 (Fig. 4.2).” Similar declines in viability upon exhaustion of
extracellular carbohydrates have been seen for cell cultures of various Papaver species’ (and
other unpublished results) which also showed no accumulation of carbohydrates in the form of

starch granules.



In all cases. high cell division
was observed up to days 5 to 7.
Thereafter, cell division stopped
while wet and dry biomass con-
centration, and packed cell vol-
ume increased further. Cell-
specific dry weight remained
constant until cell division
stopped, and wet weight: dry
weight (ww/dw) ratio increased
with time afterward (Fig. 4.1).
Few studies have been published
on this aspect of plant cell culture
growth. Pareilleux and Vinas''?
noticed parallel increases of dry
biomass concentration and cell
division for C. roseus cell sus-
pension cultures. Consequently, it
appears that biomass concentra-
tion, which is widely used in this
field to assess growth, may not be
fully representative of the effec-

tive growth of plant cell cultures.
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Figure 4.1 Growth of V. vinifera cells cultured
in 500 mL shake flasks.

(Error bars represent standard deviation from the mean)
(Part I, 11 and 111 delimited by changes in DO
concentration curve)

The selection of a growth indicator should be supported by well-defined growth curves. This is

especially important when developing two-phase bioprocesses whereby the main goal of the

growth phase remains the fastest production of the largest quantity of highly viable cells to yield

the highest specific and total productivity during the later stage.



Nutrient consumption curves
show that sucrose was hydrolyzed
within 2 to 3 days (Fig. 4.2) at a
specific rate of 7.2=+1.1
gsucrose g' dwd' (n=3). Am-
monium and phosphate ions were
taken up within 4 days (Fig. 4.2).
The delay between NH; and PO,
depletion and cell count leveling
(Fig. 4.1) suggests that phosphate
is accumulated and redistributed
through cell division. The pH of
the medium fell from 5.1 at inocu-
lation to 4.6 within a day as a
result of H*/NHg4* exchange upon

7 .
‘7 and in-

ammonium uptake. '
creased thereafter up to 6 reflect-
ing a change from ammonium to
nitrate utilization. '® As expected,
the conductivity of the medium,
which is related to the concentra-

tion of the major ions, NO; and K

closely followed NO; concentra-
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Figure 4.2 Sucrose hydrolysis and

monosaccharides uptake, conductivity, pH and
nutrient uptake of V. vinifera cell suspension
cultures grown in shake flask. (Part I, Il and 11
delimited by changes in DO concentration curve)
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tion after a rapid early decrease, which can be attributed to rapid uptake of NH, and PO, at the

beginning of the culture. Cell division ceased before NO; and carbohydrate depletion even

though biomass growth continued until simultaneous complete uptake of these nutrients. Over-
all, dry biomass yields on carbohydrates and nitrate were 0.48+0.0lgg' and

0.48 + 0.07 g mmol”, respectively, for the three experiments.
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Figure 4.4 Anthocyanin production Figure 4.3 Time course of DO

of V. vinifera cells groun in B5 medium concentration and OUR of V. vinifera
in the dark. (Part I, Il and I1I delimited by cell culture grouwn in shake flask.
changes in DO concentration curve)

The sharp decrease of cell division noticed above did not coincide with the extracellular
depletion of any major nutrient monitored. Cell division may be limited bv extra- or intracellu-
lar exhaustion of NH., PO,, or other unmeasured medium component. Due to the rapid con-
sumption of extracellular NH, and PO., clear identification of the limiting factor remained im-
possible. However, considering the specific cell division rate of these cultures (~0.24 d), it
appears that cell division ceased approximately one doubling time (~2.8 d) after NH, or PO,
depletion, which occurred between day 1.5 and 3.5. At that time, dry dividing biomass yields
were 4.3 £ 0.4 g dw mmol” NH, and 7.3 + 1.1 g dw mmol” PO,

Anthocyanin production of these growing cultures is shown in Figure 4.4. This production
reached 200 mg L™ at the end of all three experiments, which is lower than that obtained by
Yamakawa et al.'™ (330 mg L' after 2 weeks in the dark) and Hirasuna ef al.® (400 mg L™
under light) with Vitis cells cultured in the same growth medium. No anthocyanin was detected
in the medium. However, after 10 days of culture, the medium gradually turned brown, likely
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from the secretion of phenolics or oxida- Table 4.1 Anthocyanin yield

tion into phenolic compounds of samll on dry biomass.

antities of anth ins released from
u ocyanins Number of Yield
the few dying cells observed before Cellline  subcultures mg g’ dw

since selection

day 16. Anthocyanin accumulation within
the biomass continued after cell division VVGl11 20 14.17+2 89 (n=31)

1' 63

stopped, as observed by Hirose et a
VVGl1l 27 11,52°+0.86 (n=35)
with V. vinifera cells cultured in phos-

phate free medium or upon aphidicolin VVGlI1 31 10.55°+2 28 (n=29)

addition to inhibit DNA synthesis. The

Data expressed + 95% confidence interval
anthocyanin yield on biomass dry weight * Means not significantly different

(Table 4.1) remained constant for the
whole culture duration indicating that
productivity was clearly related to bio-

mass increase.

4.5.2 Dissolved Oxygen Pattern of Shake Flask Culture

The performance of flask cultures can be altered by the availability of oxygen, as shown in
previous studies on the effect of initial k.a on growth. ***'* Moreover, discrepancies between
performance of flask and bioreactor cultures provide for other evidence of the effect of DO
concentration on their growth. The DO concentration of the flasks cultures discussed above was
measured on-line to further evalutate their behavior and respiration rate. Although the inocula
used varied somewhat from experiment to experiment, the DO concentration and estimated
OUR curves of all cultures followed the same pattern. Typical time courses of the DO concen-
tration and resulting OUR estimated according to Eq. (63) of the culture described by the previ-
ous figures are shown in Figure 4.3. The DO concentration varied markedly during the experi-
ment, declining from 80% to 2 minimum value of 17% between days 5 and 7, increasing to 53%

between days 11 and 14 (Fig. 4.3, part IT) and decreasing again thereafter (Figure 4.3, part III).
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Other experiments displayed initial DO levels of 85% and 95% and first lowest DO levels of

33% and 46%, obviously from small variations in culture conditions.

The rate of DO concentration variation remained below 1.7 umol O, L™ h™ for the whole
culture duration. This value is much lower than the lowest OTR and OUR values calculated
from the DO concentration measurements (0.9 mmol O, L' h'), which validates the pseudo
steady-state hypothesis made in deriving Eq. (0) and justifies the use of on-line DO concentra-

tion measurements to assess the respiration rates of flask cultures.

During the first part of the culture, up to day 7, the biomass concentration remained low
(Fig. 4.1 : <60 gww L" or < 6 gdw L") and the kya resulting from surface aeration was likely
little affected by the low viscosity of the cell suspension.™ Consequently, OTR was maximum
during that time and the minimum DO concentration measured corresponded to a maximum
oxygen uptake rate (OURy,,). Between this low DO concentration and the end of the subse-
quent plateau (part II of Fig. 4.3: from days 7 to 14), culture conditions were such that

qo,Xx =OUR <OTR=k,a(DO’ -DO) ©5)

Because the biomass concentration (x) increased and the OUR decreased, it follows that do,
decreased after day 7. After the second maximum DO concentration was reached on day 11, the
biomass concentration increased from 150 to 320 gdw L, as well as, likely, the culture vis-
cosity. '*™ Consequently, the last decrease in DO concentration can be attributed mostly to a

corresponding decrease in k; a and OTR rather than an increase in OUR.

For the first two parts of the culture, k; a can be assumed nearly constant. ™ Therefore, the
specific O, uptake rate (q 0, ) of the culture can be estimated from OUR calculations according
to Egs. (63) and (66)

k,_a(DO' —DO!
qo, = (66)

X
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Estimates of (9o, )ew and (qo, )een are
presented in Figure 4. 5A. They were ob-
tained from the results presented in Fig-
ure 4.3 and from the actual and simulated
dry biomass and cellular growth based on
logistic, ** and exponential and linear
models, '® respectively. These estimated
qo, remained constant during the first 7
days at 0.71+0.04 mmol O.g" dwh'
and 2.2 + 0.8 pmol O, (10° cells h)"'. This
(Q0, Jaw value lies within the range of
tvpical do,
0.25 to 1.0 mmol 05 g dw h'!

values of
reported
for other plant cell species. 482150.152.158
Thereafter. both (QO:)dw and (qO: )eett
declined to 0.11 t0 0.22 mmol O, g"' dw h™
and 0.9-1.1 umol O, (10° cells h)', re-
spectively, for all three experiments, which

may correspond to maintenance levels.

The first minimum DO concentration observed on days 5 to 7, as well as the corresponding

maximum OUR and decreasing qg, estimates, occurred before the end of the exponential

growth phase based on PCV, and wet and dry biomass concentrations (Fig. 4.1). Snape et al.'*

reported similar OUR and qo, patterns when measuring OURqy for C. roseus suspension

cultures carried out in shake flasks in which respiration rate was evaluated off-line by discrete

measurements using respirometer. However, the OTR of their culture system suggests that DO

may have been limiting 2 days before the qo, decrease was observed. In the present study, the

first minimum DO concentration for the three experiments performed varied from 17 to 46%.

Consequently, these lowest DO levels cannot be clearly identified with a critical DO concentra-
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tion and the related change in qo, cannot be associated to DO limitation. The observed maxi-
mum specific respiration rate seems closely related to the sudden reduction of cell division indi-
cated in Figures 4.1 and 4.5B. Consequently, high cellular division and increasing OUR charac-
terize this culture process as long as critical nutrients are available extra- or intracellularly. At
OUR = OURmax, cell division ceases, while growth continues in terms of wet and dry biomass.

until carbohydrate and nitrate depletion.

During this later phase of growth and as reported by others, **'* the biomass expands and
accumulates more water as indicated by the wet biomass concentration and the ww/dw ratio
increases. This behavior can be explained by considering the changing chemical composition of
the medium in terms of its resulting osmolarity, which can be estimated using the osmolarity of
the equivalent sodium chloride concentration of the medium conductivity measurement
(Fig. 4.2) plus the osmolarity corresponding to residual extracellular carbohydrates. As a result,
and as shown in Figure 4.6, a direct correlation is obtained between PCV. wet biomass concen-
tration. and ww/dw ratio increases, after OURg., and declining medium osmotic potential dur-
ing growth. Obviously, this cell volume increase is related to the increasing cell volume turgor

pressure in response to the medium decreasing osmotic pressure.

4.6 CONCLUSION

Most reports on plant cell culture discuss growth in terms of PCV and wet and dry biomass
concentrations. This study presents a more complete insight into the growth behavior of cul-
tured plant cells. Biomass production of V. vinifera cell cultures was found to be not completely
associated with cell division. Indeed, cell division ceased while biomass production increased
further. This occurred without apparent DO limitation and before nitrate and carbohydrate de-
pletion. but seemed to be linked to the availability of extra- or intracellular ammonium, or
phosphate ions, and, possibly, other nutrients. This early phase of growth was also shown to be
closely related to the respiration behavior which displayed highest OUR when cell division
peaked. Subsequent growth, the major concern of most studies in this field, was found to in-
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Dashed lines correspond to 95% confidence interval.

The slopes are:

2.4 ¢ 10 (mL mL-1) (kPa) (r2 = 0.983), 1.36 (g ww L)
(kPa)-! (r2 = 0.994) and

6.4 ¢ 102 (g ww g1 dw) (kPa)! (r2 =0.957).

volve mostly biomass weight increase and cell expansion as a result of nutrient accumulation
and medium osmolarity decrease. This behavior was reproducible for the cell line used in this

study as well as for other V. vinifera cell lines evaluated in this project.

Results from this study strongly suggest that it is essential to measure cell as well as bio-
mass concentration to better characterize and optimize the growth behavior of plant cell cultures

to maximize their subsequent production performance. Furthermore, in the context of plant cell



126

based bioprocess development, these results and the approach that they suggest are crtically
important. Thus, the first objective in optimizing the growth phase of these cultures must be to
maximize the number of productive plant cells rather than only biomass concentration. Conse-
quently, the subsequent phases of this project, which are discussed in the following articles of
this series, focus on the better monitoring of V. vinifera cell cultures performed in an improved

DO-controlled bioreactor system. ™

This research was supported by the Centre Québécois de Valorisation de la Biomasse
(Ministére de l'industrie et du commerce du Québec), Botanical Phytotech Ltd. and the Food
Research and Development Centre (Agriculture Canada).
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5. CULTURES EN BIOREACTEURS :
EFFET DE LA CONCENTRATION
D'OXYGENE DISSOUS
SUR LA CROISSANCE DE LA BIOMASSE,
LE TAUX D'ASSIMILATION D'OXYGENE
ET LA PRODUCTION D'ANTHOCYANES

L'analyse présentée au chapitre 4 a montré que le suivi du compte cellulaire fournit un
important complément d'information aux mesures de biomasse séche (MS) et humide (MH) ou
au volume de la biomasse (packed cell volume, PCV) généralement utilisés comme indicateurs
de la croissance de la biomasse. De plus, au cours des expériences en flacons agités relatées au
chapitre précédent, le ralentissement de la prolifération cellulaire coincidait avec I'observation
d’une concentration minimale d'oxygéne dissous (OD) dans le milieu de culture, synchronisée
avec un taux volumique maximal de respiration (OUR). Aprés ce ralentissement, le taux
spécifique de respiration diminuait sans qu'il ait été possible de relier clairement cet événement
a la disparition d'un des éléments nutritifs mesurés ou a la concentration d'OD. Pour mieux
comprendre le comportement des cultures de cellules de plantes, ces deux causes doivent, dans
la mesure du possible, étre dissociées. Ainsi, l'étude de I'effet de la concentration d'OD sur la
croissance de la biomasse uniquement possible dans I’environnement contrdlé d’un bioréacteur
est abordée dans le présent chapitre alors que I'étude des limitations nutritionnelles sera abordée

au chapitre 6.

Comme indicateur de croissance, la mesure de la biomasse séche domine le domaine de la
culture de cellules végétales. Ainsi pour I’étude de I’effet de la quantité d’oxygéne dissous

disponible, notre objectif initial était d’optimiser le taux de croissance moyen de la biomasse
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séche ou la biomasse séche finale. La mesure de biomasse séche refléte directement
I’assimilation des hydrates de carbone qui constituent en masse le principal nutriment de ces
cultures. La capacité des cellules végétales de constituer des réserves vacuolaires entraine une
augmentation de la masse des cellules, souvent décrite par le terme de grossissement, qui ne
refléte pas nécessairement la prolifération cellulaire tel que démontré au chapitre 4. Les
difficultés d’interprétation des données de biomasse séche reliées 4 ce phénoméne ont mené a
compléter notre démarche expérimentale par des dénombrements cellulaires dont I’analyse

éclairera I'interprétation des données de croissance de la biomasse séche.

5.1 [INTRODUCTION

Malgré le fait que I'oxygéne soit un nutriment essentiel aux cultures de cellules de plantes, peu
d'études systématiques ont été faites sur l'effet de la concentration d'oxygéne dissous (OD) sur
la croissance de ces cellules. Comme nous I’avons évoqué au chapitre précédent, certaines
études, en rapportant des résultats obtenus en flacons agités ou en colonne a bulles, font état
d’une diminution du taux spécifique d’assimilation d’oxygéne, qo,, avec le temps et de
l'observation d'une valeur maximale du taux volumique d’assimilation d’oxygéne, OUR, dans la

150.158.160 sans toutefois les

phase logarithmique de la courbe de croissance de la biomasse séche
relier au stade de développement des cellules. De plus, celles-ci présentent, au mieux, un suivi
de la concentration d’oxygéne, non contrélé, dans le milieu et des mesures hors ligne du taux de

respiration.

En fait, la plupart des études recensées abordent trés indirectement l'effet de la concentra-
tion d'oxygéne dissous en reliant les performances des cultures au coefficient volumique de
transfert de gaz initial des systémes de culture utilisés, (ki a),, sans mesurer la concentration
d’oxygéne dans le milieu. Ainsi, pour des cultures en flacons agités et dans des conditions
d'agitation et de rapport surface-volume telles que le taux d'assimilation d'oxygéne, OUR, ne
puissé pas étre limité par le taux maximal de transfert d'0,, OTR pax = kpa- OD*, Kobayashi

et coll. ¥ n'ont observé aucun effet d'une augmentation du k; a initial sur la concentration en
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biomasse séche ainsi que sur la production de métabolites secondaires aprés 15 jours de culture.
Les résultats de cette étude tendraient donc a étayer I'hypothése d'une absence d'effet de la
concentration d'OD sur l'augmentation de la concentration de la biomasse séche en fin de
culture. Une concentration d'oxygéne élevée imposée a la fin de la phase de croissance
n'induirait aucune augmentation significative de la concentration de biomasse séche. ** Utilisant
un bioréacteur muni d'un agitateur de type Rushton et d'aérateurs submergés, Leckie et coll. *
ont étudié I'effet de 'augmentation du kia initial en variant principalement le taux d'aération.
Ces chercheurs ont observé que des kia inférieurs a 4 h™' et supérieurs a 10 h”' sont préjudicia-
bles 4 l'augmentation de la concentration de la biomasse séche. De plus, ils ont observé que
I'opération de leur bioréacteur dans des conditions ou la valeur du k;a est de 20 h' favorise la
formation d'agrégats comparativement a des conditions d'opération engendrant un k;a de 2.5 h™.
Une disponibilité plus grande de I'oxygéne a I’intérieur des amas cellulaires suite a une
augmentation de la concentration d’oxygéne dissous découlant du meilleur coefficient de
transfert pourrait expliquer ce demier résultat. Yamakawa et coll.'™ ont étudié spécifiquement
la production d'anthocyanes de cultures en suspension de Vitis vinifera dans un milieu de
croissance, effectuées dans un réacteur gazo-siphon opéré a trois taux d'aération avec des k;a
résultants de 15,35 et 80 h"'. IIs ont obtenu un taux spécifique global de croissance de la
biomasse séche, EMS, et un rendement en anthocyanes plus élevés dans les conditions
d opération résultant en un kea de 35 h”'. La contre-performance observée 4 un k;a de 80 h’
peut étre causée par un cisaillement excessif, un épuisement en CO, ou une concentration d’OD

élevée.

L'influence de l'oxygéne dissous sur la croissance et les rendements de cultures de C. roseus
a été étudiée plus directement par Tate et Payne. '*” Pour ce faire, ils ont varié la composition du
gaz introduit dans des flacons agités sans toutefois mesurer la concentration d’OD résultante, ni
son évolution dans le temps. IIs ont observé une augmentation du taux spécifique moyen de
croissance de la biomasse séche avec la concentration d'oxygéne présent dans la phase gazeuse
selon une cinétique apparentée a une cinétique de saturation avec une constante de 0,034 atm

correspondant & une concentration initiale d’OD de 16% (0,04 mmol O, L™"). Les rendements en
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biomasse séche sur les hydrates de carbones sont demeurés constants jusqu'a un seuil de 50%
d'oxygéne dans la phase gazeuse (~0,6 mmol O, dissous L' initialement), concentration a partir

de laquelle ces auteurs ont aussi observé un effet négatif sur la croissance de la biomasse.

En bioréacteurs, des taux de transfert trop faibles ou trop élevés réduisent généralement les
performances des cultures de cellules végétales. Or, dans la plupart des études rapportées dans
la littérature, les modifications des conditions d’oxygénation du milieu de culture sont obtenues
en modifiant le taux de transfert par la manipulation des débits de gaz alimentés, du type ou des
dimensions de I’agitateur, de la vitesse d'agitation, ou de plus d’un paramétre, ne permettant pas
de découpler les effets sur les cultures de la concentration d’oxygéne (le plus souvent d ailleurs
non contrélée ni mesurée), de la concentration résiduelle de CO, et du stress hydrodynamique.
Dans ce contexte, il ne peut exister de consensus sur les raisons des contre-performances
obtenues en bioréacteurs et celles<ci sont généralement attribuées au stress hydrodynami-
que '™'* ou a I'enlévement paralléle du CO; ou de composés volatils utiles aux cultures lorsque

kia est élevé. **'' Dans des conditions ou kea est trés faible, en plus d’une limitation potentielle

en oxygene, une concentration élevée de CO aurait un effet négatif sur la croissance. "

Comparativement aux flacons agités, les bioréacteurs permettent une meilleure surveillance
et un meilleur contréle des conditions de cultures, rarement bien mis a profit en culture de
cellules végétales. Pourtant des conditions de culture contrdlées sont essentielles pour étudier
l'effet de la concentration d'OD sur la croissance de la biomasse et pour associer les taux
spécifiques d'assimilation d'oxygéne aux étapes de croissance de la biomasse ou aux états

métaboliques.

Par ailleurs, les cultures de cellules végétales lorsqu’elles atteignent 104 15gMS L
correspondant typiquement a 200 a 300 g MH L") présentent une augmentation de la vitesse de
sédimentation et de la viscosité, ainsi qu’un comportement pseudo-plastique qui compliquent Ie
choix d’un mélangeur efficace. Ainsi, les cellules de plantes nécessitent souvent l'utilisation

d’une configuration de mélangeur 4 faible taux de cisaillement ou l'utilisation d'agitateurs plus
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conventionnels opérés a faible vitesse, lesquels ont des coefficients de transfert de gaz faibles.
L'utilisation de réacteurs gazo-siphons, d'injection d'air dans le milieu de culture ou d'agitateurs
opérés a plus grande vitesse pour augmenter le transfert de masse se traduit par un enlévement

du CO: dissous et, fréquemment, par des problémes associés a la production de mousse.

Le bioréacteur a double ruban hélicoidal (helical ribbon impeller, HRI) décrit au chapitre 3
permet d’obtenir une bonne efficacité de mélange ™ avec un faible cisaillement associ¢ pour
les fluides de viscosité élevée et non-newtoniens que sont, a haute concentration, les cultures en
suspension de cellules végétales. Opéré avec une aération de surface uniquement, les faibles
valeurs de kia de ce bioréacteur permettent de minimiser I'enlévement du CO- dissous. Ainsi,
compte tenu des taux volumiques d'assimilation d'O. relativement faibles des cultures de
cellules de plantes qui varient typiquement entre 0,1 et 4 mmol O, L-1 bt 282150158164 4o
concentrations d'OD adéquates peuvent étre maintenues dans le bioréacteur en enrichissant la
phase gazeuse en O tout en conservant la vitesse d'agitation au minimum et en préservant un
bon mélange. Ainsi, opéré dans des conditions contrdlées, le réacteur a ruban hélicoidal permet
d'étudier l'effet de I'oxygéne dissous sur la croissance de cellules de plantes tout en minimisant
les effets négatifs du cisaillement induit par I'agitation et de I'enlévement du CO. dissous associé

a l'injection de gaz et aux k;a élevés.

Ce chapitre fait état d'une étude effectuée en bioréacteurs HRI sur l'effet de la concentration
d'oxygene dissous sur la croissance des cellules de V. vinifera. La concentration d'OD a été
contrdlée a plusieurs niveaux (de 10 2 90% d’OD) sans injection directe de gaz dans le milieu
de culture et des mesures périodiques du taux d’assimilation d’O, ont permis de relier la
croissance a I’assimilation de nutriments et 4 la respiration. Cette étude a permis de relier I'effet
de la concentration d'oxygéne dissous a la croissance de la biomasse et de comparer les
performances des cultures en bioréacteurs a celles obtenues dans le systéme de culture témoin

que constituent les flacons agités.
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5.2 METHODOLOGIE ET
TECHNIQUES EXPERIMENTALES

5.2.1 Lignée cellulaire et cultures en suspension

Les lignées cellulaires de Vitis vinifera L. cv Gamay fréaux ont été sélectionnées et stabilisées
par I'équipe du Dr. Cormier, selon une procédure déja décrite '. Trois lignées cellulaires ont été
utilisées au cours de cette étude: les cellules des lignées VVG105 et VVG111 croissaient dans
I'obscunte alors que celles de la lignée VVGI2 étaient cultivées sous illumination constante. En
flacon agité, les suspensions cellulaires étaient cultivées dans les mémes conditions que celles
décrites au chapitre 3. Les inocula des bioréacteurs étaient préparés dans des flacons
Erlenmeyer a large goulot de 1-L dans les mémes conditions. Pour chaque série d'expériences,
quatre 4 huit flacons témoins de 500-mL étaient inoculés et soumis & un échantillonnage en

rotation et concomitant avec celui des bioréacteurs.

5.2.2 Cultures en bioréacteurs

Les cultures en bioréacteurs ont été effectuées dans des réacteurs a double ruban hélicoidal
(HRI) d'un volume nominal de 2-L et5-L. Le bioréacteur de 5-L (BioExpert, Québec,
Canada) ™ était instrumenté pour le suivi en ligne du pH, de la température, de la conductivité
€lectrique du milieu de culture, de la concentration d'oxygéne dissous (OD) et de la vitesse
d'agitation (Figure 3.1a). Les bioréacteurs HRI de 2-L étaient équipés d'une sonde d'OD
polarographique (Ingold) et d'une sonde de conductivité de construction domestique. Leur
enceinte était constituée d'un vaisseau de verre de 2-L (Comning Glass Works, Corning, N.-Y.)
fermé par un couvercle d'acier inoxydable 316 (Figure 3.1b) retenu par une bride. La culture
était agitée a l'aide d'une hélice a double ruban hélicoidal congu d'aprés Jolicoeur et coll.,™
montée sur un joint mécanique stérile (Bellco, Vineland, N.-J.), et actionnée a I'aide d'un moteur
a vitesse variable (Cole Palmer, Chicago). Trois contre-pales verticales installées a la surface

du liquide et orientées 4 10° améliorent I'efficacité de I'aération de surface.
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Tous les bioréacteurs étaient reliés 4 un systéme de contrdle (Bioexpert, Québec, Canada)
pour l'acquisition de données et le contréle du procédé. La température était maintenue a 25°C
par l'entremise du systéme de contréle Bioexpert pour le bioréacteur de 5-L et de contrdleurs
externes de température reliés a une plaque chauffante sur laquelle chaque bioréacteur de 2-L

reposait.

Afin d’évaluer I'effet de la concentration d’OD sur la croissance, plusieurs cultures en
cuvée ont été effectuées a diverses concentrations d'OD (Tableau 2.1, page 60). Une série de
cultures supplémentaires a été effectuée a 50% d’OD avec la lignée VVGI111 pour compléter
les courbes de croissance de la biomasse par des comptes cellulaires. Les milieux de culture
utilisés étaient le milieu B5 standard décrit plus haut et contenant 25 mM NO3 ainsi qu’un
milieu B5 modifi¢ contenant une quantité réduite de NO5: 12,5 mM NOs (B5DN). Les milieux
de culture. incluant les milieux des flacons contrles étaient stérilisés a la vapeur (60 min.,

121°C et 1 bar).

La concentration d'OD était mesurée par des sondes polarographiques calibrées dans I'eau
avec de l'azote et de l'air avant chaque expérience. Les coefficients de transfert d'oxygéne des
bioréacteurs, kia, ont ét€ calculés a partir du profil de rétablissement de la concentration d'OD
par aération de surface avec de l'air aprés un dégazage prolongé a I'azote assisté d'une agitation
a 100 rpm suivi d'un changement du gaz contenu dans la téte du réacteur sans agitation. La
variation du k;a dans le bioréacteur HRI de 5-L en fonction de la vitesse d'agitation (RPM) et
du niveau de liquide au-dessus des contre-pales (H), représentée a la Figure 3.1, est décrite par

la relation :

kpa=0,26+(0,33-H-1,6)? +0,002 - (RPM - 60)>. (17)

Comme des résultats antérieurs avaient montré une augmentation de la quantité de débris

18 1a vitesse

cellulaires présents en début de culture a des vitesses supérieures a 60 rpm,
d'agitation initiale utilisée pour les cultures a été fixée a 60 rpm pour les deux bioréacteurs. La

concentration d'OD était contrélée au point de consigne en manipulant la pression particlle
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d'oxygéne dans le mélange gazeux alimenté en surface aux bioréacteurs a 0,1 vvm. L'air,
l'oxygéne et l'azote étaient alimentés au bioréacteur HRI 5-L par l'entremise de débitmétres
massiques et aux bioréacteurs HRI 2-L en utilisant des rotamétres couplés a des vannes
solénoides (Figure 3.2). Les kia étant faibles, la vitesse d'agitation était graduellement
augmentée jusqu'a 95 rpm lorsque les contréleurs atteignaient la saturation. Les vitesses
d'agitation n'étaient pas suffisantes pour provoquer la formation et 'entrainement de bulles dans
la masse de liquide. Dans ces conditions, le stress hydrodynamique induit par 1’augmentation
lente et progressive de la vitesse d’agitation ont probablement peu affecté les cultures comme en
font foi la faible proportion de débris cellulaires observés ou estimés (Annexe 3) ainsi que les
résultats rapportés de cultures dans des réacteurs HRI comparables, de cellules d’insecte ™ et

d’embryons végétaux.’
5.2.2.1 Mesure du taux d’assimilation d’oxygene

Le taux d'assimilation d'oxygéne (OUR) des cultures a été mesuré périodiquement. Pour ce
faire, la vitesse d'agitation €tait réduite a 12 rpm afin de minimiser le taux de transfert
d'oxygene (OTR). La variation de la concentration d'oxygéne dans le milieu de culture est
décrite par I'équation suivante :

40D .
——=0TR-OUR=k.a (op®-0D)-q0,x 67)

ou OD" représente la concentration d’oxygéne dissous en équilibre avec le gaz d’aération et x,
la concentration de biomasse séche. OUR peut donc étre exprimé en fonction de la concentra-
tion d’OD.

. dOD
k.a(OD —OD)—?=qozx=0UR (68)
Le k.a du HRI-SL est de 0,36 b a 30 rpm alors que le kia du HRI-2L est de 029 h' a 12

rpm. Ainsi 4 une vitesse d’agitation de 12 rpm, la valeur du terme k;a (OD*-OD) ne dépasse
pas 5% de dOD/dt, I’équation (68) devient :
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OUR=-—— (69)

Les taux spécifiques d'assimilation d'oxygéne (qq,) ont été estimés a partir des mesures
d'OUR et des données correspondantes a la portion viable de la biomasse séche ou aux comptes
cellulaires, telles que mesurées et sans compensation pour l'évaporation, ou interpolées a l'aide
d'un modéle logistique ™ pour la biomasse séche ou de modéles exponentiels et linéaires pour le
compte cellulaire. '® Les taux spécifiques moyens de croissance de la biomasse, EMS ont été
calculés par régression sur la portion linéaire des représentations logarithmiques des courbes de

croissance de la biomasse séche totale.
5.2.2.2 Estimé des concentrations de CO, dans le milieu

En absence de mesure expérimentale et en négligeant pour des mesures de pH inférieures a 6,3
I"effet du déplacement de I’équilibre chimique entre le CO, dissous et I’ion bicarbonate, '*'*? des
bilans de masse sur le CO, permettent d’estimer la concentration de CO- dans le liquide,
[CO:]., en fonction du taux volumique de production de CO-, CPR (carbon production rate), du
coefficient de transfert volumique de CO,, kfoza, et de la pression partielle de CO, dans la

phase gazeuse, pco, , selon la relation:

[co,], = —+ 55 (52)

ou Hco, représente la constante de Henry. Le kfoza est reli¢ au kgz a mesure pour 1’0, par le
rapport des diffusivités, Do, /D, , dans le milieu de culture, assimilé a de I’eau prenant:
(Do, Jeau =2,510" cm’sec” , et

(DCo, e =195 10° cm®sec. ''®

Par bilan de masse, la pression partielle de CO, dans la phase gazeuse, Pco, » est reliée a la
pression partielle de CO, dans I’air ambiant ou alimenté, (pco, )o, au volume de liquide, Vy, au
débit de gaz alimenté dans le bioréacteur, F,, et au taux de production de CO,, CPR, par la

relation suivante:
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Pco, =(Pco, Jo+ cr LR T (53)
2 2 F,
Dans les flacons agités, le terme V. /F, est remplacé par V. /K ou K représente le coefficient de
transfert des gaz a travers le bouchon. K a été mesuré étre égal a 1,64 en comparant le transfert
d’O- entre la masse d’air présente dans la téte des flacons agités et un volume d’eau, au
transfert d’O. entre I’air ambiant et un volume d’eau contenu dans le flacon séparés par un
bouchon et une masse d’azote (Chapitre 3), et considérant un systéme binaire N,-(0,-CO,) dans
lequel les constituants O, et CO, ont la méme vitesse lorsque le coefficient respiratoire,

RQ = CPR/OUR, est prés de 1. Ainsi, pour les flacons agités 1’équation 53 devient :

VL-R-T
pco, =(Pco, Jo + CPR——. (70)

Pour le systéme biologique modele Catharanthus roseus, la littérature montre que le coefficient
respiratoire moyen, RQ, varie en moyenne de 0,8 a 1,3. *"'* En fixant RQ égal a 1, il est
possible de comparer les conditions de cultures en bioréacteur HRI et en flacon agité en termes
de concentrations de CO- dans la phase liquide en substituant les équations (52) et (70) dans

I’équation (51) pour obtenir :

) V, 1
[co,], =—(pco—’°+0 | et (55)
HCO; 'R’T Fg ‘I'{co2 kL za

.) \Y/ 1
(co,]. P00 o L, L 56)
HCO; 'R’T K.HCOz kL za

respectivemnent pour le bioréacteur et le flacon agité.

5.2.3 Méthodes analytiques

Le compte cellulaire, la viabilité, la biomasse séche (MS) et humide (MH), le volume centrifugé
de biomasse (PCV) ainsi que le pH, la conductivité du milieu de culture, la concentration

extracellulaire en hydrates de carbone, en ions nitrate, ammonium et phosphate ont été
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déterminés selon les méthodes décrites au chapitre 3. Toutes les concentrations sont rapportées
sur la base du volume initial de culture puisqu'elles ont été corrigées pour tenir compte de

I'évaporation et du volume occupé par la biomasse.

5.3 RESULTATS ET DISCUSSION

5.3.1 Croissance et consommation de nutriments

Des courbes typiques de consommation des principaux substrats (NO3;, NH,, POy, hydrates de
carbones) et de croissance (biomasse séche, biomasse humide, PCV, compte cellulaire,
viabilité) d'une culture en cuvée effectuée a une concentration d'oxygéne dissous de 50% sont
présentées a la figure 5.1. Elles permettent d’aborder la relation entre la progression dans le
temps des multiples paramétres qui ont fait I’objet d’un suivi expérimental, et la croissance de

la biomasse pour une des conditions d’oxygénation testées.

Ainsi, comme pour les cultures en flacons discutées au chapitre 4 (Figure 4.2), la courbe de
prolifération cellulaire s'infléchit avant I'épuisement du milieu de culture en NO, ou en hydrates
de carbones. La biomasse, elle, continue a augmenter et n’est donc pas, comme cela a été mis en
évidence au chapitre précédent, un indicateur fiable de la prolifération cellulaire pour toute la

durée de la culture en cuvée.

Une consommation rapide des ions ammonium et phosphate a lieu en début de culture alors
que la consommation du nitrate et des hydrates de carbone s'étale sur toute la période
d'augmentation de la concentration de la biomasse, comme pour les cultures en flacons agités.
Le saccharose initialement présent est hydrolysé rapidement & un taux spécifique de
4,9+ 1,0gg! MS d! (+ intervalle de confiance a 95% sur les estimés) et la consommation des

ions nitrate est presque enti¢rement différée aprés I'assimilation compléte des ions ammonium.

La faible fréquence d'échantillonnage conjuguée a l'assimilation rapide des ions phosphate

et ammonium rend difficile I'évaluation et, qui plus est, la comparaison des taux d'assimilation
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Figure 5.1 Courbes de croissance et de consommation de nutriment typi.

d'une culture en bioréacteur avec contréle de l'oxygéne dissous a 50%. Lignée
VVG111, s¢c20, 50% d°OD et 60 a 100 rpm dans le bioréacteur.
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d'une lignée cellulaire ou d'une culture a I'autre. L'analyse des courbes de consommation montre
cependant que la consommation de ces deux nutriments varient selon la lignée cellulaire
(Figure 5.2). Ainsi, pour la lignée VVG105 l'ion phosphate est consommeé plus rapidement que
I'ion ammonium contrairement aux lignées VVG12 et VVGI111. Cette différence de comporte-
ment résulte probablement du processus de sélection de souche effectué dans un milieu de
culture a faible concentration en azote dans lequel les cellules destinées a survivre sont celles
qui s'appropnient les faibles ressources d'azote réduit disponible, notamment l'ion ammonium

10116 Quoi qu’il en soit, la manifestation de comportements

immeédiatement assimilable.
différents de souches issues d’une méme lignée cellulaire fait ressortir la nécessité d’un suivi
serré du processus d’entretien des lignées, mais aussi d’une bonne caractérisation des cultures,

idéalement reflétée dans un schéma réactionnel.

La mesure en ligne de la conductivité électrique suit la consommation des ions nitrate. Les
mesures de pH affichent une baisse rapide en début de culture reliée a la consommation des ions
ammonium et reflétent par la suite une alcalinisation paralléle a I’assimilation du phosphate '**

et. surtout des ions nitrate.

Les taux volumiques d'assimilation d'oxygeéne de la culture décrite plus haut (Figure 5.1)
sont présentés a la figure 5.3. Ces taux sont comparés aux OUR estimés de la culture témoin en

flacon agité déduits, comme au chapitre 3, de la courbe de concentration d'OD selon les

équations:
d0D
——=0TR-OUR =0 @
dt
OUR=OTR =k a(OD" - OD) 1)

prenant k;a = 14 h'! pour les sept premiers jours de culture et 18 h! pour la portion restante
compte tenu du volume de la culture, et OD* = 0,253 mmol L-! (Chapitre 3). On constate a la
figure 5.3 que pour la culture en bioréacteur ou I’OD a été controlée a 50%, le taux volumique

de respiration est maximal autour du 6iéme jour de culture.
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Ce comportement est similaire a celui observé en flacons agités (Chapitre 3). Ici encore, le
plafonnement de I’OUR ne concorde pas avec un arrét de I'augmentation de la concentration en
biomasse séche (Figure 5.1); il se refléte plutt dans une inflexion de la courbe de croissance de
la biomasse séche (Figure 5.3) et semble synchronisé avec une diminution trés nette de la
prolifération cellulaire. Comme la concentration d’OD dans le bioréacteur était maintenue a
50% alors qu’clle descendait jusqu’a 17% dans les flacons agités (Chapitre 4), le plafonnement

du nombre de cellules et de OUR ne serait donc pas relié a la disponibilité de I’oxygéne.

Par ailleurs, dans les premiéres heures de culture. la demande en oxygéne est trés forte
(Figure 5.3, encadré pointillé et Annexe 2). Treat et ses collaborateurs!é?® ont montré une
augmentation notable de la production de protéines solubles durant cette période, a laquelle
pourrait étre reliée la forte demande d'O,, alors que Yokoi et coll.'™ ont relié la forte
consommation d'O, en début de culture a I'hydrolyse du saccharose. Globalement, toutes ces
observations peuvent étre assimilées a des manifestations du stress initial que représente le
changement subit de I’environnement des cellules : saccharose a hydrolyser, disponibilité des
hormones, des vitamines et des ions et, pour les cultures en flacons agités, forte concentration

d’oxygéne.

5.3.2 Taux spécifique de croissance et performance comparée

Les résultats présentés plus haut ne permettent pas de relier directement I’arrét de la proliféra-
tion cellulaire a la disponibilit¢ de I’oxygéne dans le milieu de culture. La concentration d’OD
peut cependant avoir eu un impact sur le comportement global des cultures, sur le taux
spécifique de croissance et, conséquemment, sur les taux d’utilisation de nutriments et les
manifestations de limitations nutritionnelles. Dans un contexte de culture en cuvée,
I’investigation de I’effet de la concentration d’OD sur la croissance de la biomasse peut fournir
des indications intéressantes au-deld de la détermination d’un seuil minimal de concentration

d’OD.dans le but d’améliorer les conditions de cultures.
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Figure 5.3 Concentration d’oxygeéne dissous, taux volumiques d’assimilation

d’oxygene et courbes de croissance dune culture en bioréacteur et de sa culture
contréle en flacon agité. Lignée VVG111, sc20, 50% d’OD et 60 a 100 rpm dans le
bioréacteur.
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5.3.2.1 Taux spécifique de croissance et concentration d’OD

L’effet apparent de la concentration d’oxygéne dissous sur les taux spécifiques movens de
croissance de la biomasse séche, -'IMS des cultures en cuvée effectuées selon le schéma
présenté au tableau 2.1 est représenté a la figure 5.4. Les résultats présentés incluent aussi les
taux spécifiques moyens de croissance de cinq cuvées répétées a 50% d’OD effectuées avec la
lignée VVGL11. et de leurs cultures témoins en flacons agités. Les résultats obtenus de ces cinq
répétitions permettent d’établir que lutilisation de différents inocula n'a pas une grande
incidence sur EMS lorsque la concentration d’OD est contrlée. Les variations du taux de
croissance associées aux changements dans les conditions d’oxygénation du milieu, conditions
qui varient aussi pour les cultures en flacons agités (Figures 4.4 et 5.3, Annexe 4), ne peuvent

donc étre totalement imputables a la variation des inocula.

Ainsi. sous un seuil de 50% d'OD. 'augmentation de la concentration d’OD a un effet
positif sur la croissance de la biomasse. Pour la série d’expérience effectuée, le taux spécifique
moyen de croissance de la biomasse séche semble progresser selon une cinétique de saturation
par rapport a la concentration d'OD maintenue dans les réacteurs. Une telle représentation de la
cinétique, décrite par I’équation :

h= b2 Q)

Kop +OD
impliquerait une constante de demi-saturation, Kop, de 10% d'0OD (0,025 mmol O, L"). Cette
valeur est plus faible que celle de 0,04 mmol O, L' évaluée par Tate et Payne '*’ pour des
cultures de C. roseus en supposant un équilibre entre le milieu et le gaz d’aération de
composition connue. Toutefois, avec des valeurs typiques d’OUR de 0,8 2 S mmol O-L"' h*
pour C. roseus a la fin de la phase exponentielle de croissance, ‘““**'*"1*%!% et yn k;a de 18 b’
dans les flacons agités utilisés dans leur étude, il est possible que ’approche expérimentale

employée par Tate et Payne '*’ consistant 4 contrdler la composition du gaz d’aération, ait
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Figure 5.4 Taux de croissance spécifique moyen,

Uy en fonction de la concentration d’oxygéne dissous
de cultures en bioréacteurs.

Symboles vides : lignées VV G105 et VVG12;

symboles pleins : portions en cuvée des cultures en réacteur
effectuées avec la lignée VV G111 ainsi que leurs cultures témoins
en flacons agités.

Courbe pointillée : cinétique de saturation (Kop = 10%,

Hmax = 0,28 I1); courbe hachurée : cinétique de saturation avec
inhibition par le substrat (Kop = 20%, Ki = 76%, pmax = 0,45 It'1)

donné lieu pour certaines conditions expérimentales a une limitation sévére en oxygene pouvant

btaiser leurs conclusions.

Parallélement, les données de viabilité recueillies ne permettent pas de relier la concentra-
tion d’OD a une tendance générale a la hausse ou a la baisse de la viabilité au cours des
cultures (Annexe 3, tableau A3.3 et figures indexées au tableau A3.1). La proportion des débris
cellulaires, évaluée sur la base du volume stratifié de la biomasse centrifugée pour I'évaluation
du PCV, n'a jamais dépassé 1a 2% du volume de la biomasse. La viabilit¢ de toutes les

cultures décrites au tableau 2.1 est demeurée élevée. Similairement au comportement de la



culture décrite par la figure 5.1, la valeur minimale de viabilité a été observée a I'inoculation et
était de 60% (Tableau A3.3). Pour toutes les cultures effectuées avec les lignée VVGI2 et
VVGI05, la viabilité moyenne a varié entre 89 et 97% (Annexe 3). Seules les viabilités des
cultures effectuées a une concentration d'OD de 10% ou de celle effectuée sans contrdle de la
concentration d'oxygéne et résultant en des concentrations d'OD demeurant sous 10%, ont
décliné de 20% au cours de la culture, y compnis pour les agrégats cellulaires de moins de
100 pm, indiquant qu'une concentration d'oxygéne dissous de 10% ou moins suffit 4 préserver
en grande partie la viabilité des cultures mais limite la croissance de la biomasse (Annexe 3.
figures A3.6 et A3.28). Cette observation suggére, comme les résultats publiés par Kessel et
Carr. ” qu’il existe une concentration d’OD létale, ici légérement sous 10%, au-dessous de

laquelle la viabilité des cellules est affectée.

La possibilit¢ d’une limitation interne en oxygéne dans les amas cellulaires ne peut
expliquer les ralentissements de croissance observés a faible concentration d’OD. En effet.
considérant un taux d’assimilation d’O; constant a ['intérieur de ’amas (réaction d’ordre 0) et
une limitation externe au transfert d’oxygéne découlant d’un gradient de vitesse nul entre les
amas et le liquide, deux hypothéses reproduisant des conditions extrémes. la résolution des
€quations de bilans de masse sur I’oxygéne a I'intérieur des amas cellulaires (Annexe 3) permet
d’exprimer la limite du diamétre d’un amas qui permet de maintenir une concentration critique
d’oxygene, OD,, fixée a 5% par rapport a la saturation, en fonction de la diffusivité de
I'oxygéne dans I’amas (assimilé & (Do, )esu puisque les membranes cellulaires n’offrent pas de
résistance a la diffusion de I’oxygéne); du taux spécifique moyen d’assimilation d’O, estimé sur
une base volumique, =0UR/(0,5- PCV), et de la concentration d’OD maintenue dans le milieu
de culture, OD. Ainsi, le diamétre limite des amas, Dy, pour lequel la concentration d’OD

demeure supérieure a la concentration critique est donné par :

2-D ;
Dy, =2{(OD-OD_, )————— (72)
OUR/0,5-PCV
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Pour les conditions observées aux cours des cultures, la limite calculée du diamétre moyen est
supérieure a 500 um, a I’exception d’une culture a 10% d’OD pour laquelle Dy, atteint 300 pm
(Figure 5.5), alors que les diamétres des amas sont majoritairement de I’ordre de 100 a 300 um
(Annexe 3). Ainsi, la variation observée des taux spécifiques moyens de croissance de la

biomasse en fonction de la concentration d’OD n’est pas causée par une limitation en oxygéne.

A des concentrations d'OD plus élevées que 50%, unc diminution des taux spécifiques
moyen de croissance accompagnée d’un brunissement des cultures ont été observés, contraire-
ment aux résultats obtenus en flacons agités par Tate et Payne'*” avec C. roseus en présence
d’une concentration d’O- dans la phase gazeuse allant jusqu'a 60% et correspondant a une
concentration d’OD de plus de 100% de saturation par rapport a I'air en tout temps. Ainsi. il
semble exister, pour V. vinifera et dans les conditions de cultures utilisées, une concentration

optimale d'OD favorisant la croissance autour de 50% d’OD.
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Figure 5.5 Limite de diamétre des amas cellulaires
pour une oxygénation adéquate selon la concentration
d’OD.

Lignées VV G105 et VVG12 confondues; symboles pleins :
milieu B5, symboles vides : milieu BSDN.
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Etant donné I'allure parabolique des résultats, il est difficile de représenter |’augmentation
et la diminution successive du taux spécifique de croissance de la biomasse avec ’0OD avec un

modéle standard d’inhibition par le substrat : '®°

1
H= Moy m . (73)
En effet, la faible quantité et la variabilité des résultats font en sorte que méme en imposant un
poids relatif aux résultats obtenus a 10 et 2 90%, une série de paramétres reliés peuvent assurer
une bonne représentation de I’allure des données. Il n’est donc pas certain qu’ils aient une
signification physique. Ainsi, nous avons arbitrairement choisi Kop de 1’ordre de 20% ce qui a
pour effet d’imposer un . (= 2-1(Kop)) élevé et une constante d’inhibition symétrique a la

constante de saturation par rapport a la concentration optimale d’OD.

Drailleurs, outre une hypothétique inhibition par le substrat lui-méme, plusieurs phénomeé-
nes ont pu contribuer a la diminution du taux spécifique moyen de croissance de la biomasse a

des concentrations d’OD plus grandes que 50%, observée a la figure 5.4.
a. Lyse cellulaire.

Cette diminution pourrait étre le reflet d’une distorsion causée par une lyse cellulaire
importante reliée au changement subit de composition du milieu, jumelé a une concentration
élevée d’OD en début de culture. Au début de la culture, cette lyse est difficile a quantifier
en utilisant les rapports de volume des strates de PCV (biomasse surmontée d’une couche
de debris) étant donné les faibles volumes de biomasse mesurés. Toutefois |’observation
microscopique des premiers échantillons des cultures a montré une quantité de débris
croissante avec la concentration d’OD, pour atteindre un niveau similaire a celui observé en

flacon agité (Chapitre 3).
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b. Toxicité potentielle.

La diminution observée de EMS pourrait aussi étre un effet indirect de I’oxydation de
composés présents dans la phase abiotique des cultures, provoquant le brunissement des

cultures et résultant en I’accumulation de composés potentiellement toxiques.
c. Cisaillement.

Le cisaillement induit par les variations de la vitesse d’agitation pourrait aussi expliquer la
diminution du taux spécifique moyen de croissance. Si c’est le cas, il semble toutefois que
sous 50% d’OD. l'augmentation du taux de croissance supplée Ieffet négatif de
I"augmentation progressive de la vitesse d’agitation jusqu’a un maximum de 95 rpm (pour
50% d’OD) au moment de la fin de la phase exponentielle de croissance. Par contre, a 70%
d'OD, on observe un taux de croissance spécifique moyen moindre qu’a 50% d’OD alors
qu'un taux d’assimilation d’O, élevé a forcé I'augmentation de la vitesse d’agitation a
100 rpm dés le deuxiéme jour de culture. Or, comme le montrait une étude préliminaire, ''®
une agitation & 100 rpm en début de culture, méme dans le HRI. a pu causer un stress

hydrodynamique suffisant pour provoquer la lyse d’une partie de la population cellulaire.
d. Epuisement ou niveau élevé de CO;.

Finalement, les conditions prévalant dans le réacteur HRI en termes de concentration de
CO- ne sont pas connues. Une augmentation du taux de production de CO. peut entrainer
une élévation de la concentration de CO, dans le milieu de culture comme, inversement,
"augmentation du taux de transfert de gaz par la variation de la vitesse d’agitation peut

provoquer un épuisement en CO,.

Les études recensées fournissent généralement des informations fragmentaires sur
Peffet de la concentration de CO, sur le comportement des cultures. Comme les sondes
actuellement disponibles pour mesurer la concentration de CO; dans la phase liquide n’ont

pas la fiabilité requise, les résultats publiés portent généralement sur I’effet d’une alimenta-



tion gazeuse enrichie en CO, sur la crois-
sance et la production de métabolites
secondaires. De plus, seules quelques
études ont été effectués en mesurant, ou
mieux en controlant, la concentration
d’OD.*"*"* Dans I’état actuel de la
littérature, les résultats rapportés tendent
généralement a montrer qu'un apport
externe de CO, a peu ou pas d’effet positif
sur la croissance7.8[.10l.ll4.137.157 blen qu»il
semble prévenir le brunissement des cultu-

res® et augmenter les rendements en

métabolites secondaires. **'**

La figure 5.6 présente les estimés des
concentrations calculées de CO, dans les
phases liquide et gazeuse correspondant
aux cultures présentées aux figures 5.1
et 5.3. Les estimations ont été faites sur la
base des taux volumiques d’assimilation
d’0. mesurés et en posant le coefficient
respiratoire €gal a 1. On constate que pour

les conditions d’opération du bioréacteur

149

0.010
O HRI=-2L
——Flacon
E
2 0.005
" &° e
0.000 1 PRI 1
1.5 +
T 10 + o} %0
& 0.5 é:bo o 0@@
S, =1
O_O"A...IL‘..l.L,.l "
8 1
‘s § +
g, 4+ ®
= I o)
2 —r—
T 0 cbﬂb‘gow)
° llllllllllllll
0 5 10 15 20
Temps [d]
Figure 5.6 Concentrations

calculées de CO; d'une culture en cuvée
en bioréacteur et de sa culture contréle
en flacon agité et incidence de la
variation du k.a dans le bioréacteur.
Lignée VV G111, sc20, 50% d'OD et 60 a
100 rpm dans le bioréacteur, RQ fixé a 1.

HRI utilisées lors de cette culture, la concentration de CO-, dans la phase gazeuse devrait

toujours étre inférieure a 0,8%, ce qui la situerait a la limite inférieure de la plage de con-

centration testée dans les expériences d’enrichissement en CO, de I’alimentation gazeuse

rapportées dans la littérature. Comme I’illustre aussi la figure 5.6, la variation de la concen-

tration de CO, dans la phase liquide du bioréacteur, bien qu’en partie causée par I’évolution

des taux d’assimilation d’O,, est surtout sensible aux changements du k;a estimé suite a
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I"augmentation de la vitesse d’agitation et a la diminution du volume de culture causée par

I’évaporation et I’échantillonnage.

Pour la portion opérée en cuvée des cinq cultures en bioréacteurs effectuées avec la
lignée VVGI111 a 50% d’OD, les concentrations calculées de CO, dans le milieu dépendent
des conditions d’alimentation gazeuses, du k;a et du volume de culture. Ainsi, les condi-
tions d’opération, dictées principalement par I’objectif de contrdle de la concentration
d’OD. font en sorte que les concentrations calculées de CO. dans la phase liquide fluctuent
surtout avec les variations de k.a, bien qu’elles demeurent dans une plage variant de 0,2 a
1,2 mmol CO, L™ avec des valeurs moyennes de 0.6 a 1,0 (Figure 5.7). Comme pour ces
cultures les taux spécifiques moyens de croissance sont similaires (Figure 5.4), les taux
spécifiques de croissance ne devraient donc pas avoir été influencés par les faibles varia-

tions calculées de concentration de CO,, dans le liquide. Pour leurs trois cultures témoins en
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Figure 5.7 Comparaison des estimés des concentrations de CO; dans les
phases gazeuse et liquide de cultures en bioréacteur et de cultures témoins en
flacons agités. Lignée cellulaire VV G111, trois cultures en flacons agités, une culture
compléte opérée en cuvée et quatre autres cultures en bioréacteur opéré en cuvée pour
une période de 6 a 8 jours en début de culture, RQ fixé a 1.



flacons agités, la concentration calculée de CO- que subissent les cellules fluctue d’environ
0.3 mmol CO2 L' pour chacune des expériences en réponse aux variations de I’OUR
(Figure 5.7). Dans ce cas, cette faible variation de concentration de CO: calculée pour les
flacons témoins ne peut expliquer des taux spécifiques moyens de croissance variant de
0.19 a2 0,30d" (Figure 5.4). Ces deux observations indiquent que les taux spécifiques
moyens de croissance devraient étre influencés par un autre paramétre de culture que la

concentration de CO,dans le milieu.

Dans les conditions d’opération utilisées, la faible capacité de transfert du réacteur HRI
fait en sorte que les concentrations de CO, dans les phases gazeuses et liquides sont similai-
res aux conditions prévalant dans les flacons agités témoins et n’ont pas occasionné un
épuisement en CO,, essentiel aux cellules végétales. Dans ces conditions. il est raisonnable
d’affirmer que les conditions de culture ne devraient pas non plus avoir occasionné

d’épuisement en un autre composé volatil mais soluble essentiel tel I’éthyléne.

Les différences entre les conditions de culture prévalant dans les bioréacteurs HRI utilisés
avec aération de surface uniquement et celles des flacons agités utilisé comme systeme de

culture témoin semblent donc surtout reliées a la concentration d’OD et au cisaillement subi.

5.3.2.2 Performance comparée des cultures

en bioréacteur et en flacons agités

En termes de production de biomasse, la littérature ne présente pas de résultats comparatifs de
cultures en bioréacteur et en flacon agité, ce dernier demeurant pourtant le systéme de culture
de référence. Une comparaison des indices de croissance, (x/xo)us, des cultures effectuées dans
les bioréacteurs HRI et de leurs cultures témoins en flacons agités montre cependant que pour
toutes les conditions d'oxygénation explorées, une production de biomasse égale ou supérieure
est obtenue dans les bioréacteurs (Figure 5.8). Ceci est particuliérement accentué lorsque
(x/xo)us atteint une valeur de 4 aprés environ 5 a 6 jours de culture. A ce moment, OUR atteint

un plafond et OD augmente dans les flacons agités (Figures 4.4 et 5.3). De plus, a la lumiére
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des courbes comparées d'oxygéne dissous en bioréacteur et en flacons agités (Figures 5.3), ces

résultats tendent a confirmer un effet négatif des hautes concentrations d'OD sur les cultures de

V. vinifera.

En résumé, les résultats présentés ici indiquent que, pour les cellules utilisées, les conditions

prévalant dans le réacteur & double ruban hélicoidal sont supérieures a celles des flacons pour la
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Figure 5.8 Comparaison des indices de croissance

des cultures en bioréacteur avec leur cultures témoins en
flacon agité.
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production de biomasse méme si les taux spécifiques moyens de croissance de la biomasse
séche pour la portion exponentielle des courbes de croissance sont influencés négativement par

les concentration d’OD trop faibles (~10% d’OD) ou trop élevées (~90% d’OD).

5.3.3 Concentration d'oxygéne dissous
et assimilation d'oxygeéene

Dans les sections précédentes, le plafonnement du nombre de cellules et I’inflexion de la courbe
de croissance de la biomasse séche ont été associés a I'observation d'un taux volumique
maximum d’assimilation d’O;, OUR.x. Parallélement, pour un éventail plus large de cultures
en cuvée pour lesquelles seules les données de biomasse séche sont disponibles, le taux

spécifique moyen de croissance de la biomasse semble varier avec la concentration d’OD.

Pour toutes ces cultures, la figure 5.9 montre, pour toutes les cuvées, une progression de

I"OUR mesuré similaire a celle illustrée a la figure 5.3: augmentation progressive de 'OUR,

VVG10S

OUR [mmol 0, L™

Figure 5.9 Progression des taux volumiques d’assimilation d'oxygéne dans le
temps selon la concentration d’oxygéne dissous de cultures en cuvée effectuées avec
les lignées VVG12 et VVG105



154

plafonnement plus ou moins prolongé et, lorsque les cultures ont été poursuivies suffisamment

longtemps pour l'observer. diminution du taux d’assimilation d’0O.. Afin de pouvoir présenter

ces informations sur une base comparable, les taux specifiques d’assimilation d’0-, q,, ont été

calculés.
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Figure 510  Comparaison des taux

spécifiques d’assimilation d'oxygéne d'une
culture en bioréacteur et de sa culture
contrile en flacon agité.

Lignée VV G111, sc20, 50% d’OD et 60 2 100
rpm dans le bioréacteur.

Pour la cuveée présentée plus haut. il

est possible de calculer ces taux
spécifiques en fonction de la biomasse
seche et du nombre de cellules. La
figure 5.10 présente la progression de
taux spécifique pour cette cuvée et sa
culture témoin en flacon agité. Si l'on
excepte les premicres heures de culture.
(Qo,)us reste stable ou augmente jusqu'a
un maximum pour ensuite diminuer pour
toutes les cultures effectuées. Similaire-
ment, les taux spécifiques d'assimilation
d'O. des cellules, (qq,)ccn, augmentent
régulicrement pendant 6 a 7 jours de
culture, plafonnent et diminuent vers le
treiziéme jour de culture, au moment ou le
milieu est épuisé en nitrate et que le
fructose reste la seule source d’hydrates
disponible

de carbone encore

(Figure 5.1).

Ces résultats reflétent un changement
dans l'activit¢ métabolique des cellules.
Comme il a été illustré au chapitre 3, en
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mettant en relation les comptes cellulaires et les changements dans les taux volumiques
d'assimilation d'oxygéne, l'inflexion des taux volumiques et spécifiques d'assimilation d'oxygéne
est reliée a une diminution de la capacité des cellules a proliférer. Compte tenu de la concentra-
tion d’OD de 50% maintenue dans le bioréacteur, il ne peut s'agir ici d'une limitation en
oxygeéne comme cela aurait pu étre le cas dans les flacons agités qui ne sont pas soumis a un
contréle de la concentration d'OD. Ainsi, l'inflexion des courbes de (qo)us et de (qgy)een
renforce I'hypothése faite plus haut d'une limitation nutritionnelle a la prolifération cellulaire.
De plus, pour la culture témoin en flacon agité, la disponibilité plus grande de I'oxygéne dans
les 5 a 6 premiers jours de culture comparativement a 50% d’OD dans la culture correspon-
dante en bioréacteur (Figure 5.3), se traduit par des taux spécifiques d'assimilation d'O, plus

élevés dans les flacons agités.

Méme en interprétant avec prudence les résultats issus des cultures a 10% d’OD, les
courbes de progression de (qp,)ms dans le temps et en fonction de la concentration d'OD,

présentées a la figure 5.11 pour toutes les cultures en bioréacteurs, confirment que les taux
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Figure 5.11  Progression des taux spécifiques d’assimilation d'oxygéne dans
le temps selon la concentration d’oxygéne dissous de cultures en cuvée de
cellules des lignées VVG12 et VVG105 dans le milieu B5.



la période ou la croissance cellulaire n'est pas limitée, les taux spécifiques d'assimilation d'O-
maximaux varient de 0,1 mmol O.g"' MS h"' 4 10% d'OD jusqu'a 0,3 mmol O, g’ MSh" a
70% OD. Comme l'illustre la figure 5.12, en présentant la progression historique des taux
spécifiques d’assimilation d’O, suivant le nombre de repiquage subi, ces comportements ne
découlent pas d'une sélection des cellules a haut taux de croissance souvent observée aprés
nombre de sous-cultures. Le taux spécifique minimal d’assimilation d’0, observé en fin de
culture est de ’ordre de 0,04 mmol O- (g MS h)"' (Annexe 3, figures indexées au tableau A3.1).

Plus globalement, la figure 5.13 illustre la tendance observée sur les variations des taux
spécifiques d'assimilation d'O, dans la phase de prolifération cellulaire pour deux lignées et
deux milieux de culture en fonction de la concentration d'OD. Les taux spécifiques
d’assimilation d’O- augmentent avec la concentration d’OD similairement a ce qu’a observé
Haigh en mesurant la progression des taux spécifiques d’assimilation d’O, dans des flacons
agités munis de bouchons étanches, avec la concentration résiduelle d’OD dans la téte du
flacon. celleci évoluant de 31 % a 0 % d’OD.*® Comme pour le taux spécifique moyen de
croissance de la biomasse séche caractérisant cette période (Figure 5.4), une concentration
d'OD élevée a un effet négatif sur la respiration. Méme s’il a été suggéré que ces effets négatifs

'57 il est intéressant de noter que les taux d'assimilation d'O, demeurent

varient selon les espéces,
élevés a 70% d'OD alors que les taux spécifiques moyens de croissance de la biomasse sont

plus faibles qu'a 50% d'OD (Figure 5.4).

On peut tenter une analyse similaire sur les données tirées d’une étude récente effectuce
avec des cellules de N. rabacum par 1’équipe de Ho et coll. * Ces chercheurs ont effectués un
suivi de la biomasse séche, de la viabilité, du kia et du taux volumique de respiration de culture
en cuvée effectuées dans un bioréacteur agité i quatre vitesses de rotation au moyen d’hélice
marine et aéré avec de I’air a un taux unitaire constant de 0.43 vvm. Leurs résultats montrent
bien une perte de viabilité ainsi qu’une diminution du taux spécifique global de croissance de la
biomasse et de la quantité maximale de biomasse produite qui semble reliée a I’augmentation de

I’agitation mécanique dans le réacteur. Une représentation graphique de la progression de
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Figure 5.12  Progression des taux spécifiques
d’assimilation d'oxygéne dans le temps selon l'histoire
des inocula de cultures en cuvée de cellules de la lignée
VVG12.
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Figure 5.13  Variation des taux spécifiques d’'assimi-
lation d'O, avec la concentration d'O, avant la
manifestation d’'une limitation nutritionnelle.



I’OUR en fonction du temps et de la
concentration d’OD (évaluées a partir
de leurs données)* montre que I’OUR
décroit en fonction de la vitesse
d"agitation mais aussi en fonction de la
d’0D

concentration résultante

(Figure 5.14) contrairement a nos

résultats (Figure 5.9).

Toutefois. la concentration de
biomasse séeche wviable décroit

relativement plus rapidement avec la
vitesse d’agitation que I’OUR; comme
Iillustre la figure 5.15, il s’ensuit que
les taux spécifiques d’assimilation

d’0.. (go,)ms, tendent tout de méme a
augmenter au dela de 80% d’OD. Ce
pourrait étre un effet de I’augmentation
de la concentration d’OD comme une
réaction des cultures au stress mécanique
subi. Dans les conditions expérimentales
utilisées, ces résultats, qui figurent parmi
les seules études pour lesquelles des
données comparables aux nétres sont
disponibles, ne permettent pas de
dissocier I"effet de la concentration d’OD
de celui de I’augmentation de la vitesse

d’agitation.

-1 -
OUR [mmol 0, L  h )

Figure 5.14

Progression des taux
volumiques d’assimilation d'oxygéne dans le
temps selon la concentration d’oxygéne
dissous de cultures de N. tabacum en
bioréacteur agité mécaniquement a quatre
vitesses d'agitation. D’aprés Ho et coll. 54
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Figure 5.15  Variation des taux spécifiques
il P

d’assimilation d'O, avec la concentration
d’'O, avant l'observation de OUR max de
cultures de N. tabacum en bioréacteur agité
mécaniquement a quatre vitesses d’agitation.
D’aprés Ho et coll. 64
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Pour les cultures effectuées avec la lignées VVGI12 dans les milieux BS et BSDN, les
prédictions de concentration de CO, dans la téte du bioréacteur HRI et dans le milieu sont
similaires a celles présentées plus haut (Figure 5.16). Les pressions partielles de CO, dans la
phase gazeuse suivent grossiérement I’allure des courbes correspondantes de OUR (Figure 5.9).
Pour les raisons évoquées a la section 5.3.2.1 (page 159), la concentration calculée de CO- dans

la phase liquide a beaucoup fluctué.

On ne peut toutefois établir une relation claire entre la vaniation des taux de croissance
selon la concentration d’OD maintenue dans le réacteur (Figure 5.4) et les concentrations
calculées de CO: dans le liquide induites par les actions de contrdle de ’OD (Figure 5.16).
Ainsi, dans la phase exponentielle de croissance de la biomasse, pour les cultures effectuées a
10 et 40% d’OD auxquelles correspondent les taux spécifiques de croissances minimaux et
maximaux observés, les concentrations de CO, dans le liquide varient de 0,2 4 0,7 mM CO-
alors qu'a I'exception de la culture effectuée a 70% d’OD, elles ont varié entre 0,5 et

1.4 mM CO;, pour toutes les autres cultures. La culture effectuée a 70% d’OD, elle, présente
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30% 0D v T
40% OD O . - 2.5
0.015 50% 0D O . +
. 70-40% 0D © -+ 20 ¥
3 . 90% 00 © ¢ 1 E
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Figure5.16  Estimés des concentrations de CO: dans les phases gazeuse et
liquide des cultures en bioréacteur effectuées a diverses concentrations d’OD
avec la lignée VVG12.
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une pression partielle calculée de CO, plus élevées que dans les autres cultures, atteignant
0,015 atm a laquelle correspond une concentration en CO-, de 2,5 mM dans le milieu de culture.
Il est possible que cette concentration plus grande de CO, ait inhibé la croissance expliquant
ainsi que I’on observe une augmentation du taux spécifique de respiration et une diminution du
taux spécifique de croissance moven a 70% par rapport aux cultures effectuées a 50%
(Figures 5.4 et 5.13). Seules des études spécifiques avec contrdle de la concentration de CO-

pourraient €clairer cette question.

Par ailleurs, si I'effet négatif d'une concentration élevée d'OD sur la croissance est relié a
une oxydation de composés présents dans la phase abiotique des cultures, il s'avére que cet
environnement provoque une dépense émergétique élevée. Dans ce contexte, il aurait été
intéressant de pouvoir comparer pour ces conditions les rendements apparents en biomasse sur
les hydrates de carbones. On peut toutefois d'ors et déja conclure que chez V. vinifera les taux
specifiques d'assimilation d'oxygéne dissous sont affectés par la concentration d'oxygéne

dissous présent dans le milieu de culture.

5.3.4 Rendements

Les rendements apparents en biomasse séche sur les principaux ions mesurés dépendent
fortement de la masse atteinte par la biomasse en fin de culture. Dans des conditions adéquates
d’oxygénation, la masse séche est clairement reliée a la consommation des hydrates de carbone
puisqu'ils constituent I'élément principal du milieu de culture et que la proportion d’élément
carbone dans la composition des cellules végétales cultivées in vitro est de 'ordre de 40% en
masse, comparativement a 8% pour ’azote. '**'®® Les rendements apparents en biomasse sont
donc régis par les voies métaboliques utilisées pour ’assimilation des hydrates de carbone : soit
pour la dégradation des sources de carbone en énergie, soit pour leur intégration a la biomasse

comme constituant cellulaire ou comme réserve d'hydrates de carbones.

Une incursion dans les résultats des cuvées alimentées présentées au chapitre 6 (et a

I’annexe 4) permet d’évaluer la vanabilité associée aux estimés de productivité en biomasse sur
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Figure 5.17  Production de biomasse par unité de
nutriment consommé a OURmax de cing cultures en
bioréacteur contrélées a 50% d’OD, effectuées avec la
lignée VVG111.

la portion des cultures opérée en cuvée a 50% d’OD. Les résultats illustrés a la figure 5.17
montrent en effet des écarts-types importants : 1,5 g MS mmol” pour Yst /po, > 1,0 pour
Yy, s/NH,: 0.12pour Y, No, et 0,1gMSg’ pour Yy, cHo. Ces variations sont
attribuables aux erreurs relatives sur les mesures de concentration de biomasse et de nutriments.
mais aussi a la qualité de I'inoculum, 4 la grosseur des agrégats cellulaires et, possiblement, a
I'évolution du comportement de la lignée cellulaire avec le nombre de sous-cultures subies. La
variance associée a ces estimés accentuent donc les difficultés reliées a I’interprétation des

rendements en biomasse séche.

Malgré cette réserve importante, les rendements globaux en biomasse séche sur les ions
ammonium, phosphate et nitrate ainsi que sur les hydrates de carbones sont présentés au

tableau 5.1, pour toutes les conditions de cultures. De plus, pour compléter l'information dans le
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sens proposé au chapitre 3 d'une modification du métabolisme au moment ou le taux volumique

de respiration maximal est observe, les productions de biomasse séche par unité de nutriments

consommes au moment de cet événement sont aussi présentés au tableau 5.2.

Tableau 5.1 Rendements globaux des cultures en cuvée en bioréacteurs.
Ligné Milieu d D HRI
1gnee cuj:‘:ree 0 Y‘/mu me‘ was ch,,o
VVG % g MS mmo!"! g MS mmol! g MS mmol! gMSg!
105 BS 10 10 4.5 7.6 0.45 0.38
105 BS 30 9 5,0 9.4 041 0.38
105 Bj5 50 11 7.8 13 0.49 0.38
12 B5SDN 10 I3 3.8 8.2 0.37 ND
12 B5DN 30 16 4,7 6.8 0.58 ND
12 B5DN 704440 15 3.7 6.4 0.32 ND
12 B5DN 41 18 6.5 ND 0,92 ND
12 BSDN 50 17 8.8 14 0.95 ND
12 BSDN 90 12 4.1 10 0.84 ND
12 BS 20 20 ND ND 0.49 ND
12 BS 50 21 ND ND 0,58 ND
12 BS 70 22 ND ND 0,32 ND
ND
109 B5QN 54 24 2.8 ND ND
109 B5QN 60 25 3.1 5.7 0.70 ND
109 BSON NC 26 1.3 ND ND ND
111 BS 50 28 8.2 11 0.39 0.41
CH,O: Hydrates de carbone BS: BSNA, 2K 1(3% Saccharose)
nd: non disponible BS DN B5(12,5mM KNOs)
B5 QN B5(6,25mM KNO»)

= _ (Xﬁnal -xo)Ms

=TT 1

ou

(xmax _xO )MS

[L-[1_

représente le rendement global
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Tableau5.2 Production de biomasse séche par unité de nutriment consommé des
cultures en cuvée en bioréacteurs, évaluée au moment ot OUR est

maximal .
Lignée Milieude OD  HRI (A Xy l [Ax“ l (A Xus l [ AXps l
culture N A DO ANO ACHO
A NH, — A PO, —_ A NO, _ ACHO R,
VVG % g mmol! g mmol"! g mmol-! gg'
105 BS5 10 10 3.6 6.1 0.50 0.36
105 BS 30 9 4.6 8.6 0.47 0,40
105 BS 50 8 5.5 8.8 0.54 0.44
12 B5 DN 10 13 3.8 8,2 0.37 ND
12 BS DN 30 16 2,7 3.9 0,76
12 B5DN 70440 15 3,7 6.4 0.32 ND
12 B5 DN 41 18 3.2 ND 0.45 ND
12 B5 DN 50 17 5.1 7.5 0.39 ND
12 B5 DN 90 12 1.8 4.8 0.48 ND
12 BS 20 20 ND ND 0.49 ND
12 BS5 50 21 ND ND 0.58 ND
12 BS 70 22 ND ND 0.32 ND
ND
109 B5 QN 54 24 2,8 ND ND
109 B5 QN 60 25 3.1 5,7 0.70 ND
109 B5 QN NC 26 1.3 ND ND ND
1991 BS 50 27 2.1 3.7 0.37 0,29
111 BS 50 28 3.1 4.3 0.30 0.56
111 BS 50 30 48 7.4 0.62 0,46
111 BS5 50 31 2,7 5.7 0,45 0.35
111 B5 50 32 3,9 6.6 0,37 0.40
CH,O: Hydrates de carbone BS: B5NA 1K, 1(3% Saccharose)
nd: non disponible BS DN B5(12,5mM KNOy)

B5 QN B5(6,25mM KNO»)

Xour,, — %o Xour,, — %o

oU ~————— selonlecas
[ ]o -0

(Axﬁ

Al ])m_ -1 Tow
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5.3.4.1 Hydrates de carbone

Malgré un nombre limité de données sur la consommation d’hydrates de carbone, il est
intéressant de noter que pour la série de cultures effectuées avec la lignée VVGI0S, les
rendements globaux en biomasse sont constants (Tableau 5.1) alors que les taux spécifiques de
croissance et d’assimilation d’O,, évalués sur une base séche, augmentent avec la concentration
d’OD (Figures 5.9 et 5.13). Cela confirme que les cultures étant limitées par un autre
nutriment, les hydrates de carbone déterminent la concentration finale de biomasse sans affecter

le taux de croissance. *

Les expéniences en flacons analysées au chapitre 3 ont montré qu ‘entre le début des cultures
et le moment ou le taux volumique d'assimilation d'oxygéne atteint un maximum, la croissance
de la biomasse refléte la prolifération cellulaire. En bioréacteur. pour la méme portion des
cultures. la production de biomasse par unité d’hydrates de carbone ou d’ion nitrate consommée
a peu varié avec les conditions d’oxygénation du milieu compte tenu de la variabilité des

mesures (Figure 5.18 et Tableau 5.2) si bien qu’il est difficile de conclure quant aux relations

—~ 10.0 20 — 08 T
=z + I o I o 2
z -+ -+ a . z o
's 75 F 4 15'3 T o6 '57a
E I T E T E n
E 4 I 13 I E =
2 s5o0-1- I -~10 % -04 2=
ERNE % $ I = I =
éz‘ 2.5 € T S 2’ T 0.2 3()"é;
N T T 3, T ~ 4
3 T e I L l 4 L L l 1 1 l . l i l J;l i 3
4 0.0 ———————— ° g - 0.0 g
o O 20 40 60 8 100 g O 20 40 60 80 100 o
00 [Zsaturation] 0D (% saturation)

Figure 5.18  Production de biomasse par unité de nutriment consommé en
fonction des conditions d’oxygénation du milieu de culture pour la lignée
VVG105.
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entre la concentration d’OD, la consommation
de ces nutriments et |’augmentation de la
concentration de biomasse ou la prolifération

cellulaire.

Pendant la méme période, le rendement
apparent en biomasse sur les hydrates de
carbone é€tait cependant plus élevé qu’aprés que
OUR. ait été¢ observé (Figure 5.19). Le
glucose étant consommé préférentiellement au
fructose par les cellules de V. vinifera
(Figures 4.2 et 5.1), il est possible que cette
observation soit le reflet d'un rendement
différent pour chacune de ces sources de
carbone.

d'hydrates de

Les mesures de concentrations

carbones disponibles ne
permettent cependant pas de quantifier deux

rendements avec précision.

L’observation de [’augmentation (non
mesurée) de la viscosité du milieu en fin de
culture, la présence d’un giteau visqueux apres
une seconde filtration du muilieu sur des filtres
d’une porosité de 0,2 um et la formation d’un
gel lors de la congélation des échantillons de
milieu sont la conséquence d’une production de
biopolyméres ou de protéines extracellulaires
qui devraient avoir un effet négatif sur les

rendements en biomasse. Il est aussi plausible
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qu'une limitation nutritionnelle ayant provoqué le ralentissement de la prolifération cellulaire, la
constitution de réserves intracellulaires des éléments nutritifs encore présents dans le milieu
extracellulaire devienne I'activité métabolique ayant la plus grande influence sur 'augmentation
de la masse séche. L'augmentation de la masse spécifique des cellules en fin de culture refléte ce
grossissement des cellules (Figure 3.1 et Annexe 2), et le rendement apparent en biomasse sur
les hydrates de carbones (ici, le fructose comme source résiduelle d’hydrates de carbone)
pourrait ne pas étre le méme pendant cette seconde moitié de la culture, de méme, probable-

ment, que le coefficient respiratoire.

Les valeurs moyennes de la quantité d’hydrates de carbone que les cellules utilisent pour
fabriquer des composés extracellulaires carbonés peuvent étre estimées pour les trois cultures
en bioréacteur de VVGI105 sur la base du bilan de masse sur le carbone et du coefficient
respiratoire moyen, R_Q généralement observé pour les cultures de cellules végétales. En effet,
connaissant la quantité d’hydrates de carbones consommés, posant un contenu en carbone de la
biomasse, g C (g MS)", variant de 35% a 41%, "*'%® et un coefficient respiratoire moyen de
1,15."*" et sommant sur toute la durée de la culture la quantit¢ d’oxygene totale consommeée, il
est possible d’estimer la proportion d’hydrates de carbone qui a été utilisée pour produire des
polysaccharides extracellulaires, g Ceuncen/g C-CH:0, ou la quantité relative de composés
extracellulaires de composition moyenne similaire a4 celle de la biomasse produite,**

8 Cearaceit /8 Cprocun, par les relations :

A CHO'ZCOmemn _(AX'%)

C
extracell. = Lo et (74)
C-CH,0 ACHO
t
ACHO- Y’ CO3 proaus — (AX - S5
C:xn'accll - to (75)

Corodur N
produt ACHO- )" €O progu

to

ou



ico

to

167

2 proaue = RQ- X(OUR, -V, )at, (76)

Une approximation de I’erreur sur ces estimés a été faite en considérant des contributions de

I'erreur de mesure sur le volume initial de culture, sur les quantités de biomasse produite et

d’hydrates de carbone consommés de SOmL, 1 gL" et | g L respectivement, et d’une erreur

de 5% sur I’assimilation globale d’O,.

Ainsi estimés, les proportions d’hydrates de carbones utilisés pour la production de

composés extracellulaires et la proportion de ces composés par rapport au total des composés

organiques produits, sont présentés au tableau 5.3. On peut v constater que le pourcentage

d’hydrates de carbone servant de base a la production de composés extracellulaires diminue

Tableau 5.3 Variation de la proportion d’hydrates de carbone utilisés pour la

production de composés extracellulaires et du ratio de ces compo-
sés par rapport a la biomasse séche produite en fonction de la con-
centration d’OD, au moment ou OUR atteint son maximum et en

fin de culture.
to — toURmax to —> tanal
oD 8 Coxtraceit ab| BCoacel ac A Xyps B8Cexmacel ap| BCexwacell ac 1, Yoo
gC-CH,0 8C rodun ACHO | | 8C-CH,0 8Corodus
10% 0,54-0,49 0,65-0,59 0,36 0,50-0,44 0,61-0,54 0,38
(£0,07) (£0,08) (£0,06) (£0.07)
30% 0,35-0,28 0.46-0,37 0,40 0.40-0,34 0,56-0.48 0,38
(0,08) 0.11) (=0.05) (0,07)
50% 0.30-0,23 0,43-0,34 0.44 0,28-0.23 0,47-0,38 0.38
(%0,07) (z0,11) (z0.05) (0,08)

valeurs estimées pour une composition en carbone variant entre 35 et 41% en masse

b proportion des hydrates de carbone utilisés pour la production de composés extracellulaires

¢ ratio des composés extracellulaires produits (polysaccharides, protéines, débris; de composition
similaire a celle de la biomasse) par rapport au total des produits carbonés

Lignée VVG105; Milieu BS, HRI 5-L
CoefFicient respiratoire moyen égal 4 1,15
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lorsque la concentration d’OD maintenue dans le bioréacteur augmente comme le laissaient
d’ailleurs présager la progression globale des OUR mesurés en fonction de la concentration
d’OD (Figure 5.9) jumelée aux rendements apparents et a la productivité en biomasse sur les

hyvdrates de carbone (Tableaux 5.1 et 5.2),.

Comparées sur la base de la proportion de composés extracellulaires qui devrait étre
présente dans le milieu de culture sous forme de polysaccharides, de protéines ou de débris
cellulaires. il semble que les conditions d’oxygénation du milieu de culture influencent
grandement le comportement des cultures (Tableau 5.3). Ainsi, a4 une concentration d’OD de
10% et en faisant I’hypothése d’un coefficient respiratoire moyen égal a 1.15. la proportion de
composés extracellulaires produits dépasserait 50% en fin de culture, excédant ainsi la quantité
de biomasse récoltée. Comme a 10% d’OD la vitesse d’agitation a toujours été maintenue a
60 rpm (Annexe 3), cette plus grande proportion estimée de composés extracellulaires ne
devrait pas provenir d’un bris des cellules causé par I’agitation. Pour expliquer les résultats de
ces calculs avant comme aprés qu'OURmax soit atteint, il faut qu’une lyse cellulaire plus
importante résulte des faibles concentrations d’OD, que la formation de composés extracellulai-
res soit favorisée au détriment de la croissance de la biomasse a faible concentration d’OD. ou
que le coefficient respiratoire moyen, R_Q varie avec la concentration d’OD maintenue dans le

réacteur.
5.3.4.2 lons ammonium, nitrate et phosphate

En flacons agités, la production de biomasse par unité d’ions NH, et PO, au moment ou le taux
volumique d’assimilation d’O, est maximal, était constante d'une cuvée a l'autre (chapitre 3).
Pour les cultures en bioréacteur, les productivités en biomasse & OUR,,., semblent plutdt

augmenter avec la concentration d'OD (Tableau 5.2).

Pour la lignée VVGIO05, les hydrates de carbone ne sont pas entiérement consommés
lorsque la concentration de biomasse atteint son maximum alors que les rendements globaux en

biomasse sur les hydrates de carbone sont constants. L’épuisement hitif des ions NH, et PO,
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fait donc en sorte que le rendement global en biomasse séche sur ces ions (Tableau 5.1) a varié

avec la concentration d’oxygéne dissous maintenue dans le milieu de culture de fagon analogue

au taux spécifique de croissance de la biomasse séche (Figure 5.4). Cette tendance est aussi

observée avec les lignées VVGI2 et VVG109 et confirme une limitation nutritionnelle causée

par un autre constituant du milieu que les hydrates de carbone.

Comme il a été évoqué plus haut, le pH et
la conductivité du milieu de culture reflétent
l'assimilation rapide de l'ion ammonium pour
l'un et l'assimilation de l'ion prépondérant, le
NO;, pour l'autre (Figure 5.2). comme pour les
cultures en flacons agités (Figure 3.2). Dans les
conditions de culture testées, la concentration
en biomasse séche des cultures effectuées dans
un milieu appauvri en NO; continue d'augmen-
ter aprés la consommation compléte de l'ion
NO; jusqu’a I’épuisement complet des hydrates
de carbone. Les rendements apparents en
biomasse séche sur l'ion NO; varient avec les
conditions de culture (Figure 5.20). Dans la
plage de concentration initiale de NO; utilisée,
ces résultats confirment que la production totale

de biomasse dépend d'un autre nutriment et
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Figure 5.20  Rendements apparents

en biomasse séche sur l'ion NO3 en
fonction des conditions d'oxygénation
et de la composition du milieu de
culture pour les lignées VVG105 et
VVG12.

*: consommation compléte du NO; avant
I'arrét de I'augmentation de la biomasse;
O: VVGI105, B5; 0: VVGI2, B5; V:
VVGI12, BSDN; A: VVG12, BSQN

pourrait varier avec la concentration d'OD. L’incertitude sur les rendements apparents en

biomasse et la poursuite de la croissance aprés I’épuisement des ions NO; limitent la fiabilité

des estimés en ligne la concentration en biomasse séche basés sur les mesures de conductivi-

té. 116,163
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Bien que I'on ait observé un net ralentissement de la prolifération cellulaire avant I’arrét de
croissance de la biomasse, il est impossible d’associer directement cette limitation de la
prolifération cellulaire 4 I’épuisement d’un constituant du milieu, entre les ions ammonium.
phosphate ou un autre constituant du milieu non mesuré a partir de données de consommation et
de croissance présentées ici. Par contre, il semble que la concentration d'oxygéne dissous
influence Ia production de biomasse, et ce notamment si l'on considére la période pendant
laquelle le taux volumique d'assimilation d'oxygéne croit et ou la croissance de la biomasse et

des cellules s’effectue en paraliéle.

5.3.5 Analyse préliminaire de la production d'anthocyanes

Bien que les objectifs de ce doctorat soient concentrés sur la phase de croissance de la biomasse
et que nous n’ayons pas travaillé en réacteur avec un milieu de production. il est intéressant de
vérifier I'influence de la concentration d’oxygéne dissous sur la production des anthocyanes
dans le milieu de prolifération B5 standard et dans un milieu BS appauvri en nitrates. Les
milieux appauvris en NO; favorisent I'accumulation d'anthocyanes chez V. vinifera.®
L’épuisement de la derniére source d’azote du milieu de culture avant celui des hydrates de
carbone empécherait la formation d’acides aminés comme réserve d’azote' faisant ainsi
bifurquer les voies de synthése vers la production d’anthocyanes, qui constitue, pour le systéme

naturel des raisins, une réserve d’hydrates de carbone.

Comparativement au milieu B5 standard, des concentrations accrues d’anthocyanes ont été
obtenues avec la lignée VVGI12 cultivée dans le milieu B5SDN. Les concentrations finales
obtenues sont en effet passées de 200 mg L' d’anthocyanes dans le milieu de prolifération
BS5 standard, 4 250 mg L dans le milies BSDN pour des concentrations similaires d’OD
(Annexe 3).

Les taux volumiques de production d'anthocyanes ont progressé avec la concentration d'OD

(Tableau 5.4). De plus, les cultures en bioréacteur effectuées a une concentration d’OD
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supérieure a 40% ont un rendement en anthocyanes sur la quantité d’hydrates de carbone

consommes plus élevé que les cultures témoins en flacons agités.

La seule étude portant directement sur I’effet de I'oxygéne dissous sur la production
d’anthocyanes présente des résultats concordants. En effet, Zhong et ses collaborateurs, '®
cultivant des cellules de Perilla frutescens dans un réacteur agité mécaniquement et sans apport
de lumiére, ont montré qu’une augmentation du k;a de 10 a 15 h”', provoquée par une variation
du débit gazeux, résulte en une augmentation de 300% de la productivité en anthocyanes
(g Acy (L d)"), sans occasionner d'effet notable sur la croissance de la biomasse. Leurs
résultats montrent qu’une augmentation de la capacité de transfert d oxygéne a un effet sur la

productivité similaire a celui de I'illumination des cultures. Par contre, une plus forte

Tableau 5.4 Relation entre la concentration d'OD, le
rendement en anthocyanes sur les hydrates
de carbone consommeés et la productivité
d'anthocyanes de cuvées effectuées dans le

milieu BSDN.
DO Yacy/cH,0 ;Acy
[%] [mg g'] [mgL"'d"]

10 2,1 7.1
30 49 11
706440 6,7° 17
40 9,0* 22
50 8,1 20
902 9,8%* 24
flacons agités 4,2° 15

Lignée cellulaire: VVGI12 sc57, sc58 et sc60.
Milieu de culture: B5(12.5 mM KNO3)
* significativement différent de la cuvée a 10%
® significativement différent des flacons agités
(Test de Duncan, erreur standard de I'échantillon complet)®’
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augmentation du débit de gaz, correspondant a un kea de 23 h”', ou une augmentation du k.a a
15 h™' conjuguée a une illumination de la culture ont un effet moins prononcé. I’augmentation de
productivité étant limitée a 200% et a 160%, respectivement. Dans une communication
subséquente, ces mémes auteurs rapportent des productivités en anthocyanes similaires et des
rendements constants en variant la vitesse d’agitation tant que le taux de cisaillement moven
résultant est inférieur 4 28 s, tout en contrélant la concentration d’OD i 80%. '*' Dans ces
deux séries d’expériences, I’enlévement du CO- ou le cisaillement induit par un débit ou une

vitesse d’agitation élevé ont pu causer les contre-performances rapportées.

Dans ce contexte, comme c’est souvent le cas dans le domaine de la culture des cellules
végétales, les résultats obtenus ne sont pas directement comparables. Pour les cultures de
V. vinifera présentées ici, I'augmentation de la concentration d’OD est reliée a une faible
augmentation de la vitesse d’agitation. En particulier, la cuvée a 90% d’OD a été faite a vitesse
d’agitation constante étant donné les faibles taux spécifiques de croissance et d’assimilation
d’oxygene. Ainsi, contrairement a ce qui peut étre déduit des résultats de Zhong rapportés plus

haut, le taux de production moyen augmente avec la concentration de 1’OD.

Une analyse qualitative des courbes de concentration d’anthocyanes selon la concentration
d’0OD maintenue dans le milieu, faite en paralléle avec les courbes de consommation de
nutriments, permet de tirer quelques informations supplémentaires intéressantes concernant

I'effet de la concentration d’OD sur la production d’anthocyanes.

En effet, ’augmentation de la production d’anthocyanes avec la concentration d’OD ainsi
que I’augmentation rapide de la concentration de la biomasse séche dans les sept premiers jours
de culture, se reflétent dans les courbes d’accumulation moyenne d’anthocyanes dans la
biomasse séche, YAcy/st , confectionnées a partir des résultats colligés a 1’Annexe 3

(Figure 5.21). Pour toutes les concentrations d’OD testées, le contenu moyen en anthocyanes
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diminue aprés I'inoculation jusqu’a un moment coincidant avec ’épuisement du milieu de
culture en ion ammonium (Figure 5.21, trait a). A I’exception de la culture effectuée a 10%
d’OD, pour laquelle la production d’anthocyanes diminue au cours de la culture, I’augmentation
du contenu moyen en anthocyanes se poursuit malgré I’épuisement des ions phosphate
(Figure 5.21, trait b) mais atteint son maximum avant l'épuisement des ions nitrate ou
I"observation d’un taux spécifique d’assimilation d’oxygéne maximal (Figure 5.21, trait c).
Apres ce moment, les relevés visuels de la pigmentation des cellules (Annexe 3) ne permettent
pas d’affirmer si I'augmentation de la production d’anthocyanes est attribuable a une

augmentation de la pigmentation des cellules productrices ou au grossissement de la biomasse

40
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Figure 521  Production spécifique d’anthocyanes en
fonction du temps pour des cultures en cuvée a différentes
concentrations d’'OD. Cellules VVG12, milieu de culture BSDN,
tllumination constante; trait a : épuisement du NHy; trait b :
épuisement du POy; trait ¢ : observation de (4,)\sq maximal
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(30 a 50% d’OD), *" ou encore 4 une augmentation du nombre de cellules productrices (90%
gm

d’OD) comme le montrent les résultats de Cormier et coll. ¥

Des estimés des taux spécifiques de production d’anthocyanes sont présentés a la
figure 5.22. Ils ont été évalués pour chaque échantillon sur la base du taux volumique de
production évalué par différence avant et de la concentration mesurée de biomasse. Les courbes
montrent une augmentation rapide du taux spécifique de production suite a I'inoculation qui
peut étre attribuée 4 la disponibilité des nutriments comme aux stress associés a I’inoculation.
Rapidement, entre le moment ou les ions NH, et PO, sont épuisés (Figure 5.22. trait a), les taux
spécifiques de production d’anthocyanes diminuent progressivement jusqu'au moment ou on
observe un coefficient spécifique d’assimilation d’0. maximal a des valeurs s approchant de
zéro (Figure 5.22, trait c). Aprés ce moment, les taux spécifiques de production réaugmentent

alors que la prolifération cellulaire devrait avoir ralenti significativement.

A la lumiére des taux spécifiques de production, I’analyse des courbes de production
d’anthocyanes, présentées a la figure 5.23, montre que, dans le milieu de croissance modifié,
I"augmentation de la productivité des anthocyanes semble étre reliée a la capacité d’accumuler
des anthocyanes de fagon plus soutenue dans les cultures a haute concentration d’OD. Ainsi. a
90% d’OD, I"augmentation du taux spécifique de production d’anthocyanes est clairement plus
lente que dans les cultures effectuées autour de 50% d’OD, et se prolonge sur une période de
quatre jours. Cette période correspond grossiérement au temps requis pour d’assimilation
compléte des ions phosphates, particuliérement lente 2 90% d’OD. Ainsi, malgré la faiblesse du
taux de croissance spécifique pour la culture 2 90% d’OD, le taux spécifique de production plus
¢levé entre les quatriéme et septiéme jours de culture résulte en un taux volumique de

production d’anthocyanes plus important.
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5.4 CONCLUSION

L’objectif de cette recherche était d’obtenir rapidement, lors de I’étape de croissance du
bioprocédé, une biomasse de qualité. Or, les indices de croissance de la biomasse des cultures
en bioréacteurs HRI effectuées avec contréle de la concentration d'OD étaient égaux ou
supérieurs a ceux obtenus dans les flacons agités. Le contrdle de la concentration d’OD a aussi
permis d’observer des taux specifiques de croissance de la biomasse plus reproductibles que
dans les flacons agités. L utilisation d’un bioréacteur HRI dans lequel les conditions d’agitation
sont adaptées a la fragilité des cellules et les conditions de transfert de gaz ou d’alimentation
gazeuse ne provoquent pas un épuisement en CO,, permet donc de prétendre pouvoir procéder a

la mise a I'échelle de bioprocédés de culture de cellules végétales.

De plus, une augmentation de I'OD jusqu'a environ 50% a eu un effet positif sur le taux
spécifique de croissance de la biomasse des cultures de Vitis vinifera. Parallélement au taux
spécifique de croissance, le taux volumique d’assimilation d’O, ont aussi augmenté avec la
concentration d’OD. Ainsi, les estimés de (qo,)\s €t de (qq,), dérivés des mesures d'OUR ont
aussi augmenté avec la concentration d’oxygéne dissous maintenue dans le milieu de culture.
Ces derni¢res observations obtenues dans un bioréacteur a faible taux de cisaillement et sans
injection de gaz dans la masse du liquide permettent de découpler les effets mécaniques néfastes
aux cellules végétales de ceux des concentrations de gaz dissous puisque la concentration
estimée de CO; dans la phase liquide est similairc a celle calculée pour les flacons agités utilisés

comme systéme de culture de référence.

Pour une culture en bioréacteur a2 50% d’OD, comme pour les cultures en flacons agités
discutées au chapitre 3, les représentations logarithmiques des courbes de croissance montrent
qu’au moment ou les taux volumiques et spécifiques d’assimilation atteignaient un maximum, la
prolifération cellulaire a diminué radicalement alors que la croissance de la biomasse
manifestait un ralentissement. Les cultures en bioréacteur avec contrdle de "oxygéne dissous

ont permis d’établir que la limitation de la croissance n’est pas reliée a la disponibilité de
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I'oxygéne. Les courbes de disparition des nutriments du milieu de culture montrent que le
ralentissement de la croissance ne coincide avec I’épuisement d’aucun nutriment mesuré. En
faisant I’hypothése qu’il n'y a pas d’inhibition de la croissance causée par une molécule
produite par les cellules elles-mémes, la limitation de la croissance devrait étre causée par un
des nutriments rapidement transportés a I'intérieur des cellules, les ions NH; et PO,, ou a

d’autres ions non mesurés du milieu de culture.

L’étude en paralléle des courbes de croissance obtenues avec des concentrations d’OD de 10,
30 et 50% (lignée VVGI105) révéle en fait que la production de biomasse séche par unité de
concentration des principaux nutriments et le taux spécifique moyen d’assimilation d’OD
augmentent sur cette plage. Ce comportement peut étre associé a une accélération de la
prolifération cellulaire mais il peut aussi refléter une augmentation du rendement en hydrates de
carbones. Ces constatations renforcent la justification de I'utilisation systématique des comptes
cellulaires comme outils de compréhension et de caractérisation de la croissance des cellules

végétales.

Afin de discriminer les causes de la limitation de la croissance, et surtout de la limitation de
la prolifération cellulaire, et de pouvoir améliorer les conditions de culture, nous allons utiliser
les mesures en ligne du taux d’assimilation de I’oxygéne comme indicateur d’une limitation
nutritionnelle et pilier d'une stratégie d’alimentation d’éléments nutritifs. La stratégic
d’expérimentation repose sur I’idée qu’au moment ou le taux volumique d’assimilation
d’oxygéne est maximal, la culture manque d’un des éléments essentiels a sa croissance. Le
chapitre 6 traitera de la mise au point du milieu de culture et, indissociablement, de

I’assimilation de certains nutriments essentiels.
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6. IDENTIFICATION
DES SOURCES DE LIMITATION NUTRITIONELLE
DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE.

Plus que la biomasse finale, le nombre de cellules présentes a la fin de I’étape de croissance est
la variable 2 maximiser. Or, les résultats présentés aux chapitres 4 et 5 ont révélé I’existence
d’une limitation de la prolifération cellulaire. Cette limitation n’est pas reliée a la disponibilité
de I'oxygéne mais serait plutot causée par une limitation nutritionnelle en |’un, ou plusieurs, des
composants du milieu. Le chapitre 6 rend compte des efforts effectués pour identifier la source

de la limitation de la prolifération cellulaire de notre systéme végétal.

6.1 INTRODUCTION

Toute stratégie de mise au point d’un bioprocédé en deux étapes séquentielles, nommément une
étape de croissance suivie d’une étape de production, s’appuie sur la possibilité d’obtenir une
bonne capacité de production a la fin de I’étape de croissance. Cette capacité de production
repose sur le maintien de I'intégrité et de la viabilité des cellules exposées au milieu de

production, et sur I’obtention rapide de bons rendements.

Des études faites sur I’étape de production d’anthocyanes par Vitis *'**!'™ ont montré que le
rendement en anthocyanes des cellules pigmentées augmente rapidement dés les premiers jours
suivant I’inoculation dans un milieu de production. Les études portant plus spécifiquement sur
Iinfluence de la concentration initiale de biomasse,** de méme que notre étude préliminaire
(Figure 1.14) montrent que I’induction d’un grand nombre de cellules permet d’améliorer le
taux volumique de production d’anthocyanes. S’appuyant sur ce dernier constat, I’augmentation
du taux volumique de production du bioprocédé devrait étre directement reliée a la quantité de

cellules soumises aux conditions de production.
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L’augmentation du taux spécifique de croissance et la prolongation de la période de
prolifération cellulaire sont deux moyens d’obtenir une plus grande concentration cellulaire 2 la
fin de Iétape de croissance. Les conditions d’oxygénation propres a améliorer le taux spécifique
de croissance de la biomasse ont déja été cernées dans la série de culture en cuvée traitée au
chapitre 5. Une alimentation programmée de milieu frais (ou d’une formulation de certains
nutriments), ou une modification du milieu de croissance pourrait permettre de contourner la
limitation en ions phosphate ou ammonium (ou en un autre constituant non mesuré du milieu) et

de prolonger la période de prolifération cellulaire.

Lanalyse des courbes de croissance obtenues en cuvée tant dans les flacons agités que dans
les bioréacteurs et présentées aux chapitres 4 et 5, a permis de constater que dans le milieu de
croissance B5, I’arrét de la prolifération cellulaire a lieu avant 1'épuisement de I’ion NO; et des
hydrates de carbone. Parmi les nutriments importants du milieu mesurés, les ions phosphate et
ammonium, fournis sous forme de NaH,PO, et de (NH,),SO. sont ceux qui sont assimilés trés
rapidement et qui disparaissent du milieu extracellulaire. Ce sont donc les premiéres sources de

limitation visées par notre étude.

Afin de préserver I’avantage de la culture en bioréacteur HRI sur la culture en flacons
agités en termes de productivité en biomasse, (X/xo)us, nous avons choisi de poursuivre les
travaux en bioréacteur. De plus, dans un contexte de développement séquentiel de procédé, une
amélioration rapide et notable de I’étape de croissance en bioréacteur aurait permis un
avancement technologique suffisant pour passer a I’étude de I’étape de production. Dans ce
contexte de culture en bioréacteur, la stratégie adoptée repose sur I'utilisation d’une mesure
périodique faite en ligne permettant de repérer le moment ou la prolifération cellulaire cesse et

d’initier ’alimentation d’un des nutriments potentiellement limitant.
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6.1.1 Paralléle entre les courbes de croissance en cuvée
et d’assimilation d'O,

Pour une séric de cultures en cuvée en bioréacteur HRI-SL i des concentrations d"OD
maintenues a 10%, 30% et 50%, les courbes de croissance de la biomasse séche, présentées a la
figure 6.1, font ressortir deux tendances. La premiére, discutée au chapitre S, est I’augmentation
du taux spécifique de croissance avec la concentration d’oxygéne dissous (OD), reflétée dans
les changements de pente de la portion logarithmique des courbes de croissance. La seconde, qui
sera d’intérét ici, est que cette inflexion de la courbe de croissance a lieu plus tét pour Ia culture
effectuée 3 50% d’OD que pour celle effectuée a 10% d’OD. Une croissance accrue de la
biomasse, a laquelle devraient étre associés des taux de consommation de nutriments plus

€levés, se traduit donc par un épuisement rapide de la culture.

Pourtant, toutes ces cultures ont été effectuées dans le méme milieu de croissance et ont
résulté¢ en un rendement global en biomasse sur les hydrates de carbone de 0,38 g MS g

(Tableau 5.3), confirmant qu’un autre composant du milieu de culutre que les hydrates de
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Figure 6.1.  Paralléle entre croissance de la biomasse et assimilation d’oxygéne pour
trois cultures en cuvée en bioréacteurs a 10, 30 et 50% d’OD. A, Courbes de croissance;
B, Mesures d’'OUR. Lignée cellulaire VVG105
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La figure 6.1 permet aussi de relier le moment de I’inflexion de la courbe de croissance,
observable dans le graphe (A), et le plafonnement de la courbe d’OUR (graphe (B)). Or les
relations dynamiques qui relient intrinséquement le taux volumique d’assimilation d’OD et le

taux spécifique de croissance sont les suivantes :
OUR=(qo, ), . - Xus (74)

ou (qo, hus est généralement relié au taux spécifique de croissance par la relation

Hwus
(qoz) =[ +mg, ] 75)
MS YX/Oz
dans laquelle 2 volume constant
dx
kMs = MS - Hmax - S (5)} (76)
XMS d

Comme pys est une fonction décroissante du temps et xys(t) une fonction croissante tant que les
cellules n’utilisent pas certains de leurs constituants comme source d’énergie, il s’ensuit qu'un
plafonnement de ’OUR refléte nécessairement une diminution notable de pys compensant
'augmentation de xys. Ainsi, la mesure d’OUR permet de détecter un événement avant

provoqué le ralentissement de la croissance de la biomasse.

La figure 6.2 présente la comparaison des mesures périodiques d’OUR, des taux
spécifiques d’assimilation d’O; et des courbes de croissance, d’une culture en bioréacteur pour
laquelle des comptes cellulaires ont été effectués. Elle permet de visualiser plus clairement que
I'arrét de la prolifération cellulaire coincide avec un changement dans les taux spécifiques
d’assimilation d’OD, (qo,)ecu, bien reflété par la courbe d’OUR accessible en ligne. Ce
résultat, déja présenté aux chapitres 4 et 5, valide I'utilisation de la mesure d’OUR pour
identifier le moment ou le nombre de cellules est maximal. I permet aussi d’envisager, pour une
étape future de développement du bioprocédé, exploiter ce repére pour changer les conditions de

cultures et étudier en série les étapes de croissance et de production. Dans ce contexte, la
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Figure 6.2.  Paralléle entre croissance de la biomasse, prolifération cellulaire
et taux volumique et spécifique d’assimilation d’oxygéne. Lignée cellulaire
VVG111, cuvée a 50% d’OD

culture en bioréacteur posséde des atouts pour la mise au point de bioprocédés que les cultures

en flacons agités n’ont pas.

Parallélement, comme I’illustre la figure 6.3, I’appauvrissement du milieu de culture en
chacun des constituants importants peut se refléter dans les courbes de progression de I’OUR et

de qo,. L’épuisement de I’ion NH, au cours de la troisiéme journée de culture et de I’ion PO,



entre le cinquiéme et le sixiéme jour est
sutvi d’'une hausse du taux spécifique
d’assimilation d’O,, alors que pour cette
culture effectuée en milieu a faible
concentration initiale de  NO;,
I’épuisement de P'ion NO; autour du
neuviéme jour coincide avec le
plafonnement de I’OUR suivi peu aprés
de la chute de qo,. Ainsi, la quantité
totale d’énergiec dépensée pour le
transport ou [’utilisation des nutriments

progresse avec |’histoire des cultures.

Précisons ici que les conditions de
culture de la cuvée rapportée a la
figure 6.3 ont résulté en un taux de
croissance de la biomasse faible par
rapport a une culture effectuée dans le
méme milieu 2 plus faible concentration
d’OD. Ainsi les taux spécifiques de
croissance étaient de 0,14 d"' pour une
culture effectuée a 90% d’OD présentées
dans la figure et de 0,25d" pour une
culture a2 50% d’OD dans le méme milieu
et avec la méme lignée cellulaire.
Conséquemment, les dynamiques de
consommation de nutriments étaient
moin; accentuées et lutilisation d’un

milieu appauvri en nitrates a donné lieu a
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Figure 6.3 Progression de la composition
du milieu de culture et taux volumique et
spécifique d’assimilation d’oxygéne.
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des hydrates de carbone. Lignée cellulaire
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un épuisement hatif des ions NO; par rapport aux cultures effectuées dans un milieu BS
standard, qui se répercute ici dans les courbes d’OUR et de 9o, -

Les inflexions de OUR (et de do,) ne sont donc pas toujours aussi bien définies, surtout
dans le cas ou les mesures d’'OUR sont moins fréquentes. De plus, les relations entre
I"épuisement d’un des constituants du milieu et ces inflexions, lorsquelles sont discernables, ne
peuvent étre faites qu’a posteriori. Ainsi, le plafonnement du taux volumique d’assimilation
d’oxygene sur une période de quelques heures est-il requis pour diagnostiquer d’une baisse de la

croissance de la biomasse.

Dans ce contexte, ce chapitre rend compte d’une série d’expériences qui visent & confirmer
la pertinence du plafonnement de I’'OUR comme indicateur de limitation nutritionnelle. Au
cours de ces expériences, le plafonnement de I’OUR sera utilisé pour déterminer le moment de
I"ajout de solutions concentrées de nutriment afin d'identifier la nature de la limitation a la

prolifération cellulaire et de la contourner.

6.2 METHODOLOGIE ET TECHNIQUES EXPERIMENTALES

6.2.1 Cultures en bioréacteurs

Le plafonnement de I’OUR a été utilisé pour déterminer le moment de I’ajout de solutions
concentrées d’ions dans des cultures en bioréacteur afin d’identifier la source de limitation de la
prolifération cellulaire. Etant donné I’effet drastique d’une limitation en hydrates de carbone sur
la viabilité et a fortiori sur la croissance des cultures de V. vinifera exposé au chapitre 4, les
solutions testées étaient enrichies en glucose afin d’éviter une limitation éventuelle en hydrates
de carbone et de pouvoir ainsi s’assurer que le milieu de culture puisse, le cas échéant,
continuer a soutenir la croissance cellulaire. Les résultats présentés aux chapitres 4 et S
montrent que parmi les nutriments dont nous avons suivi la disparition du milieu de culture, les

ions ammonium ((NH.).SO.) et phosphate (NaH,PO.) sont les sources probables de la
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limitation de la prolifération cellulaire. Une limitation potentielle en ion Mg (MgSO0.,) a aussi été
explorée en plus des ions NH, et PO,, bien que nous n’en ayons pas mesuré la disparition du

milieu.

Les cultures en bioréacteurs ont été effectuées dans des réacteurs a double ruban hélicoidal
(HRI) d'un volume nominal de 2-L et 5-L décrits au chapitre 3. Les conditions d’opération des
cultures en cuvée discutées ici ont déja été présentées aux chapitres 3 et 5. Celles des cultures
en cuvée alimentée sont similaires, mises a part les stratégies d’alimentation de milieu. Ces
cultures ont toutes été effectuées 4 50% d'oxygeéne dissous (OD). Les stratégies d’alimentation
des ions PO, NH4 et Mg sont résumées au tableau 2.2, page 66. Les ajouts de PO, et de Mg
ont été faits rapidement par gravité, alors que ’ajout de NH, a été graduel et linéaire a un débit
de 8.48 L h'', correspondant 2 0,22 mM NH, h". Les solutions aqueuses de sels et d’hydrates
de carbone ont été préparées et stérilisées séparément. Le pH des solutions était ajusté a 5,8
avec une solution de 0,1 N KOH avant la stérilisation (100 kPa, 20 min). Les deux solutions

concentrées d’ions et de glucose ont été mélangées immédiatement avant leur utilisation.

6.2.2 Lignée cellulaire et cultures en suspension

Les lignées cellulaires de Vitis vinifera L. cv Gamay fréaux mise a notre disposition ont ét¢
sélectionnées et stabilisées par I'équipe du Dr. Cormier, selon une procédure déja décrite. 19 La
lignée cellulaire VVG111 a été utilisée spécifiquement pour les expériences rapportées ici. Des
informations tirées des résultats de cultures effectuées en bioréacteur HRI avec les lignées
VVGI12 et VVGI105 et déja décrites (Chapitres 4 et 5), ont permis de montrer la pertinence de

I’approche proposée.

La lignée cellulaire VVGLl11 croissait dans I'obscurité. La culture des suspensions
cellulaires et la préparation des inocula des bioréacteurs ont été faites dans les conditions
décrites au chapitre 3. Le milieu de culture utilisé dans les expériences en bioréacteurs étaient le
milieu BS standard. > Pour chaque série d'expériences, huit flacons témoins de 500-mL étaient

inoculés et soumis a un échantillonnage en rotation et concomitant avec les bioréacteurs.
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6.2.3 Méthodes analytiques et calculs

Le compte cellulaire (¢), la viabilité, la biomasse séche (MS) et humide (MH), le volume
centrifugé de biomasse (PCV) ainsi que le pH, la conductivité du milieu de culture, la
concentration extracellulaire en hydrates de carbone et en ions nitrate, ammonium et phosphate
ont été déterminés selon les procédures décrites au chapitre 3 et a I’annexe 1. Toutes les
concentrations ont été corrigées pour tenir compte de I'évaporation. de [ajout de milieu et du
volume occupé par la biomasse. Les concentrations sont donc exprimées sur la base du volume
initial de culture. Une analyse du rendement apparent sur les hydrates de cartone et sur I"azote
a été effectuée pour toutes les cultures effectuées avec la lignée VVG111 (Annexe 4) selon la
procédure décrite au chapitre 3. Des estimés des taux spécifiques d’assimilation de phosphate
ont été calculés en évaluant les taux de consommation des nutriments par différence selon la
relation suivante :

(S0 = St/ (tnes = 1)

X,

qs =

Les taux volumiques (OUR) et spécifiques (q,,) d'assimilation d'oxygéne ont été mesurés
périodiquement selon la procédure décrite au chapitre 3. Les taux spécifiques moyens de
croissance de la biomasse séche, EMS ont ét€ calculés par régression sur la portion linéaire des

représentations logarithmique des courbes de croissance de la biomasse séche totale.

6.3 RESULTATS ET DISCUSSION

6.3.1 Influence des ions phosphate

Une expérience explorant I'effet de I’ajout d’un supplément de PO,, enrichi de glucose, aprés
I’observation d’un plateau dans les mesures en lignes d’OUR a été effectuée sur des cultures au
cours’ desquelles I’oxygéne dissous était maintenu & 50%. Les courbes comparatives des indices

d’augmentation du nombre de cellules viables et de la biomasse séche sont présentées a la



figure 6.4. Contre toute attente, I’ajout
d’un supplément de PO, au milieu n’a
pas donné lieu a une hausse subséquente

du nombre de cellules.

La wviabilit¢ de cette culture est
demeurée au dessus de 80% pour toute
la durée de la culture (Annexe 4,
figure A4.17). Comme pour les cultures
présentées au chapitre précédent, la
culture en bioréacteur présente un léger
avantage sur les cultures témoins en
flacons agités en termes de taux de
croissance de la biomasse, se reflétant
dans la pente de la représentation
logarithmique de [’augmentation de la
biomasse dans le temps (Figure 6.4B).
Par contre, que !l'on considére la
biomasse viable ou totale, cet avantage
ne se répercute pas sur la biomasse

finale puisque la concentration maximale
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Figure 6.4 Indices d’augmentation de la
fraction viable de la concentration de cellules
et de biomasse séche d'une culture en milieu
B5 supplémenté rapidement avec une
solution concentrée de KH:POq et de glucose.
VVGI11, sc27(Dé6), HRI-2L, 50% OD.

de biomasse a atteint 15 g MS L™ pour les deux systémes de culture au moment ou le nitrate et

les hydrates de carbone sont épuisés du milieu de culture.

Comme une période de 7 jours correspond a la fréquence habituelle de repiquage de la

lignée, le contenu en phosphate de I'inoculum et de la culture dgée de sept jours devrait étre

comparable et le contenu en phosphate des cellules étre égal a :

At )y
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Figure 6.5 Concentration
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consommation des ions phosphates
d’une culture en milieu B5
supplémenté rapidement avec une
solution concentrée de NaH,POy et de
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VVG111, sc27(Dé6), HRI-2L, 50% OD.
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Au septieme jour de culture en cuvée., au
moment ou OUR atteint un maximum et ou la
prolifération cellulaire s’arréte, le contenu en
phosphate des cellules devrait étre de
0,23 pmol P (10° cellules)’. Cette valeur est
inférieure a celle de 0,38 pumol P (10° cellules)™!
rapportée par Amino et de ses collaborateurs*
pour C. roseus. Pourtant, le PO, est assimilé
rapidement dans les dix (10) minutes séparant
I’addition du concentré et I’échantillonnage
subséquent, a un taux spécifique de
0,4 pmole (10° cellules d) comparable a celui
observé par Amino et ses collaborateurs (0,6
umole (10° cellules h)').* Malgré ce taux
d’assimilation élevé immédiatement aprés
I’'ajout du concentré, la concentration
extracellulaire de PO, demeure élevée puisque
le taux spécifique d’assimilation de PO,
retombe rapidement prés de zéro (Figure 6.5).
L’assimilation du PO, hausse le contenu en

phosphate des cellules a un niveau de

0,57 umol P (10° cellules)” et est accompagnée d’une hausse du taux d’assimilation d’O-

(Annexe 4, figure A4.18). Cette augmentation de I’OUR se traduit par une augmentation des

taux speécifique d’assimilation d’O, dans les vingt-quatre heures qui suivent ’addition de la

solution concentrée de phosphate et de glucose (Figure 6.6). L’assimilation des autres

nutriments est toutefois similaire a celle observée en flacons agités ou en cuvée a 50% d’OD

(Figures A2.14 et Ad.14).
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Figure 6.6  Taux spécifiques d'assimilation d’oxygene d’une
culture en milieu BS supplémenté rapidement avec une
solution concentrée de NaH;POjs et de glucose. VVG111,
sc27(Dé6), HRI-2L, 50% OD.

La disponibilité¢ additionnelle de phosphate ne suffit donc pas a réamorcer la croissance
cellulaire immédiatement aprés I"ajout de PO, ni 37 heures aprés I’ajout, ce qui correspondrait a
la durée d’un cycle cellulaire. * Elle n’a pas non plus d’effet sur la biomasse finale atteinte par
rapport au flacon témoin (Figure 6.4B) ou a une cuvée témoin en bioréacteur (Annexe 4.
figure A4.12). Ainsi, s’il y contribue possiblement, le phosphate n’est pas la cause unique de la

limitation de la croissance de V. vinifera dans le milieu de croissance BS.

6.3.2 Influence des ions magnésium et sulfate

Une expérience similaire a celle présentée plus haut a été effectuée afin d’étudier 1’effet de
I"ajout d’un supplément de MgSQ., enrichi de glucose, dans les mémes conditions de culture.
Les courbes comparatives des indices d’augmentation du nombre de cellules viables et de la
biomasse séche sont présentées a la figure 6.7. L’addition de la solution concentrée de MgSO,
n’a pas provoqué d’augmentation de la prolifération cellulaire ou de la croissance de la

biomasse.
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la fraction viable de la concentration
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6.3.3 Influence de I'ion ammonium
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Les courbes de progression du compte cellulaire et de la biomasse séche d’une cuvée alimentée

avec une solution de (NH,).SO.-glucose sont présentées a la figure 6.8. Comparativement aux

deux essais précédents et aux performances des cultures témoins en flacons, I’ajout de NH; a

permis de soutenir la croissance cellulaire aprés I’observation du plafonnement de I’OUR

(Figure 6.8 A) et d’obtenir un plus grand nombre de cellules, comme nous I’avions escompté.
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Figure 6.9  Concentration de cellules viables de la culture en milieu
B5 supplémenté en NH,. VVG111, sc31(D10), HRI-2L, 50% OD.

Ainsi, dans les quarante-huit premiéres heures suivant le début de 1'alimentation de NH,, le
taux spécifique moyen de croissance des cellules, ll—¢ est demeuré a 0.28 h* comme depuis le
début de la culture. Cette prolongation de la période de prolifération cellulaire a permis
d’atteindre 6,8-10° cellules viables par mL (sur la base du volume initial) pour la culture en
bioréacteur alors qu’avant le début de I’alimentation, le compte cellulaire plafonnait au méme
niveau que les flacons témoins, autours de 2,3-10° cellules viables mL"' (Figure 6.9). La
stratégie d’utiliser le plafonnement de la mesure d’OUR pour fixer le moment de 1’alimentation
de nutnments a donc permis d’identifier et de contourner une source de limitation de la

prolifération cellulaire.

Comme Iillustre la figure 6.10 représentant la disparition des nutriments du milieux
extracellulaire et I’évolution du pH des cultures, I’ajout de la solution concentrée de NH,-Glc a
un taux spécifique de 0,38 mmol NH, (g MS h)"' (ou 9,9 mmol NH, (10° cellules h)™') n’a pas

provoqué de modification importante du pH. Par contre, durant les vingt-quatre premiéres
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heures d’alimentation, le taux volumique d’assimilation d’oxygéne a augmenté. Cette hausse de
’OUR refléte une hausse de 60 a 70% des taux spécifiques d’assimilation d’O-, (90, Ius
passant ainsi de 0,21 a 0,36 mmol O, (g MSh)" et (90, )een, de 0,47 a 0,64 pumol O,
(10° cellules h)™ (Figure 6.11).

La supplémentation de NH, et la poursuite de la prolifération cellulaire qui y est associée, ont
donc eu pour conséquence de relever le taux spécifique d’assimilation d’O- au niveau qu’il avait
au moment de I'observation de OURnmy. Par contre, aprés 24 heures de prolifération cellulaire
soutenue, 1’apport relatif de NH,, qui a réduit de 9,9 a 5,5 mmol NH, (10° cellules h)" suite a
"augmentation du nombre de cellules viables, n’a pas été suffisant pour maintenir les taux
spécifiques d’assimilation d’O,. Il est aussi possible qu’a la suite de I’augmentation du nombre
de cellules, la baisse du contenu en PO; des cellules 4 = 0,18 umol P (10° cellules)™ se traduise

par un ralentissement de I’assimilation d’O,.

L’ajout de NH, a aussi eu un effet notable sur la morphologie des amas cellulaires, ce que
nous avons malheureusement négligé d’immortaliser sur une pellicule photographique. Ainsi,
avec des agrégats d’un diamétre toujours inférieur & 100 um, la suspension cellulaire obtenue
dans le bioréacteur alimenté en NH, était beaucoup plus fine et moins pigmentée que celle des
flacons témoins ou de la culture alimentée en MgSO, effectuée avec le méme inoculum. Pour
ces trois conditions de culture, la viabilité est demeurée trés élevée (en moyenne a 95%) pendant

toute la culture.

L’effet positif de I'ajout de NH, sur la prolifération cellulaire ne s’est pas reflété sur
I"augmentation de la biomasse séche (Figure 6.8 B). On peut relier cette observation au fait que,
contrairement aux cultures témoins en flacons agités (Figure 4.1) et aux autres cultures en
bioréacteur (Annexe 4, Figures A4.12, A4.17 et A4.24), la masse spécifique des cellules est
demeurée relativement constante a 2,4+0,4 pg MS cellule’ (tintervalle de confiance a 95%)

pour toute la durée de la culture (Figure 6.12A). Ainsi, la progression de la biomasse séche
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s ‘effectue parallélement & celle du nombre de cellules et la biomasse est simplement partagée

dans un plus grand nombre de cellules.

Le raio MH/MS (Figure 6.12B) présente cependant une progression similaire a celle
observée pour toutes les cultures en cuvée de cellules végétales : suivant I’état initial des
cellules, une diminution ou un plateau du ratio MS/MH dans les premiers jours suivant
I"inoculation, suivi d’'une augmentation progressive du ratio MH/MS paralléle 4 la diminution
de l'osmolarité du milieu occasionnée par I’épuisement des ressources d’ions nitrate et

d’hydrates de carbone (Figure 6.10).

Ajoutons que pour toutes les cultures effectuées avec la lignée VVGI11 et 2 50% d’OD, le
rendement apparent en biomasse séche sur les hydrates de carbone, Yus/cu,o0- €tait le méme a
0,40+0,01 g MS g CH,O (xerreur standard, Figure 6.13). Cependant, par rapport aux autres
cultures effectuées avec cette lignée cellulaire (Annexe 4), I'ajout de la solution de
(NH.),S04+-Glc a provoqué un ralentissement de I’assimilation des ions NO; aprés 24 heures,

comme [’indique le fléchissement de la courbe de concentration extracellulaire de NO,
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(Figure 6.10). Ce comportement refléte ’utilisation préférentielle des ions ammonium, déja
évoquée au chapitre 5. Ainsi, jusqu'au moment de I’arrét de I'addition de NH.-Glc, le
rendement apparent en biomasse séche sur l'azote total fourmi a la culture,
Yus/n = 0,40 g MS mmol” N (ou N représente N-NH, + N-NO;) (Figure 6.14B), était égal a
celui calculé pour toutes les cultures effectuées avec la lignée VVGI11: 0,41+0,02 g MS
mmol” N (ferreur standard, Figure 6.14A). Aprés ce moment, I'apport supplémentaire de
glucose, conjugué a une concentration résiduelle d’azote en fin de culture, se traduit par une
hausse du rendement apparent sur I’azote en fin de culture (Figure 6.14B). Ce comportement
n’apparait pas dans les deux autres cultures en cuvée alimentée, I’augmentation de la biomasse
séche qui pourrait résulter de I’assimilation du suppiément de glucose fourni aux cultures a lieu

lorsque 1"azote est complétement consommé (Figure 6.14A).

Finalement, comme pour toutes les autres cultures en cuvée, I’épuisement des ressources
d’ions nitrate et d’hydrates de carbone (Figure 6.10) a résulté en un plafonnement de la

biomasse séche et en I’arrét de la prolifération cellulaire (Figure 6.8).
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6.4 CONCLUSION

En résumé, la relation qualitative établie pour V. vinifera entre I'activité métabolique de la
biomasse et la mesure de taux d’assimilation d’0; a permis d’utiliser cette derniére pour repérer
le moment d’un ralentissement de la prolifération cellulaire. La stratégie adoptée, qui consiste a
alimenter une solution concentrée de nutriments au moment ou OUR atteint un maximum afin
d’identifier la source de limitation de la prolifération cellulaire, s’est avérée efficace. Bien que
ajout de NaH,PO,4 ou de MgSO.,, additionné de glucose pour éviter une éventuelle limitation
en hydrates de carbone, n’a pas eu d’effet sur la prolifération cellulaire, 1'ajout de (NH.),SO. et
de glucose a permis de prolonger la période de prolifération cellulaire. Ainsi la concentration de
cellules viables a atteint 6,8-10° cellules par mL (sur la base du volume initial) pour la culture
supplémentée en (NH,4),SO4 comparativement a 2,3-10° cellules viables mL'1 dans les cultures

témoins en flacons agités.

Le gain de productivité en cellules (cellules (mL d)"') entre les cultures en cuvée et la
culture avec alimentation programmeée de NH, n’est pas trés élevé a environ 3% pour I’étape de
prolifération. Toutefois, si I’on fait I'hypothése que la productivité spécifique des cellules ainsi
obtenues demeurera la méme lorsqu’elles seront induites a la production d’anthocyanes,
["utilisation d’'un mode d’opération en cuvée alimentée pour I’étape de croissance devrait se
traduire en une augmentation de productivité volumique en anthocyanes de 10% pour une étape
de production de 2,5 jours, de 15% pour un étape de 5 jours et de 21% pour une étape de
8 jours. Or, dans les conditions de culture établies pour I’étape de production d’anthocyanes par
V. vinifera,'**** les concentrations maximales d’anthocyanes sont observées aprés 8 4 10 jours
de culture. L’induction d’une population cellulaire plus importante pouvant mener i une
augmentation de productivité de ’ordre de 20% est donc avantageuse du point de vue procéds.
D’ailleurs, s’il peut étre vérifié que la production d’anthocyanes est augmentée lorsque les
milieux sont appauvris en PO,, augmenter le nombre de cellules (donc réduire PO./nb cell.)

devrait aller dans le sens d’augmenter la production.
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Quand a I’étape subséquente de production d’anthocyanes, on doit noter que les efforts de
sélection et d’entretien de souches hautement productives effectués par Hirasuna et ses
collaborateurs montrent qu’il est possible de prolonger la période de production
d’anthocyanes et d’atteindre une production dépassant 2,5 g Acy L' avec un inoculum élevé
(3gMS L") dans un milieu 4 haute osmolarité (80 g saccharose L) et réduit en nitrate (< 10
mM NQO;), similaire a celui mis au point par I’équipe du CRDA. On peut envisager arriver a
maintenir la viabilité et la capacité de production de la biomasse durant I’étape de production en
programmant similairement 4 Srinivasan et Ryu'® pour la production de shikonine. une
alimentation cyclique d’une source d’azote, et possiblement de phosphate, tout en maintenant
une osmolarité élevée et une concentration faible en nitrate. '® Il sera intéressant de vérifier les
relations entre I'assimilation de [’oxygéne, la production d’anthocyanes, la prolifération

cellulaires et le maintien de la viabilité dans des conditions de production.

L'’utilisation de I’OUR a donc permis d’identifier la source de limitation de la prolifération
cellulaire dans des conditions de culture en bioréacteur. Si les mesures d’OUR sont entachées
d’une erreur trop importante pour étre utilisées a des fins de contréle, elles pourraient cependant
servir a reconnaitre les changements métaboliques qui accompagnent les conditions les plus
propices a I'induction ou a I’élicitation de la production de métabolites secondaires. Dans ce
contexte, les études sur I’étape de production gagneraient 4 étre documentées du point de vue de

I’assimilation de I’oxygéne.
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7. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

L objectif global de ce travail était de déterminer les conditions de culture en bioréacteur qui
favorisent la croissance de cellules de Vifis vinifera afin d’augmenter la productivité de ce
systeme de production d’anthocyanes. L’hypothése voulant que la disponibilité de I’oxygéne
pour les cultures constitue 'un des paramétres influencant de fagon notable le taux de
croissance de la biomasse constitue une prémisse importante pour |’orientation de nos travaux
expérimentaux, d’autant plus que lors de I’élaboration du projet 'une de nos visées premiéres
était d’établir les paramétres d’un modéle cinétique reliant I’assimilation de I’oxygéne, Qo,,ala
concentration d’oxygéne dissous dans le milieu de culture, OD. Les cultures effectuées a
diverses concentrations d’oxygéne dissous pour lesquelles le principal indicateur de croissance
suivi a €t€ la concentration de biomasse séche, ont permis de documenter la culture en cuvée en
bioréacteur de nos cellules et d’orienter nos travaux de fagon (i) a ajouter les comptes
cellulaires aux autres indicateurs de croissance que nous utilisions, (i) 2 compléter les courbes
de croissance obtenues en flacons agités, qui demeurent le systéme de culture de référence, par
un suivi de la concentration d’oxygéne dissous dans le flacon, et (iii) a partir des observations
faites dans ces deux systémes de culture, a tenter d’identifier la source de limitation
nutritionnelle a la prolifération cellulaire en reliant les observations contenues dans la
progression du taux volumique d’assimilation d’oxygéne, OUR, et dans les courbes de

croissance de la biomasse et de prolifération cellulaire.

7.1 Croissance en bioréacteur et concentration d’oxygéne
dissous

Pour toutes les cultures effectuées dans les réacteurs a double ruban hélicoidal (HRI), la
comparaison des indices d’augmentation de la concentration de biomasse avec ceux obtenus
dans les cultures témoins en flacons agités est a ’avantage des cultures en bioréacteurs

(Figure 5.8), notamment aprés I’observation d’un maximum dans la progression du taux
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volumique d’assimilation d’O,. Bien évidemment, avoir en bioréacteur des résultats similaires a
ceux observées en flacons agités est en soi extrémement positif, méme a petite échelle. Cela
démontre que le bioréacteur choisi, en I’occurrence un réacteur HRI aéré par la surface, procure
aux cultures des conditions de stress hydrodynamique et de pression partielle de métabolites
gazeux (CO, et C;H,) qui permettent de rivaliser avec les conditions prévalant dans les flacons

agités auxquelles les lignées cellulaires utilisées sont adaptées.

Les résultats des expériences en bioréacteurs avec contrdle d’oxygéne dissous a des points
de consigne variant de 10 % a 90 % d’OD ne sont pas aussi concluants du point de vue
modélisation qu’il aurait été souhaité. En effet, les patrons de la progression des taux
spécifiques d’assimilation d’O,, qu’ils soient interprétés sur la base de la biomasse séche ou sur
la base des comptes de cellules, affichent tous, bien que de fagon plus ou moins marquée, un
accroissement graduel suivi d’une diminution vers ce qui semble étre un taux minimum autour
de 0,4 mmole O, (gus h)™* ou 0,2 pmole O, (10° cellules h)" que [’on est tenté d’assimiler a un
taux de maintenance. Le maximum de la courbe ne coincide avec aucune information tirée des
mesures de concentrations extra-cellulaires de nutriments. Dans ce contexte, pour chaque
concentration d’OD testée, les taux spécifiques d’assimilation d’O, s’échelonnent sur une plage
relativement large et si I'on désire relier dans une expression cinétique le taux spécifique
d’assimilation d’O- et la concentration d’OD, il faut utiliser la moyenne des taux d’assimilation.
Or, I'information contenue dans ces taux spécifiques moyens n’est pas trés riche si bien que les
conclusions les plus importantes en ce qui concerne l’effet de la concentration d’OD sur

I’assimilation d’O, par V. vinifera sont plus de nature qualitative, a savoir :

une augmentation de la concentration d’OD dans le milieu de culture de 10 % jusqu’a 50 a

70 % provoque une augmentation du taux spécifique d’assimilation d’Ox;

une concentration d’OD de 90% a un effet négatif sur les taux spécifiques d’assimilation

d’0,, les ramenant aux valeurs observée autour de 30 % d’OD.

On peut faire un paralléle avec les écrits de Payne et coll. '"® qui indiquent que la concentration

. d’OD aprés laquelle on ne devrait pas observer d’amélioration de la croissance devrait étre
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d’environ 50 %, en se basant sur les valeurs attendues des constantes de saturation des enzymes

impliqués dans la phosphorylation oxydative.

La relation entre les taux spécifiques moyens de croissance de la biomasse, considérés sur
la portion logarithmique de la courbe de croissance des six a sept premiers jours de culture, et la
concentration d’OD est similaire a celle observée entre (E Jus et OD : une progression vers un
sommet autour de 50 % d’OD et une inhibition de la croissance aprés 70 % d’OD. Pour des
croissances effectuées dans les milieux B5 et BSQN, la premiére portion de la courbe est bien
représentée par une cinétique de Monod avec une constante de demi-saturation de 10 % et un

taux spécifique maximal de 0,28 h™'.

Jusqu'a 50 % d’OD, les effets conjugués des augmentations des taux specifiques
d’assimilation d’O- et de croissance de la biomasse avec la concentration d’OD résultent en des
courbes de taux volumiques de respiration qui plafonnent a un niveau plus élevé et plus
rapidement lorsque la concentration d’OD est élevée. Ce plafonnement refléte celui du taux
spécifique d’assimilation d’O,; il a lieu avant le plafonnement de la courbe de croissance de la
biomasse & Xusmax €t, comme pour le taux spécifique d’assimilation d’O,, il ne coincide pas avec
I’épuisement d’un élément nutritif mesuré du milieu de culture. Ce comportement est illustré a
la figure 6.1, les courbes qui y sont présentées montrent bien que les conditions d’oxygénation
influencent la cinétique des cultures. Une hausse de la concentration d’oxygéne dissous
provoque une augmentation du taux spécifique d’assimilation d’O., vraisemblablement reliée a
une augmentation de I’activité¢ métabolique, et une augmentation de la quantité maximale de
biomasse seéche produite. Les cultures effectuées a4 10 % d’OD sont de plus affectées d’une
période de latence importante. Les rendements globaux en biomasse sur les hydrates de carbone
sont toutefois constants, ce qui implique ou (i) qu’une partie des hydrates de carbone est déviée
vers la production de protéines ou de polysaccharides extracellulaires, ou (ii) que le coefficient
respiratoire des cultures augmente avec la disponibilité de ’oxygene, cette derniére hypothése
impliquant possiblement une dissipation d’énergie dans I’hydrolyse d’ATP produite ou dans la
déviation d’une partie du métabolisme dans des voies futiles. ' L’information supplémentaire

qu’apporterait un suivi de la pression partielle de CO- dans les gaz d’aération 4 la sortie du
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réacteur et des mesures du contenu en carbone de la biomasse et du milieu extracellulaire
pourrait éclairer ces points, ce que le groupe de recherche du prof. Archambault a intégré dans

ses recherches.

Dans la perspective d’une investigation des conditions de culture en bioréacteur les plus
favorables pour une étape de croissance de la biomasse, il s’avére donc que pour des cultures en
bioréacteur et dans un milieu de croissance de cellules de V. vinifera, une concentration d’OD
de 50 % permet d’améliorer la productivité de la phase de croissance en terme de production
volumique de biomasse séche. Toutefois, sans validation préalable, il n’est pas certain que la
biomasse séche soit dans toutes les conditions de croissance représentative du nombre de
cellules, qui plus est dans des conditions ou le métabolisme semble accéléré et les dépenses
énergétiques élevées. Dans ce contexte, pour les expériences subséquentes nous avons résolu
d’ajouter des comptes cellulaires aux indicateurs de croissance que nous utilisions déja;
d’autant plus que nous voulions nous doter d’outils permettant d’éclaircir le lien entre la
croissance de la biomasse et I’observation d’une retombée du taux spécifique d’assimilation
d’0-. De plus, a la lumiére des résultats d’une culture effectuée a 90 % d’OD dans un milieu
réduit en nitrate et dans laquelle les cinétiques sont particuliérement lentes, on remarque aussi
que la progression des taux spécifiques d’assimilation d’O, semble refléter des changements
métaboliques causé par la disparition des nitrates du milieu extracellulaire. Le plafonnement et
la diminution subséquente du taux spécifique d’assimilation d’O, dans le milieu de croissance
doit vraisemblablement aussi refléter un changement, important celui-1a, dans le métabolisme

des cellules.

7.2 Cultures en flacons agités

Afin de pouvoir mieux comparer les comportements des cultures en flacons agités et en
bioréacteurs et de compléter notre étude de I’étape de croissance de notre systéme biologique, la
concentration d’OD dans des flacons agités a été mesurée. Les courbes de concentration d’OD,

de taux volumiques et spécifiques d’assimilation d’O, (obtenus sur la base de la caractérisation
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des flacons agités en termes de transfert d’0,), de croissance de la biomasse séche et de
prolifération cellulaire ont fourni des informations cruciales et inédites dans la littérature. Ainsi,
dans le milieu de croissance, la prolifération cellulaire et la croissance de la biomasse de notre
systéme biologique ne s’effectuent pas en parall¢le sur toute la durée de la culture. Au contraire,
la prolifération cellulaire cesse aprés 6 a 7 jours alors que la concentration de biomasse
continue de progresser pendant encore 7 jours de culture. Ce résultat implique qu’il est essentiel
de baser la caractérisation du comportement des cellules végétales et 1’optimisation des
conditions de culture sur des comptes cellulaires en plus de la concentration de biomasse séche
afin de maximiser le nombre de cellules productives. Il s”agit ici d’un changement d’approche
important dans la mise au point de procédés impliquant des cellules végétales, essentiellement
bascée jusqu’a maintenant sur une optimisation de la biomasse séche, et d’une contribution

originale de cette thése au domaine.

De plus, ces cultures en flacons agités ont permis de constater que 1’arrét de la prolifération
cellulaire coincide avec I'observation d’un maximum dans les courbes de taux volumique
(OUR) et spécifiques ((qo, Ius et (qo, )¢) d’assimilation d’O,. Ainsi, le plafonnement des
mesures d’OUR observé dans toutes nos cultures en bioréacteurs avec controle de la
concentration d’OD devrait aussi étre relié a une diminution drastique du taux de division
cellulaire et a une inflexion du taux de croissance de la biomasse. D’ailleurs, les courbes de
croissance de la biomasse ont pu étre bien représentées par un modéle logistique dans lequel le

temps d’inflexion est fixé au moment de I’observation d’OUR .

Les données recueillies tant dans les cultures en flacons que dans la série de cultures en
bioréacteurs avec contrdle de la concentration d’OD montrent que I’arrét de la prolifération
cellulaire n’est pas causé par une limitation en oxygéne et n’est pas non plus relié directement a
la disparition du milieu de culture d’un des nutriments mesurés, il devrait donc étre causé par
une limitation en un des nutriments rapidement prélevés du milieu de culture (NH,; ou PO,) ou
en un nutriment non mesuré, ou encore par une inhibition causée par I’accumulation de

métabolites.
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7.3 ldentification de la source de limitation de la prolifération
cellulaire

A Panalyse des données recueillies sur la consommation des nutriments et notamment sur les
rendements en biomasse, nous avons pu constater qu’il n’est pas facile d’en extirper des
interprétations utiles pour orienter I’amélioration des conditions de culture. Bien que les
changements de lignée cellulaire au cours du projet aient probablement accentué cette
problématique, il demeure que les rendements en biomasse (séche) sur les ions sont fortement
relies aux rendements sur les hydrates de carbone et que les erreurs sur les estimés des
rendements sont importants. De plus, dans un contexte ou la concentration cellulaire revét plus
d’intérét que la concentration en biomasse séche, le rendement en cellules sur chacun des
nutriments est plus intéressant. Pour les quelques cultures en bioréacteur ou il peut étre évalué,
on trouve que le contenu en phosphate des cellules aprés sept jours de culture et au moment de
P’arrét de la prolifération cellulaire est de 0,23 pmole P (10° cellules)™' et que le rendement sur
I'ion ammonium est de 0,8 pmole N-NH, (10° cellules)”, bien que dans ce dernier cas, comme
'ion ammonium est consommé préférenticllement a I’ion nitrate, on s’attend a ce qu’une
addition de NH; provoque une augmentation du rendement qui refléte en fait un transfert de la

source prédominante (en concentration) d’azote du N-NO; au N-NH..

L’incidence sur le taux volumique d’assimilation d’O, du ralentissement de la prolifération
cellulaire a permis d’utiliser le plafonnement de la courbe d’assimilation d’O, comme repére de
la manifestation d’un limitation nutritionnelle a la division cellulaire et signal pour
I’alimentation d’un supplément de nutriments. Trois nutriments potentiellement limitants ont été
ainsi testé dans des cultures en bioréacteur effectuées a 50 % d’0OD : PO,, Mg et NH,. Parmi
ceux-ci, cette stratégie a permis d’identifier I’ion ammonium comme étant le premier élément
nutritif responsable de la limitation de la prolifération cellulaire. L’alimentation programmée
d’une solution concentrée de (NH.),SO; et de glucose au moment ou I’OUR plafonne a permis
de soutenir le taux volumique d’assimilation d’O. et d’obtenir une concentration cellulaire

atteignant 6,8 10° cellules mL" comparativement 4 2,3 10° cellules mL" dans le milieu de
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croissance usuel, ce qui représente une amélioration appréciable de la productivité de I’étape de

croissance.

Cet outil de diagnostic s’avére étre un atout précieux pour le développement de procédé que
équipe du prof. Archambault a intégré dans ses démarches de mise au point de procedé avec
d’autres lignées cellulaires, dans les étapes de croissance comme dans les étapes de production
sous élicitation. Il constitue sans doute un outil performant pour le développement de
bioprocédés impliquant les cellules végétales et une contribution importante de cette thése au

domaine.

7.4 Perspectives

On pourrait argumenter, appuyé en cela par une littérature abondante, sur le fait que les
conditions propices a la croissance et a la production de métabolites secondaires sont le plus
souvent antagonistes et que favoriser la croissance n’est pas nécessairement garant d’une
amelioration globale de la productivité du bioprocédé. Ainsi I’augmentation de la concentration
de phosphate dans le milieu de culture favorise la croissance et ce, souvent au détriment de la
production. Cependant utilisant des conditions de cultures telles que le plafonnement de I’'OUR
sera une manifestation d’une limitation en phosphate, on pourrait s’assurer lors du
déclenchement de I’étape de production d’avoir unc biomasse avec un contenu en phosphate
minimal. Similairement, favoriser la prolifération cellulaire avec une alimentation programmée
de NH., une source d’azote plus directement assimilable que I’ion nitrate, comme nous I’avons
fait pour V. vinifera peut résulter en une perte subséquente de productivité qu’il faut
effectivement vérifier. Toutefois, dans notre contexte particulier, nous avions pu vérifier en
marge d’une étude préliminaire de production en deux étapes effectuées dans des flacons agités
que le remplacement du milieu de croissance par le milieu de production a contenu réduit en
nitrate mis au point par I’équipe du Dr. Cormier du CRDA résuite pour les cultures en une
concentration de nitrate extracellulaire inchangée par rapport a la concentration résiduelle de

nitrate et 4 une addition au milieu d’ions ammonium et phosphate en plus du choc osmotique
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provoqué par la forte augmentation de concentration de glucose. S’il est connu que le nitrate est
un inhibiteur des voies de synthéses des anthocyanes, il est possible qu’un entretien de la
viabilit¢ des cellules et de leur métabolisme primaire par ’ajout ponctuel de nutriments
essentiels au maintien dans une certaine mesure de la division cellulaire soit aussi bénéfique au
rendement volumique en anthocyanes. Des résultats allant dans cette direction ont été obtenu
par Srinivasan et Ryu'® pour la production de shikonine avec Lithospernum erythrorhizon et

par Hirasuna et ses collaborateurs ? pour la production d’anthocyanes avec Vitis.

Eventuellement, aux conditions d’aération qui se sont avérées les plus adéquates, une
simulation de la mise a I’échelle du procédé par des purges périodiques et des changements de
milieu de culture dans le bioréacteur permettrait de valider d’éventuelles stratégies de cultures a
alimentation programmeée tout en tenant compte des effets cumulatifs sur la culture d’une
concentration d’O, contrdlée 4 un point de consigne et des modifications des conditions de
culture, du milieu de croissance et, éventuellement, du milieu de production sur la qualité de la
biomasse et la capacitité de production. Il faudrait ajouter au suivi des cultures une procédure

d’évaluation du maintien de la capacité de production.

L’extension a I’étape de production de la démarche que nous avons utilisée est certainement
essentielle 3 une bonne compréhension du procédé et, plus particuliérement, des conditions de
cultures favorables a la production. De plus, les anthocyanes possédent un avantage singulier
sur la plupart des métabolites secondaires étudiés puisque leur production est facile a vérifier et
a mesurer et que des techniques de mesure in situ de la pigmentation des cultures sont
envisageables. ' Dans ce contexte, on peut espérer pouvoir relier les mesures en lignes
d’assimilation d’O,, de production de CO,, et de la pigmentation cellulaire pour améliorer les

conditions de cultures et accélérer la mise au point du bioprocédé.

7.5 Considérations techniques

Finalement, d’un point de vue plus technique, les deux aspects principaux des travaux rapportés

ici qui devrait étre améliorés concernent le contréle de I’oxygéne dissous et la variance élevée
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des compte cellulaires. Dans toutes les cultures en bioréacteur avec contréle de la concentration
d’OD et particuliérement pour celles effectuées dans les réacteurs de 2-L pour lesquels les débit
d’air et d’O> ou de N étaient contrdlés via le temps relatif d’ouverture de vannes solénoides , un
meilleur contrdle de la concentration d’oxygéne dissous aurait sans doute permis d’obtenir des
résultats plus probant. L’implantation d’algorithmes de contréle adaptatifs par les étudiants qui
se sont greffés au groupe de recherche ces derniéres années (Dany Aubry, Joél Sirois et

Francois Rioux) a réglé les problémes d’oscillation importants que les cultures ont eu a subir.

Les courbes de comptes cellulaires auraient pu étre moins dispersées en remplagant la
digestion chimique a I'oxyde de chrome par une digestion enzymatique des parois cellulaires.
Un tel protocole a été implanté dans le laboratoire et permettra sans doute de pouvoir évaluer
avec plus d’assurance les coefficients de rendements sur les cellules ainsi que les paramétres des
equations cinétiques reliant les taux spécifiques de consommation de nutriments aux

concentrations.
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL
STANDARD:P00}-v2

SOLUTION d, Mo, Cu, Co)
MICRONUTRIMENTS-BS

LOT:

DATE:

PREPARE PAR:

REFERENCE: Wetter LR., Constabel F., Plant tissue culture méthods, ed.

National Research Concil of Canada
REDIGE PAR: Céline Allard date: 6 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin versian-2: 8 février 1993

CAPACITE: IL

CONCENTRATION : 1000 * (ImL L-1)

PREPARATION DE LA SOLUTION {I.Mo,Cu,Co) BS :

1. Peser exactement les composés du tableau selon les proportions indiquées.
2. Dans un ballon jaugé 1-L, mélanger dans l'ordre chacun des composés du tableau dans de I'eau

déionisée.

Augmenter le volume de la solutiona ! L.

4. Entreposer dans une bouteille.

Etiqueter les contenants. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, la date de fabrication, la
concentration et vos initiales.

TABLEAU #P001-v2 : SOLUTION (1,Mo,Cu,Co) BS (1000 *) dans 1 L

Composés no catalogue ; no lot | pesées exactes (g) | pesées visées (g)
KI 7.500
NazMoO4.2H20 2.500
CuSO4.5H20 0.250
CoCl3.6H0 0.250

PES_P001.V2

n



PROTOCOLE EXPERIMENTAL LOT:
STANDARD:P002-v2
== MICRONUTRIMENTS-BS DATE:
-ii'l 4 - PREPARE PAR:
BIOpro

CBIOPRO 1992 National Research Concil of Canada
REDIGE PAR: Céline Allard date: 6 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-2: 8 février 1993
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REFERENCE: Wetter LR., Constabel F., Plant tissue culture méthods, ed.

CAPACITE: 1L

CONCENTRATION : 100 * (10 mL L")

PREPARATION DE LA SOLUTION MICRONUTRIMENTS B5 :
=Nl LA SVLVITION MICRONUTRIMENTS BS :

L.
2.

Peser exactement les composés du tableau selon les proportions indiquées.

Dans un ballon jaugé 1 L , mélanger dans l'ordre chacun des composés du tableau dans de I'eau
déionisée.

Augmenter le volume de la solution 2 1 L.

Entreposer dans une bouteille.

Etiqueter les contenants. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, la date de fabrication, Ia
concentration et vos initiales.

TAB U #P002-v2 : SOLUTION MERE MICRONUTRIMENTS BS (100 * ) dans

Composés no catalogue ; no lot | pesées exactes (g) | pesées visées (g)
Solution 10 mL
(LMo,Cu,CO) BS

H,BO, 0,300 g
ZnSO,7H,0 0,200 g
MnSO,-H,0 1,000 g
EDTA disodium 3,725
salt2H,0

FeSO,*7TH,0 2,780 g

PES_P002.V2 n
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL
STANDARD:P003-v2

MACRONUTRIMENTS-BS

LOT:

DATE:

PREPARE PAR:

REFERENCE: Wetter L.R., Constabel F., Plant tissue culture méthods, ed.

National Research Concil of Canada
OBIOPRO 1992 REDIGE PAR: Céline Allard date: 6 novembre
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-2: 8 février
CAPACITE: I L
CONCENTRATION : 20 * (50 mL L)

PREPARATION DE LA SOLUTION MACRONUTRIMENTS BS :
1. Peser exactement les composés du tableau selon les proportions indiquées.
2. Dans un ballon jaugé 1-L, mélanger dans l'ordre chacun des composés du tableau dans de I'eau

déionisée.

3. Augmenter le volume de la solutiona 1 L.

4. Entreposer dans une bouteille.

5. Etiqueter les contenants. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, la date de fabrication, la
concentration et vos initiales.

TABLEAU #P003-v2 ;: SOLUTION MERE MACRONUTRIMENTS B5(20*)dans 1L
Composés no catalogue ; no lot | pesées exactes (g) [ pesées visées (g)
KNO, 50,00 g
CaCl,*2H,0 3,00g
MgS0,7H,0 5,00g
(NH,,SO, 2,68¢g
NaH,PO,-H,O 3,00g

PES_P003.V2

n




PROTOCOLE EXPERIMENTAL LOT:
STANDARD:P005-v2
= VITAMINES-BS DATE:
S —
REPARE PAR:
BIlopro
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REFERENCE: Wetter L.R., Constabel F., Plant tissue culture méthods,
ed. National Research Concil of Canada

REDIGE PAR: Céline Allard
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin

date: 6 novembre 1992
version-2: 8 février 1993

CAPACITE: I L

CONCENTRATION : 100 * (10 mL L-!)

I
2.

déionisée.

Entreposer dans une bouteille.

Augmenter le volume de la solutiona 1 L.

PREPARATION DE LA SOLUTION DE VITAMINES POUR B5 :

Peser exactement les composés du tableau selon les proportions indiquées.
Dans un ballon jaugé 1 L , mélanger dans I'ordre chacun des composés du tableau dans de I'eau

Etiqueter les contenants. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, la date de fabrication, la

concentration et vos initiales.

TABLEAU #P005-v2 : SOLUTION MERE DE VITAMINES POUR B5 (100 * )dans 1L

Composés no catalogue ; no lot § pesées exactes (g) [ pesées visées (g)
Mio-inositol 10,0 g
Acide nicotinique 0,lg
Pyridoxine*HCI 0,lg
Thyamine<HCI 10g

PES_P005.V2

n
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL LOT:
STANDARD:P010-v2
== KINETINE DATE :
= ¢ - PREPARE PAR:
BIlopro |

REFERENCE: Wetter L.R., Constabel F., Plant tissue culture méthods,

OBIOPRO 1992 | 4 National Rescarch Concil of Canada

REDIGE PAR: Céline Allard date: 6 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-2: 8 février 1993

CAPACITE : 100 mL
CONCENTRATION : 250 ug mL !

PREPARATION DE LA SOLUTION:
1. Préchauffer a environ 40 ‘C environ 100 mL d'eau osmosée.

2. Peser un contenant d'un capacité de 100mL, dans lequel sera entreposée la solution, avec
un barreau magnétique.
Peser exactement 0.02500 mg de kinétine sur un balance analytique.

4. Dans un bécher de 25 mL, dissoudre dans un volume d'environ 2 a 4 mL d'un solution de
0.5 N HCl en chauffant légérement si nécessaire.

5. Diluer graduellement avec I'eau. Tranvaser dans le contenant de 100 mL. Continuer a
diluer en mélangeant constamment. Augmenter le volume de la solution jusqu'a obtenir 100
g de solution.

6. Retirer le barreau magnétique. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, la date de
fabrication, la concentration et vos initiales. Entreposer au réfrigérateur.

AB U #P010-v2 ;: SOLUTION KINETINE 250 -1
Composés no catalogue ; no lot | pesées exactes (g) | pesées visées (g)
Kinétine 0,025 g
Eau déionisée 100 g

PES_P010.v2 s
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL LOT:
STANDARD:P011-v2
=l ACIDE DATE :
= = e a-NAPHTHALENEACETIQUE
==. PREPARE PAR:
BI1Opro

REFERENCE: Wetter L.R., Constabel F., Plant tissue culture méthods, ed.

National Research Concil of Canada

©BIOPRO 1992 ] )
REDIGE PAR: Marie-France Pépin date: 19 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-2: 8 février 1993

CAPACITE : 100 mL
CONCENTRATION : 250 pg mL!

PREPARATION DE LA SOLUTION:

1. Préchauffer a environ 40 -C environ 100 mL d'eau osmosée.

2. Peser un contenant d'un capacité de 100mL, dans lequel sera entreposée la solution, avec un
barreau magnétique.

3. Peser exactement 0.02500 mg d'acide a-Naphthaleneacetique sur un balance analytique.

4. Dans un bécher de 25 mL, dissoudre dans un volume d'environ 2 4 4 mL d'éthanol en
chauffant légérement si nécessaire.
5. Diluer graduellement avec I'eau. Tranvaser dans le contenant de 100 mL. Continuer i diluer

en mélangeant constamment. Augmenter le volume de la solution Jusqu'a obtenir 100 g de
solution.

6. Retirer le barreau magnétique. Inscrire le nom de la solution, le numéro du lot, 1a date de
fabrication, la concentration et vos initiales. Entreposer au réfrigérateur.

TABLEAU #P011-v2 : SOLUTION acide a-Naphthaleneacetique 250 ug mL-1

Composés no catalogue ; no lot pesées exactes (g) | pesées visées (g)
NAA 0,025¢g
Eau déionisée 100 g

PES_P011.v2 in
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PROCEDURE EXPERIMENTALE STANDARDISEE:
PES-P013.vl

TITRE: SUIVIDE LA CROISSANCE: pH, PCV,
MASSE HUMIDE, MASSE SECHE,

B]()pr() VIABILITE, PIGMENTATION,

ANTHOCYANES
Suivi des cultures de Vitis vinifera

REDIGE PAR: Marie-France Pépin DATE: 19 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-1 : 19 novembre 1992

Les données a recueillir au cours du traitement des échantillons des cultures de cellules de Vitis
vinifera doivent étre compilées sur le formulaire de prise de données FPD P002 dont un

exemple est annexe.
1. Stéréliser:

. des pipettes de 10 mL pour les échantillonnages des cultures en flacons agités

. un flacon d'échatillonnage pour les cultures en bioréacteur lorsque cela est
nécessaire

2, Identifier:

. deux bouteilles d'échantillonnage d'une capacité d'environ 25 mL (destinées a
entreposer un échantillon du milieu de culture et a effectuer l'extraction des
anthocyanes);

. un tube Eppendorf (destin€ a entreposer un échantillon filtré pour la mesure
des hydrates de carbone par HPLC);

o une coupelle d'aluminium (destinée a la mesure de masse humide et de masse
séche).

3. Calibrer la sonde de pH.

Peser un tube a centrifugation jaugé d'une capacité de 15mL pour les cultures en
flacons agités et de S0mL pour les cultures en bioréacteurs.

Peser un tube a essai.

Peser la coupelle d'aluminium sur une balance analytique.

Pipetter 10 mL d'une solution EtOH-1%HCI (85:15) dans une des deux bouteilles
d'échantillonnage.

Préparer un filtre 0,45 um dans un portoir Sweenex 2,5 cm.

Prélever stérilement un échantillon de culture d'environ 15mL pour les cultures en
flacons agités directement dans le tube a centrifugation; d'environ 25 mL pour les

PES P013-vl IS
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dans le flacon d'échantillonnage; d'environ 50 mL pour le réacteur de SL dans un bécher
propre.

Bien agiter. Avec un embout de pipette automatique tronqué, aliquoter environ 1 mL

dans une éprouvette propre pour la détermination de la viabilité et de la pigmentation et
environ 1 mL dans le tube a essai pour le compte cellulaire.

Transférer les échantillons des bioréacteurs dans les tubes a essais de 25 mL.

Mesurer le pH du milieu. Bien s'assurer que le pHmétre est remis en position "Stand by"
apres la prise de mesure.

Peser le tube a centrifuger et le tube a essai.

Ajouter 2 mL d'un solution d'oxyde de chrome (10% (m/v)) dans le tube a essai.
Incuber dans une étuve a 60 °C 30 minutes.

Centrifuger le tube 3 minutes a 800g.

Déterminer le pourcentage de cellules pigmentées sous observation microscopique.
Utiliser l'inversion de phase (1) et ouvrir le rhéostat au maximum.

Déterminer le pourcentage de cellules viables (PES P0014).

Déterminer le volume total du culot et celui des débris cellulaire déposés a la surface du
culot s'il y a lieu, aprés centrifugation, 3 min., 800g.

Dans un éprouvette propre, filtrer le surnageant sur une pellicule de Miracloth™. Retirer
I'éprouvette de I'Erlenmeyer a filtration et réserver le filtrat. Rincer I'échantillion
abondamment avec de I'eau déionisée. Recueillir les cellules dans les coupoles
d'aluminium pré-pesées.

Recueillir le filtrat. Filtrer 4 0,45 pum entre 0,5 et 1 mL du filtrat dans le tube Eppendorf.
Entreposer le reste du filtrat dans une bouteille d'échantilonnage. Congeler le tube
Eppendorf, réfrigérer la bouteille d'échantillonnage sans délai.

Peser précisément sur une balance analytique la masse humide des cellules recueillies
(H1); peser la masse humide des cellules recueillies aprés 45 secondes pour évaluer le
taux d'évaporation (H2); réserver environ 100 mg de biomasse pour l'extraction des
anthocyanes et peser la masse humide des cellules restantes (H3) aprés 45 secondes.

Sécher les cellules a 100°C jusqu'a stabilisation du poids (24 heures).

Sortir le tube a essais contenant les cellules digérées. Compter les cellules selon la
procédure PES PO015 ou mettre le tube a essai au réfrigérateur.

CALCULS

Les calculs sont effectués dans un chiffrier Quattro: CUVEE.wq| pour les cultures en cuvée. Le
fichier de base doit étre modifié pour pouvoir traiter les données issues de cultures en mode cuvée
alimentée. Une liste du contenu des cellules est annexée.

2/5
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Les fichiers contenant les données sont identifiés comme suit dans le répertoire qui correspond au
protocole expérimental:

\Fnn\DONNEES.wql pour les cultures en flacons agités

\Hnn\DONNEES.wql pour les cuitures en bioréacteurs (incluant les échantillons des flacons
controles

A4: "TEMPS

B4: “TEMPS
C4:PCV
D4: "PCVvia
E4: "WwW
F4: "alpha
&4: DWW

H4: "VIA
[: "PIGMENT
H: "ACY

K4: "ACY

[4: "ACY

M4: "Cel/mL
N4: “erreur

0O4: “"VOL ECHAN
P4: "pH

Qd: "CHO

R4: "SUC

$4: "GLC

T4: "FRC

U4: "NH4

V4: "NO3

Wa4: P04

X4: "DENT.
Y4: "DATE

Z24: "HEURE
AA4: “"VOL HRI
AB4: "AVANT
ACA: "APRES

PES P013-vl

AS: “heure

B5: Your

ES: gL
F5: gL
GS: gL

HS5: %
[5: %

J5: "mg/L

KS: "'mg/dw
LS: "mg/ww

NS: “cell/mL
05: “mL

Q5: gL
RS: g/l
SS: gL
T5: gL
U5: “mM
V5: "'mM
W5: " mM

BAS: "mM
BBS: ‘'mM

((@DATEVALUE(Y6+@TIMEVALUE(Z6)H@DATEVALUE(S YS6)+
@TIMEVALUE(SZS6)))*24

(SA6/23)

(AI6/(AES-ADG))
((AI6-AJ6Y(AE6-AD6))
((AL6-AK6Y(AE6-ADG))* 1000
(E6/C6/1000)

(AO6-AK6)*(AM6-AKG)Y((ANG+(ALG-AMG* AMG/ALG-AKG)
*(AE6-AD6))*1000

(AP6)

(AQ6)

10°AW6*AV6*(AM6-AK6)(98 2% AM6-( ANG+HALG-AM6 Y* AMG/ALG))
*0.001*(AEG-ADG))

(J6/G6)

(6/E6)
(AT6+AUGY*((AGS-AF6)+*ARG)(2*0.00165*AS6*(AG6-AF6))
@ABS((AT6-AUGY*((AG6-AF6y+AR6)Y(0.00165*AS6*(AG6-AF6)))
(AC6-AB6)

(AH6)

+R6+S6+T6

+AX6%(1-8C6*SF6)

+AY6%(1-SC6*SF6)

+AZ6%(1-5C6*SF6)

+BAG%(1-5C6*SF6)

+BBG6%(1-8C6*SF6)

+BC6%(1-SC6*SF6)

"CL1

@DATE(92.6.4)

@TIME(11,150)

3\



AD4: “T.VIDE BCS: “‘mM
AE4: “TPLEIN

AF4: "E.VIDE

AG4: "E.PLEINE

AH4: "pH

Al: "CULOT_C

AJ4: "DEBRIS

AK4: "C.VIDE

AL4: "HUMI

AM4: "HUM2

AN4: "HUM3

AO4: "SEC

AP4: "VIA

A "PIG

AR4: "CHROME

AS4: 'DIL C

AT4: "COMPTE!

AU4: "COMPTE2

AV4: DIL_A

AW4: "ABS

AX4: "SUC

AY4: "GLC

AZA: “FRC

BA4: "NH4 BAS: "'mM
BB4: "NO3 BBS: "mM
BC4: "PO4 BC5: "mM

4/5
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FORMULAIRE DE PRISE DE DONNEES:
FPD-P002.v1

[ -/ Suivi de 1a croissance (Vitis vinifera)

Références:

PES-PO13.vl
PES-PO14.v1
PES-PO15.vl

PO-
Page /

REDIGE PAR: Marie-France Pépin

VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-1 : 20 novembre 199

DATE: 20 novembre 199}

©BIOPRO 1992

IDENTIFICATION

DATE

HEURE

MASSE FLACON, avant éch.

, aprés éch.

MASSE TUBE A CENTRIFUGER, vide

. plein

MASSE TUBE A ESSAL avant

. aprés

pH

§ VOLUME DU CULOT, centrifugé

, débrs

MASSE COUPELLE, vide

. humide 1

. humide 2

, humide 3

, séche

VIABILITE

PIGMENTATION

Ajout doxyde de chrome

DILUTION

COMPTE CELLULAIRE, 1/2

. 3/4

PES P013-vl
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PROCEDURE EXPERIMENTALE STANDARDISEE:

PES-P014.v1
== TITRE: VIABILITE DES CELLULES DE PLANTES

“ Coloration au diacétate de fluorescine
Biopro |
REFERENCE: Joumnal of Histochemistry and Cytochemistry, 33: 77-79,
1985

©BIOPRO 1992 REDIGE PAR: Marie-France Pépin DATE: 19 novembre 1992
VERIFIE PAR: version-1 : 19 novembre 1992

PREPARATION DE LA SOLUTION MERE:
Solution de diacétate de fluorescine

e Dissoudre 5 mg de diacétate de fluorescine par mL d'acétone
 Etiquetter: indiquer la date de préparation ainsi que la date d'expiration

e Conserver au réfrégirateur a I'abris de la lumiére. Stabilité de la solution 6 mois.

DETERMINATION VISUELLE DE LA VIABILITE DES CELLULES:

e Allumer le bloc d'alimentation de la lampe a fluorescence.

e Mélanger 5 pL de la solution FDA 2 environ | mL d'un échantillon de suspension
cellulaire.

e Evaluer les proportions de cllules viables et totales par observation mivroscopique. Les
cellules mortes sont visibles sous un fond de lumiére incandescente, le rhéostat au

e Eteindre la lampe a fluorescence.

e Remplir le cahier d'utilisation du microscope.

REMARQUES

e Les anthocyanes masquent la coloration de la fluorescine.

e Le coeur des amas celluaire est généralement mort.

PES_P014.V1 1



PROCEDURE EXPERIMENTALE STANDARDISEE:
PES-P015.v1
== TITRE: COMPTES CELLULAIRES
—H_ Digestion i 'oxyde de chrome
p REDIGE PAR: Marie-France Pépin DATE: 19 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-1 : 19 novembre 1992

©BIOPRO 1992

Précautions: Porter des gants et des lunettes de sécurité

PREPARATION DE LA SOLUTION MERE

Solution d'oxyde de chrome

e Dissoudre 10 g de CrO; pour 100 mL d'eau.

o Etiquetter, identifier clairement, indiquer la concentration, ajouter des recommandations
minimales quant a la manipulation

ERMIN'ATIQN VISUELLE DU NOMBRE DE CELLULES

e Mélanger 2 mL de la solution d'acide chromique a environ 1 mL d'un échantillon de
suspension cellulaire dans un tube a essai. Si la suspension est trés concentrée, augmenter
le volume de la solution ajouté (FPD-P002). Prendre garde de bien fermer le tube.

e Incuber dans une étuve a 60°C 30 minutes.

e Diluer avec de l'eau déionisée pour pouvoir compter de 100 a 200 cellules par surface sur
une cellule Foch-Rosentall. Noter la dilution (FDP-P002).

e Evaluer le nombre de cellules par unité de volume sur une cellule Fuch-Rosentall par
observation microscopique en contraste de phase.

e Eteindre la lampe du microscope.

REMARQUES

Les couches de cellules sont difficiles a distinguer. De petits amas cellulaires facilitent la
mesure. Avec le microscope Zeiss que nous utilisons le contraste de phase se trouve en position
let2.

PES P015-vl I\l
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PROCEDURE EXPERIMENTALE STANDARDISEE :

' PES-P016.v1
== TITRE: ANALYSE DE NH,. PAR COLORIMETRIE
-H.- culture de cellules de plantes - MS et BS

p REFERENCE: Anal. Chem. 39: 971-974. 1967.
©BIOPRO 1992 REDIGE PAR: Marie-France Pépin DATE: 23 novembre 1992
VERIFIE PAR: version-1 : 23 novembre 1992

PRECAUTIONS: Porter des gants. Dans la mesure du possible
effectuer les opérations impliquant le phénol sous
une hotte chimique.

Disposer des solutions dans les contenants a
récupération prévus a cette fin.

PREPARATION DES REACTIFS:

#1 Peser 10 g de phénol
Peser 50 mg de sodium nitroferricyanide dihydrate
Dissoudre dans de l'eau déionisée. Compléter a 1 L dans un ballon jaugé.
Aliquoter dans des bouteilles ambres. Conserver a 4 °C

#2 Peser 5 g de NaOH.
Dissoudre dans environ 1 L d'eau déionisée.
Ajouter 8 mL de NaOClL.
Compléter a 1 L dans un ballon jaugé.

PREPATION DES STANDARDS:
Préparer une solution de 1 mM de (NH,),SO, avec de l'eau déionisée.

La remplacer tous les mois.

Dans des éprouvettes propres, pipetter 1 mL d'eau déionisée. Dans la premiére éprouvette,
pipetter | mL de la solution standard. Bien mélanger. Pipetter 1 mL de cette solution et la
melanger a I'eau de la seconde éprouvette. Répéter autant de fois que nécessaire pour obtenir les
concentrations de I'ordre de celles présentes dans le milieu.

PES_P016.V1 13
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ANALYSE COLORIMETRIQUE:

Faire les analyses en duplica. Préparer environ quarante éprouvettes a la fois.

Dans une éprouvette de 13 mm,

pipetter 40 uL d'échantillon, de standard ou d'eau déionisée servant d'échantillon blanc
pour le milieu MS (concentration maximale de 20 mM NH,)) ou

pipetter 150 pL d'échantillon, de standard ou d'eau déionisée servant d'échantillon
blanc pour le milieu B5 (concentration maximale de 2 mM NH,)

Ajouter 2,5 mL du réactif #1 a I'aide d'une dispensette.

Ajouter 2,5 mL du réactif #2 a I'aide d'une dispensette.
Mélanger chacune des éprouvettes avec le Vortex.

Incuber 30 minutes a la température de la piéce.

Arréter la réaction en refroidissant dans un bain d'eau froide.

Calibrer le spectrophotométre (Séquoia Turner):

- Ajuster la longueur d'onde a 630 nm; s'assurer que le filtre est adéquat.

- Mettre l'appareil en position de lecture de transmittance (bouton d'extréme
gauche).

- Insérer I'éprouvette contenant le blanc dans I'appareil.

- Maintenir le bouton "zero" enfoncé et ajuster le zéro de I'appareil (deuxiéme
bouton). Relacher le bouton.

- Ajuster le 100% de transmittance a l'aide du troisiéme bouton a partir de la
gauche.

- Mettre I'appareil en position de lecture d'absorbance.

Prendre les lectures d'absorbance avant 30 minutes.

Apres les analyses, disposer du contenu des éprouvettes dans les contenants de
récupération.

Rincer abondamment les éprouvettes a I'eau courante, a l'eau osmosée puis a l'eau
déionisée. Sécher dans une étuve dans un portoir bien identifié. N'utiliser que du
savon sans phosphate. S'assurer que les éprouvettes ne sont utilisées que pour les
analyses.

TRAITEMENT DES RESULTATS

La coloration varie linéairement avec la concentration. Effectuer une régression linéaire sur les
résultats. Typiquement, la courbe de calibration devrait étre similaire a celle présentée plus

bas.

PES_P016.V1 23
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PROCEDURE EXPERIMENTALE STANDARDISEE :

PES-P017.vl
P ) — .
== TITRE: ANALYSE DE PO,: PAR COLORIMETRIE
-H- culture de cellules de plantes - MS et BS

REFERENCE: Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 16iéme édition, 1985, p. 448.

©BIOPRO 1992

REDIGE PAR: Marie-France Pépin DATE: 23 novembre 1992
VERIFIE PAR: Marie-France Pépin version-1 : 23 novembre 1992

PRECAUTIONS: Porter des gants.

PREPARATION DES REACTIFS:

#1 H.SO, 5N
Diluer 70 mL de H,SO, concentré dans de I'eau déionisée jusqu'a un volume de 500mL.

#2 Potassium antimonyl tartrate solution
Dissoudre 1,3715 g K(SbO)C,H,*2H,O dans 400 mL d'eau déionisée.
Augmenter le volume de la solution 4 500 mL dans un ballon jaugé.
Entreposer dans le noir dans une bouteille de verre.

#3 Ammonium molybdate solution
Dissoudre 10 g (NH,); Mo,0,,°4H,0 dans 200 mL d'eau déionisée.
Augmenter le volume de la solution 2 250 mL dans un ballon Jaugé.
Entreposer dans le noir dans une bouteille de verre.

#4 Acide ascorbique, 0,1M
Dissoudre 1.76 g d'acide ascorbique dans 100 mL d'eau déionisée dans un contenant
réservé a cet effet. Assurer vous qu'il ne contient aucune trace de contaminant.
La solution n'est pas stable plus d'une semaine a 4°C.

PREPATION DES STANDARDS:

Préparer une solution de | mM de KH,PO, avec de I'eau déionisée.

La remplacer tous les mois.

Dans des éprouvettes propres, pipetter | mL d'eau déionisée. Dans le premiére éprouvette,
pipetter | mL de la solution standard. Bien mélanger. Pipetter | mL de cette solution et la
mélanger a I'eau de la seconde éprouvette. Répéter autant de fois que nécessaire pour obtenir les
concentrations de l'ordre de celles présentes dans le milieu.

PES_P017.VI 173
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PREPARATION DE LA SOLUTION DE REACTIFS

Pour obtenir 100 mL de réactif combinés, les mélanger dans ['ordre et les proportions suivantes
en mélangeant aprés chaque addition dans une bouteille de verre réservée a cette fin. Les
réactifs doivent au préalable étre 4 la température de la piéce. S'assurer que tous les
accessoires utilisés soient exempts de toute trace de contaminant.

50 mL réactif #1
5 mL réactif #2
15 mL réactif #3
30 mL réactif #4

Le mélange est stable pour une période de 4 heures.

ANALYSE COLORIMETRIQUE:

Faire les analyses en duplica. Préparer environ quarante éprouvettes a la fois.

¢ Dans une éprouvette de 13 mm,
- pipetter 150 pL d'échantillon, de standard ou d'eau déionisée servant d'échantillon
blanc.
- Ajouter 4,9 mL d'eau déionisée i l'aide d'une dispensette.
- Ajouter 800 pL du réactif.

e Meélanger chacune des éprouvettes avec le Vortex.
e Incuber 10 minutes a la température de la piéce.

o Utiliser le spectrophotométre (Séquoia Turner):
- Ajuster la longueur d'onde a 880 nm,; s'assurer que le filtre est adéquat.
- Mettre I'appareil en position de lecture de transmittance (bouton d'extréme gauche).
- Insérer I'éprouvette contenant le blanc dans I'appareil.
- Maintenir le bouton "zero" enfoncé et ajuster le zéro de I'appareil (deuxiéme

bouton). Relicher le bouton.
- Ajuster le 100% de transmittance a I'aide du troisiéme bouton a partir de la gauche.

- Mettre I'appareil en position de lecture d'absorbance.
e Prendre les lectures d'absorbance avant 30 minutes.

* Rincer abondamment les éprouvettes a I'eau courante, a I'eau osmosée puis a I'eau
déionisée. Sécher dans une étuve dans un portoir bien identifié. N'utiliser que du savon
sans phosphate. S'assurer que les éprouvettes ne sont utilisées que pour les analyses.

TRAITEMENT DES RESULTATS

La coloration varie linéairement avec la concentration. Effectuer une régression linéaire sur les
résultats. Typiquement, la courbe de calibration devrait €tre similaire a celle présentée plus
bas.

PES_P017.V1 273
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ABSORBANCE

Figure (PES_P017.V1)-1. Courbe typique d'étalonnage.
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A2. CULTURES EN FLACONS AGITES

Des cultures en flacons agités ont été effectuées parallélement a toutes les cultures en
bioréacteurs comme cultures témoins. Les résultats issus de ces cultures accompagnent ceux des
cultures en bioréacteurs présentés aux annexes 3 et 4. Les résultats présentés ici sous forme de
courbes évolutives sont ceux analysés spécifiquement dans le chapitre 3. lls se démarquent des

autres cultures témoins en flacons par la disponibilité de données pour le compte cellulaire.

A2.1 CONDITIONS EXPERIMENTALES ET
PRESENTATION DES RESULTATS

Les expéniences rapportées ont été effectuées avec les lignées VVG105 et VVGI111. Les cellules
de ces lignées sont cultivées sans apport de lumiére. Les conditions expérimentales décrites dans
les chapitres (2 et 3) ont ét¢ utilisées sans modifications. Selon la codification adoptée pour les
bioréacteurs, ces cultures correspondent aux expériences H09ctr, H10ctr, H1 lctr pour la lignée
VVGI05 et aux expériences H27ctr, H29¢tr et H3 Ictr pour la lignée VVG111. Un des flacons
tmoins de la série VVGI11 était muni d’une sonde a OD permettant ainsi de compléter
I'information contenue dans les courbes de croissance (xms. xmy» PCV, x,), de production
d’anthocyanes, de consommation de nutriments (NHy4, NO3, POy, saccharose, glucose, fructose),

de pH et, pour certaines conditions expérimentales, de conductivité du milieu de culture.

Les cellules de la lignée VVGI105 utilisées pour les cultures témoins avaient été sous-
cultivées 53, 58 et 64 fois depuis leur sélection sur cals par I’équipe du CRDA. Leur
pigmentation était faible et la production d’anthocyanes ne dépassait plus les 60 mg Acy L-!. Les
cellules de la lignée VVGIL11 étaient plus productives avec des concentrations finales
d’anthocyanes atteignant 200 mg Acy L-!. Les cultures présentées ici ont été effectuées avec des
cellules des sous-cultures VVG111 sc20, sc27 et sc31. Ces cellules croissaient surtout en amas

d’un diamétre d’environ 2 mm et étaient initialement difficiles a échantillonner avec une pipette a
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large ouverture. Des cellules de la sous-culture sc21 ont donc été filtrées a travers une passoire
dont les ouvertures étaient de 1 mm, mises en cultures et soumises a I’entretien régulier afin
d’obtenir une suspension fine de cellules. Le suffixe Dxx accolé au nombre de sous-cultures
depuis I'établissement de la lignée désigne le nombre de sous-cultures depuis la sélection par
filtration des amas cellulaires les plus fins. Les courbes en flacons produites au chapitre 3

représentent le comportement des cellules VVGI111 sc31(D10).

A2.2 RESULTATS ET CALCULS

Les résultats expérimentaux sont présentés sous forme graphique dans les figures qui suivent. Les
références aux fichiers de résultats sont indiquées. Ces fichiers ont été générés sur SigmaPlot®

version 5.0 (Jandel Scientific).

A2.2.1 Courbes et indicateurs de croissance

Les courbes de croissance des six cultures en flacons représentée par Xy, Xygp PCV, et x,, et
traitées au chapitre 3 ici sont présentées aux figures A2.1, 2.3, 2.5, 2.7, 2.13 et 2.20. La masse
des cellules, xys/x,, ainsi que le rapport MH/MS

Tableau A2.1 Identifications des y sont aussi présentés. Une série de lignes
indicateurs graphiques des courbes de verticales, décrites au tableau A2.1, ponctuent

croissance . . .
ces courbes pour indiquer les événements

signifiants dans [’évolution de ces cultures en

seeseeene moml\?;{t WPfomg:e hnumlllzlllafrne cuvée. On y constate que la masse spécifique
4 da'ns

L Lo des cellules demeure relativement constante
------ moment approximatif de limitation en

PO, dans le milieu extracellulaire  jusqu’a ce que la prolifération cellulaire

—— - - moment correspondant a la mesure de  ralentisse et que le rapport masse humide sur

oD, (OUR,.,.) masse séche augmente par la suite (Tableau
———limite(s) de la penode oula A2.2). Cette augmentation du rapport MH/MS
concentration totale d’hydrates de

carbone atteint ~0 indique une expansion de la biomasse associée a
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Tableau A2.2 Taux d’augmentation du rapport biomasse humide sur biomasse
séche et masse séche spécifique des cellules.

taux augmentation Masse seche spécifique des
MH/MS cellules

g MH g! MS d! ug MS cellule!
VVGI05 sc53 1.8+0.1° 3.7+23"
VVG10S sc58 0.95+0.29 43+21
VVGI105 sc64 1.7£0.1 2.1+£0.7
VVGL111 sc20 nd 3713
VVGI111 sc27 0.97 £0.32 22+0.5
VVGI111 sc31 0.82 +0.28 35+1.0

* déviation standard ou erreur sur I’estimé

I"'accumulation d’eau dans les cellules. Les changements graduels de composition chimique du
milieu de culture se traduisent par une diminution de la pression osmotique qui peut en grande
partie expliquer ce comportement. Les mesures de conductivité et les concentrations résiduelles
d’hydrates de carbone peuvent étre converties en leur équivalent en concentration de NaCl et
exprimés en termes de pression osmotique. Ainsi, tel qu’illustré aux figures A2.16 et A2.23, on
peut tenter d’établir une relation entre le PCV, la biomasse humide, le rapport MH/MS et la
pression osmotique. Ces tendances représentent I'effet normal de I'augmentation de la
turgescence des cellules en réponse au changement de pression osmotique du milieu extérieur.
Notons ici que les erreurs sur la pression osmotique proviennent de 1’addition des variations de

mesures d’hydrates de carbone.

Les mesures de pH et de conductivité du milieu effectuées sur les cultures de cellules
VVG111 sont présentées aux figures A2.9, A2.15 et A2.22. Les mesures de pH des cultures de
cellules VVGIO5 sont présentées avec les mesures de consommation de nutriment et

d’assimilation d’oxygéne. Comme nous I’avons abordé au chapitre 3, le pH du milieu
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extracellulaire diminue d’environ 5,4 au moment de !'inoculation jusqu'a 4,5 pendant la
consommation de I’ion ammonium pour ensuite se rétablir progressivement autour de pH 6. Les
mesures de conductivité et de la concentration en NO; de milieu extracellulaire sont aussi

corrélées.
A2.2.2 Consommation de nutriments

L’hydrolyse du saccharose était complétée entre les deuxiéme et troisiéme jours de culture. Le
taux specifique d’hydrolyse varie selon la lignée cellulaire de 1,6 g saccharose g-! MS d-! pour
VVG105 (sc53) a 7.2 = 1.1 (n=3) pour les trois séries d’expériences effectuées avec VVGI1I1.
Lorsque les cultures ont été poursuivies suffisamment longtemps pour que tous les hydrates de
carbones soient complétement consommes, la viabilité des cultures a fléchi jusqu’a 10%. Les ions
ammonium et phosphate étaient complétement consommés dans les quatre premiers jours de
culture. Comme le montrent les figures A2.2, A2.4, A2.6, A2.8, A2.14 et A2.21, les cinétiques

d’assimilation de NH, et de PO, différent pour les deux lignées étudiées.

A2.2.3 Production d’anthocyanes

Les rendements en anthocyanes demeurent constants en cours de culture (Tableau A2.3). En
effet. une analyse de variance ne permet pas de rejeter I’hypothése que les rendements varient en
fonction du temps. De plus, les graphiques des résidus ne permettent pas non plus d’identifier un

biais en fonction du temps.

Cependant, pour les deux lignées cellulaires, les rendements en anthocyanes varient avec le
temps. Cette variation peut étre exprimée en fonction du nombre de sous-cultures effectuées
depuis la sélection de la souche (Tableau A2.3). Il est intéressant de constater que pour les deux
lignées les rendements diminuent au méme taux. De plus, les ordonnées a ’origine qui
correspondent théoriquement au rendement lors de la sélection sont aussi les mémes (VVG105:
Yo=22,20£1,7 mg Acy g'! MS; VVGlLI1: Yo= 20,78+0,93 mg Acy g'! MS). Bien que ces

valeurs soient obtenues d’une extrapolation trés loin de I'origine, elles suggérent que le
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Tableau A2.3 Rendements en anthocyanes sur la biomasse séche
et humide des lignées VVG105 et 111 cultivées en flacons agités.

Lignée Sous-culture YA% S Diminution de
rendement
sc mg Acy g'! MS mg Acy g’ MS SC-!
sc53 5.03+0,50 (n=17)
VVGI105 sc58 3.12+0,56 (n=20) -0.33+0,03 (n=3)
sc64 1,4420,57 (n=16)
sc20 14,17+2,89 (n=31)
VGGl111 sc27 11.522+0.86 (n=35) -0.34+0,03 (n=3)
sc3l 10,55%2,28 (n=29)

* + intervalle de confiance 95%
2 ne sont pas significativement différents d’aprés un test de Student

programme de sélection de souches sur cals qui a permis d’obtenir une forte productivité devrait

étre appuyé d 'un programme de maintien de productivité en milieu liquide.

A2.2.4 Assimilation d’oxygéne

Les taux de croissance faibles (de I'ordre de 0,25 d'!) et les valeurs observées des taux
d’assimilation d’oxygeéne (OUR, oxygen uptake rate) chez les cellules de plantes (de I'ordre de
0,04 a 3,0 mmol Oy L-' h'1) permettent de supposer un régime pseudo-permanent entre la
concentration d’OD dans le milieu de culture, la pression partielle d’oxygéne au-dessus du liquide
dans le flacon et celle a I'extérieur de celui-ci. Une analyse d’ordre de grandeur des termes des
équations

dop _

——=k.a (oD*-0D)-qq, -x (Al)
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4ob =0OTR -OUR (A2)
dt

montre que dans les flacons agit¢é pour un ka de 18h! (chapitre3), I'OTR

(=ka(OD*-OD)=18,0h! - (0,253 mmol O, L1 -0) est au maximum de [Iordre de

4,5mmol Oy L-*h! alors qu'un estimé de l'ordre de grandeur de dOD/dt donne

0,001 mmol Oy L-! h-! (figures A2.8, .14, .21). Ainsi

——=0=0TR -OUR (A3)

et I’équation (A1) devient

k,a(OD'-0D
0, =— . ). (A4)

Il apparait donc qu’en faisant I’hypothése que le k; a ne varie pas de fagon significative au cours
de la culture, qp, peut étre estimé a partir des données de concentration en OD si I’on dispose

d’un bon estimé de la biomasse.

Pour obtenir une représentation continue des courbes de croissance de la biomasse séche et de
la prolifération cellulaire, xg et x,, ainsi que des estimés du taux spécifique de croissance
observé, p ., les données de croissance des cultures de cellules VVG111 sc27(D6) et sc31(D10)
ont été lissées mathématiquement. La croissance de la biomasse a été représentée a I’aide d’une

€quation logistique:

X = Xmas (A5)
1+(l‘w—"‘°)-exp(—uw-(t-to>)
Xo

Les paramétres de I’équation décrivant la biomasse, x,, €t pp,,., Ont été évalués par la méthode
Marquardt-Levenberg telle qu’implantée dans SigmaPlot®. Un estimé du taux de croissance

observe, u., peut alors étre obtenu en évaluant subséquemment:
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dx X
= = Xl - — A6
dt Hoax X ( xm") (A6)
et
1 dx
=== A7
“'nbs X dt ( )

Les comparaisons de la représentation des courbes de croissance obtenues avec les résultats
expérimentaux dans les figures A2.11, A2.18 et A2.25 justifient I'utilisation d’un modéle
logistique. On y remarque que I’utilisation du modéle de croissance classique de premier ordre

W= %% = constante (A8)

ne permet pas de bien représenter la courbe de croissance notamment son inflexion systématique

autours du moment o OUR_,, atteint un maximum (Figures A2.10, A2.17 et A2.24).

De plus, le point d’inflexion et I’allure de la premiére dérivée telle que calculée a partir de

I"équation 6 se comparent bien a un estimé de la dérivée obtenu par dérivation numérique:

(e - 52)
f,= el ' _f S N A
i (T:JT+F.17 i (h,., h,_,)s (A9)
ou
h. =t —t, (A10)

appliquée aux résultats expénmentaux. La faible fréquence d’échantillonnage et I’erreur de
mesure des paramétres représentant la croissance de la biomasse ne permettent cependant pas
d’obtenir des estimés fiables des dérivées par cette méthode. La prolifération cellulaire, elle, est
mieux représentée par morceaux: une fonction exponentielle sur une premiére section de la courbe
de croissance s’étendant du jour O au jour 6 environ et une fonction linéaire décroissante sur une

deuxiéme section.
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Ces évaluations de xyg et de x, permettent de calculer (qo,)ys €t (qo,), et de les représenter
en fonction du temps, de la concentration en OD et du taux de croissance spécifique. Ainsi, en se
référant aux figures A2.18, A2.19,A2.25, A2.26, on constate que les taux spécifiques
d’assimilation d’oxygéne calculés sont de 0,40 a 0,65 mmol 0, g MS h! pour les 7 premiers
Jours de culture. Vers le 10iéme jour, (qo,)ys Se stabilise autours de 0.02 a 0.04
mmol Oy g! MS h'!. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles généralement
rapportées pour les cultures de cellules de plantes, ces demiéres oscillant entre 0,7 et
0,04 mmol O, g'! MS h-t selon que les mesures sont prises au début ou a la fin des cultures.
L’erreur de mesure sur les comptes cellulaires est beaucoup plus importante que pour la masse
séche et rend difficile linterprétation de I'assimilation d’OD en terme de taux spécifique
d’assimilation par cellule. Les (q0y); estimés pour les cuvées VVGILI1 sc20, sc27(D6) et
sc31(D10) sont de 1,0 4 2,0 umol O, 10 cellule h-! au cours des 5 a 6 premiers jours de culture
pour ensuite diminuer jusqu'a 04 a 0,8 umol O, 10 cellule h! (figures A2.12, A2.19.
et A2.26). Les estimés de (qp,), demeurent constants jusqu'a ce que la concentration d’OD
atteigne un minimum et que I’OUR soit maximal. Ces estimés ne semblent pas varier non plus
avec la concentration d’OD dans le flacon. Le mode d’opération en cuvée oblige 2 interpréter

avec prudence cette observation.

Les estimés de (qp,), ne semblent pas varier avec la concentration d’OD, mais plutét
demeurer constants jusqu’a ce que la concentration d’OD atteigne son minimum marquant ainsi

un moment o I’OUR est maximal.
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production d’anthocyanes de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105
sc53. Culture témoin de la cuvée en bioréacteur H09



40 -
— 30 i
' Ii
] :
E 4
_E‘ 20 i
.
Q :
Z 10 +
] ,¥, e
: PO T—'
& " E
—_ ® NH, -
T K}
-l : 3
s 2 : ®
E : o
E : (=
o 2
o g S
= 3
z i s
H ©
$ 3 B
0 AT E
i o
40
—_ s GLC
T, % ; a FRC —
= 30 ® Total '
: %]
w 25 : =
= : o
2 203" =
o : -
S : a
15 %]
2 <4 3
g 10 = - . s
(=3 :
> 5 H
x u
Y e —
0 S 10 15 20 25
Temps [d]
Figure A2.2

8 : 1.0
= PCV T 1
Ti @ cailules
: -+ 0.8
6 1
- | ; + 06
4 4 -8
1 1 ? -+ 0.4
|
T 0.2
13 ] 1
0 L At 0.0
20 500
T
1 400
15 +
1 300
10 +
+ 200
5 1
+ 100
1
0 - 0
0 10 15 20 25
Temps [d]

Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire et viabilité,

251

PCV

-1
BIOMASSE [g MH L ]

production d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche
de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105 sc53. Culture témoin de la

cuvée en bioréacteur HO9



252

_—10.0 30 —
!w I
@ p— -t
3 T 253
© 75 > +
] T ®
g = 20 + i ]
(723 -+
- § = T
S 5.0 s 15 +
3 - T
S i ° I 0F
S 2.5 =] ¥
v < 5 34—
H i x T
g : I
ooo I—‘l llll'l‘llllllllll]’r o 1 1 L TTTrrYlll'llllllrlr
v, 8 —r———&a———————— 100 300 100
t a A I - Pigmentation ® ]
- ‘ + T Anthocycnes @ 1 N
K i — 80 a <80 2
2 e I 5 ¢ I3
= I I
o + Kl =, 200 BR ©
o 3 + 6032 + 60 B
o <+ © 7] <~
= o4 I = = T &
£ 5 ° F 4= 3 + w0 =
5 : I = © 100 ; I z
% 2 E . T % E T g
: . z : ——
.« 4 o Cellules @7 202 2 . T2 3
a Viabllité A T ® I
£ : T /] - sse T
0 LB SN0 4 LRI S0 S .0 S 2 LI B B0 B B 2 3R BB § —
S T T T T T 0 0 0
20 500 1.0
- I 400 —
1,15 + 'y, _.—.0 8
7] I x 'y
i —+ 300 i E 0.6
= 10 L) B = € as
i ' 200 8 o0 -
3 . . + 32
o S + o u
a “ ::0—__— 100 & 0.2 L
e T PCV B
B5QN(5%6) P | DEBRIS w
o I L4 LIS l Tt rl Ty I LIRS l L o o.o
o 5 10 15 20 25 (] 5 10 15 20 25

Temps [d] Temps [d]

Figure A2.3 Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire et viabilité,
production d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche
de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105 sc58. Culture témoin de la
cuvée en bioréacteur H10.



40 ;
—'—\ 30 -T
] :
- - ;
ENTE
w T

. °
: oo
R e m  —
3
a PO

— [ ) NH‘
l_.l
5 2
E
£
- : :
o :
a- 1 I
‘. o
P
z :

40
—_ T = GLC
LET s FRC
o 30 i ® Total
w 25 40
AL
& 20 + H E
< 1 e
© g5 Li]
& 4 :
= 10+
seTgt e
> 5+
x + :

R e R —

[o] 5 10 15 20 25
Temps [d]

Figure A2.4

6 -
Compte cellulaire [10 cellules mL ')

BIOMASSE [g MS L™

8 . 1.0
u PCV 1
T ie iCellules
: -+ 0.8
6T
I + 06
4 + a® +
L s g -+ 0.4
2 r " . i [ ] -+ 0.2
+ ; ) 4
0 +—Frrr Tt 0.0
20 : 500
® MH I
® MS T 400
15 4
T 300
10 . 1
I T + 200
P o3 I
3 $ T 100
s I
o J S S S —
0 5 10 15 20 25
Temps [d]

Consommation de nutriments, croissance de la biomasse et

253

PCV

BIOMASSE [g MH L'

production d’anthocyanes de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105

sc58. Culture témoin de la cuvée en bioréacteur H10.



10.0

]

N o N
i o i

Masse des collules [ug cellules

o
h
(=4

')

Compte cellulaire [10 cellules mL

N W a0 0 N D

Cellules @
Viabilité A

lll‘lll‘llllllllll
| SSLNLINL N L T B L

o

-

20

-
n

-
[«]

8% o
L J
"1

w

-1
BIOMASSE [g MS L ]

MH o
MS @

T N T A A

llll"l'llllllll"

0 IRAREEREAREERAREE RERERE LR

0 5 10 15

Temps [d]

Figure A2.5

20

T

25

100

[-:] -]
o o
Viablité [X cellules]

»
[=]

(]
o

500

400 T

300

200

100

]

BIOMASSE [g MH L

-1 -1
ANTHOCYANES [mg L ] RATIO MH sur MS [g g ]

-1
PCV [mL mL ]

30

25

20

15

1Q

o
o

o
>

o
N

o
o

|IRAREE REARE BEEEE REREE RERE

» @ o
° o o
PIGMENTATION {%cellules]

N
o

Pigmentation
Anthocyanes

-
e
——
-
-
-
-4
-
-

T ori LI D] LERLBAI L
| | | | |

o

PCY &
DEBRIS v |

25

10

15 20

Temps [d]

Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire et viabilité,

100

254

production d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche
de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105 sc64. Culture témoin de la

cuvée en bioréacteur H11.



40

-1
NO; [mmol L ']
N o
o o
! |
1 1

-
o
}
r
-

T

St Y S —

-1
NH,;; PO, [mmol L ]

a PO‘
® NH

[Z I
n O

HYDRATES CARBONE [g L ']
- N N W
W o (¥, (=]

-
o

Ly
a

(7]

s GLC
a FRC
® Total

0 Frvrr
0

Figure A2.6

T T

S 10 15 20

Termps [d]

Consommation de nutriments, croissance de la biomasse et

LN L B S T 2 o

25

§

Compte cellulaire [10 cellules mL

BIOMASSE [g MS L)

s PCV
T @ Cellules

|
[
2.—
A
as

——

0

TTTT YT

20

o MH T
o NS 1
15 i T
° 1
[ ] +
‘0 o T
o I
. 1
5 ¢ I
.t T
¢! i

0 Frrrrrm e

T T T

0 5 10 15 20

Temps [d]

N
wn

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

500

400

300

200

100

255

PCV

-1
BIOMASSE [g MH L™ )

production d’anthocyanes de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG105
sc64. Culture témoin de la cuvée en bioréacteur H11.



256

[se1n®a%] NOILVININOId

o
o o o (=4 o
- © w0 - «~ o
A
[ AR RS RARE ' -
o ner >0
- sef o
' 2Ef i3
s 0 S
P - S § 1
- £ F
e L E T SRt BT LN i £ 1
o - llnl.A.I
= . -
C a1 . s
l— -
W
g 8 e @ ®w ©w * o 9
5] 2 ~ © ©6 ©6 @6 ©
[, 8] sn 4ns 1 ouvy [,_70w] SINVADOHLNY [,.ww] Add
[,.7 Hn 8] 3ssynoig
° [so1nne> x] puniaoIA 6 o o o o
o (=] (=] o o (=] o (=4 o (=]
- o ) - o~ o n - L] o~ - (=]
—n-_—-—-n—-—_——-_ — — _-—_-—l
[ --—wqqq—--—-qq—-q — —-—-
X ®d
" LI ]
ol -
o 25
L
-~ -4g- -~ -er- -

Q " o 0 Q
o ~ 0 ~N o
H. so[n(|eo B77] so|njje0 sop essoN

W N © N ¢ M N -

H. qw se|njjeo ao: eJipjnjjeo ejdwor

o [ 4]

-

{,_1sn 8] 3ssvroi

15

25

20

Temps [d]

(d]

Temps

/4

Le,

Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire et viabili

teurs H27 et H28.

reac

bioré

”

de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111 sc20. Culture témoin des
cuvées en

production d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche

Figure A2.7



257

1.0

Add

0.0

[,_7 Hn 8] 3ssvmoig

-+ 0.8

-+ 0.6

-+ 0.4
-+ 0.2

TTT YT YT

(= o (=} o (=4
Q o (=] Q [=]
n - L] ~N -
} i i ]
T LI T I

o o o
o «+ ~N

100

snoseip Yo

[,_1sn 6] 3ssvnoie

® Total

1 loww) foN [,_1 10ww] od "uN

0l O v O n O
M SN N - -

[, 8] 3NOBY¥YD S3ILYHOAH

Temps [d]

Temps [d]

Figure A2.8

de

~

oxygene, croissance

oin des cuvées en bioréacteurs H27 et H28.

Consommation de nutriments, assimilation d’
la biomasse et prolifération cellulaire de cultures en cuvée et en flacons agités de

cellules VVG111 sc20. Culture té



258

IS NN

s aligas

Pl IPSTAPArS PN

-

réel moyen——

Il
¥
o
©

[1w] sanjino ep swnjop

j LN
e
T

M P

l bt bt i
T{drestrsrrtfrerrrroes

S 8 8 3 8§
snossjp ¥p ¥

LI

0

15 20 25

10

10 15 20 25

L]

Temps [d]

Temps [d]

émoin des

de I'OD et du volume de culture de

101

de la conduct:

Suivi du pH, ité,
vée et en flacons agités de cellules VVG111 sc20. Culture t

bioréacteurs H27 et H28.

Figure A2.9
cultures en cu

cuvées en



259

(sein1e0 %] eiinqol

100

[,.1 Hn 6] 3ssvmoig

0

4
+

—+ 60
4

LB

-+ 80
4 40

o

o~
[T A
LA

LIS}
s @ +

':' Celluld
AViabilité & T

+
.
-~

LELELELES BRER 2 00

100

H,-AE so|njjes ._o;

91jo|n|{ed eydwio)

(,_.7 sn 8] 3ssvnoia

P ———]

- —

0.01

c
(W w] Add

TITT [P TSP (3T [TT T rorrT
I I I 1 I

25

20

Temps [d]

emoin des

’,

de cellules VVG111 sc20. Culture t

S

»

Suivi de I’OD et représentation exponentielle des courbe de croissance
de cultures en cuvée et en flacons agité

bioréacteurs H27 et H28.

Figure A2.10
cuvées en



260

F’l]‘vl].ﬂ"r“

LER BN ERL N R |

40 60 &0 100
oo

20

LINLASL B LI SN BN SNSRI BN BNL N B B

o

[,_(4 SN 8) %0 townw] S"(b)

[,(p sn 8) s €] ' @

0.0

40 0D 60 80 100

20

o n o 0
~ - -

H_ 7 S B) eyoes essowo|g

9SSDWO|q D) 9P UO|DJIDA 8p XNO|

o w
L] o~

[, _(4 sn 8) Po joww] S7(

(=]

*

wn
H
o~ -

o
.

OUV

JYyvyyr[yrrrrpyrrrryrrrprrey

o

0

15 20 25

10
Temps [d]

by [g MS g 'Ms d ]

és a

lu

mesures ou
éva

modele logistique ou paramétre

de cellules VVG111

t en flacons agités

ee e

»

Taux spécifique de croissance et d’assimilation d’O, évalués sur la

sc20. Culture témoin des cuvées en bioréacteurs H27 et H28; symboles

dérivées a partir des mesures; traits pleins

partir de ce modéle.

base de la biomasse séche de cultures en cuv

Figure A2.11



261

T T ,'
? A z | c
s |
s 3 1
E % :
= ]
s o |
© (=] |
2 <z i
[ ON :
S
s f ° 1
2 P E |
© LS
o (. [
o H [ o
'5. ' (. ™
' (-]
§ ; T';Ill'lll'l 3 Olo llll‘ll’lll’rlj’irllllI'Illll
© H 1 0 5 10 tf ] 20
H 1o Temps [d
0.5 ; — S 30
T X B R °
e T ; - ° 25
's 0-4 T ; o 2 T
© T , 1 S 2.0 —::'—
2 o3t : . °s *
© n - -
o + P ~ 1.5 1
~ I [ o I
% 0.2 —+ L g T
k3 T [ 2 1.0 +—
S I ! " § I
A . R
* ¥ : o ~~ I
0.0--ltlll:ll'lfi'l‘_rlllllllllll 50-0 lll]lllll’l’l"rlllll
[} 5 10 15 20 25 [} 20 40 60 80 100
Temps [d] 0D ([Z saturgtion de I’air dans i’equ]

Figure A2.12  Taux spécifique de croissance et d’assimilation d’O, évalués sur la
base du compte cellulaire de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111
5¢20. Culture témoin des cuvées en bioréacteurs H27 et H28; symboles : mesures ou
calculs basés sur les mesures de biomasses; traits pleins : représentation
mathématique de la courbe de croissance évaluée & partir de ce modéle.



262

(seine3%] NOILYININOId

Q
© o o =) ]
- © © - B o
b-—-——.-—.-—-’-—
[ —-_—-4—--—--—-—11
[ [ L1 g
" "er 30
. - [
[ SOF o
N =cfl tl
8 22 e
[ cor
[~ ¢ o
L ——————— ~ — — ~ — - SR R »e—4--a-E£t
L ocl
o o a T <K

8 8 °© e = @ + o Q9
m m m - (=4 o o (=] o
(,_8 6] sn ane un oiLvy (,_18W] SINVAIOHINY (7w W] Add
[,_1 1 8] 3ssvnoig
° [se1nnes %] puiqoin 6 o o o o
o o (=3 o o (=] o (=] o Q
- ©0 w ~ ~N o "] - " ~N - (=]
| — i _ 44 — 44 — 43—} V- — 4} — . | — i1 — . |
L LA — L — LA | — LI A — LR B [ LA 2N 4 — LA B § — LA I 4 — LA § —‘ LENL A § [
g ®d " eoal
d n 0 - ~F
- |8 £ - I20C
- =0 - v
C 82 ' ¥F
= = [
- d-4------- HO—@—i- - - - - —i0——+ - ol
SR e ___ S ®_o%. - 5
" « e e | o
o § 0 S fresseg@annns - @ -0 -
n Qo L1 Q T N © N ¢ M N~ O m mw (=] L o] o

~ n o~ o

~—10.0

, s9|n|jed B1/] se)n|jeo sep ossON

_”. Jw senjjeo (] esjo)njjeo eydwon
- 9

(,_1sn 6] 3ssvnoig

25

20

20 25

5

Temps [d]

Temps [d]

Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire, production

Figure A2.13

masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche de cultures

t en flacons agités de cellules VVG111 sc27(D6). Culture témoin de la cuvée

d’anthocyanes,
en bioréacteur H30.

»

én cuvee e



263

1.0

0.0

[,_1 Hn 6] 3ssvnoie

«
o
]
1

uuuuuu [ = et = —pmget - - -

||||||||||| S Rl = -
——e—ta—

A S AR A

500
-+ 400
-+ 300
-+ 200
-+ 100

100

snoss)p %0 ¥

ﬂ. qw se|njjes co—_ ®J|ojn||ea ejdwog

[, sn 8] 3s5VROI8

7 oww)] FoN [, 1eww] Yod THN

[,_1 8] 3N0BYYD S3Lv¥aAH

Temps [d]

Temps [d]

=
WV
s 3
3 .8
U
5 ¥
28
,momr
wﬂm
E3
5 §
]

oin de la cuvée en

Consommation de nutriments, assimilation d’o

la biomasse et prolifération cellulaire de cultures en cuvée e

cellules VVG111 sc27(D6). Culture té

Figure A2.14



264

e

Fare

-3t e i Pl P
LZLSR AN LI BN A S LN B B LB N A0 BN L B Bn 2 ¢

[ |0 sw] gyialjonpuoy

e.njino sp swnjop

oy

M " P STEl I
LAN SILINLAR B B (AN B R 2N B B0 B SN Bb G NN

snosep Yo g

15 20 25

10

15 20 25

10

Temps [d]

Temps [d]

de I’OD et du volume de culture de

i4

té,

Suivi du pH, de la conductivi
cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111 sc27(D6). Culture témoin de

la cuvée en bioréacteur H30.

Figure A2.15



Figure A2.16

ratlo MH/MS [g g ']

Blomasse humide [g MH L-']

PCV

Relation entre le PCV, la biomasse humide, le rapport MH/MS et

(7]
7]

(7]
o

llllll
"lll'

- = NN
o u o°o u
Y

(5]

400

300

200

100

<+
—
+4
- e,
—— -,
-+
F| e
-t - ., .. -
-+ AN el
-+ N N
o =t e, -
—— -
-+ = Ty
- *, -\‘ p-
—— [ 3
- v [ e
—— L Ly
—— 4 -
- LA o
L] 1] L] L] ] Ll L} L] 1] r L] L] L T
+
-
<+
L "\.
-, .. ..
) "._.
- o,
<+
- °
- ..
00 8 on [¢]
T ey
-+
+
+
—
<+

N | PR
1

o
o

1 T T 7

0.1 0.2

Pression osmotique [MPa]

0.3

265

I'osmosité du milieu pour la culture VVG111 sc27(D6). Culture témoin de la cuvée en

bioréacteur H30. La fléche indique le moment ot OUR est maximum,; les lignes

pointillées représentent l'intervalle de confiance a 95%.



266

soInjied ¥ SHIQOIA
|

o o Q o
o - -

'y
T

abilité & L
-~ 80

+ 40

o o~
i A TR A
T LELSRLEN LA B

IREARA SRR
AR R

Celiulés @ +

Vi

|

LBLELIN RN S

II-IIIIIIIlIlI‘T

o o o o -
[+ () -

20

100

HT._E sojn||eo .o: [,.7 sn 8] 3ssvnoie

e1jo|n|es ejdwo) __ +——t __ -+ _

- -—
.

snossip %o %

0.01

(=]
HT,_E qw] Add

20 25

15

Temps [d]

Suivi de I’OD et représentation exponentielle des courbe de croissance

de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111 sc27(D6). Culture témoin

de la cuvée en bioréacteur H30.

Figure A2.17



267

Trrryrr|yryvrrrrrroroy

40 (] 80 100

20

100

80

(e]2]
oD 60

40

Tr T YT T ryrrrroy
20

fryrryryvrrryrrr

]

LELLILEN LI

[,_(P SN 8) sw 8] Mt

0.0

[, (4 s 8) %o oww] S"(%)

[,_(p sn &) sn 6] ' @

3.0

0.0

[,_(4 Sn 6) z0 joww] ED)

o n
& 2 2 e o

H. 7 SW 8] eyogs essowoig

|RRRERRS

- o -
[P, 1sn6]!
9SE0WO|q D| Op UO|DIIDA @p XND| W

[,_(4 SN 6) %o oww) ST

nOCv

0.4 0.5
-1
MS d ]

0.3

-1

1

0.
tys [gMs g

0.0

Temps [d]

™ 1
25 3

N 3

mme
,st,
mmmm

S ‘
S3§%

oy &g
SINER
R
S ¥F
.mc.ol.

mmmm
~ nre
N

58 g%

ggs 8

=88

383 8
2858

» 1~ 8
aeo“k
awm.m

3 &

8 < %
E¥y %
Y38 Q

”u\“om

$388y
MYEay
£ S
i . 2
Mla.nwn..h
ti88s
HIYEE
O @ QU



-1

Compte cellulalre [10 celiules mL )

[cellule (cellule d) ']

ke

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

e

¢

LRI

Ty{ryrryrrry

llllllllll
LIRS R

llllllllIIJll

LR BLAL R ML

i
|
!
§
i
i
|
|
I
{
|
|
T
I
i
I
|
|
|
|
1
i
|
i
]
]
i
|
1

TTY T

o
w

Figure A2.19
base du compte cellulaire de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111
sc27(D6). Culture témoin de la cuvée en bioréacteur H30; symboles : mesures ou calculs
basés sur les mesures de biomasses; traits pleins : représentation mathématique de la
courbe de croissance évaluée a partir de ce modéle.

Taux spécifique de croissance et d’assimilation d’O, évalués sur la

LILILE SLILLELES LALILILES B AL RS

10 15 20 25
Temps [d]

) [pmol 0, (10 callule h) ‘]

("0.

(9 ), [wmol 0, (10° celiute h)™']

0.0

|IARREE EAREE BEEAN BEIAE BRI

[} - 10 20 25

15
Temps [d]

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

llllllllllillllllllIl‘lllllll
o HH

0.0

LENLENL N L NL N B L L BN BN ERL L

0 20 40 60 80 100

0D [ saturation de I'air dans I’eau)

268



269

[so1nieox] NOILYININOId

o
o =] o o (=]
- [ ("] - ~ o
..._..__.-__.—__-.. n
N -<<—-<.—-<-_<-—-- 2
[ [ ap
—o—| " "ol zab o
P — [4
[ ..m..m- Pﬂ ~
||||| ._IO.TI.. o 5 5 of Q
. @ """~ --- - SRR S SR ..nlon.ﬂﬁ llllll ]
[ J - 6 o
lllllllllllllllll rllllllall.lll.lmhi
- ™ - |
L P 4
_“_. C ° a<f

Q
o
-
H—

so|njjeo Br] se|n|ieo sep essop

H_ Jw senjjeo co: eJjo|njjeo eydwo)

=3 =] S °© ¢ « @ T & 9
N a 1 = - o o o o
H.-o 8] sm 4ns 4N OlLYY H.-J Bw] SINVADOHINY HT._E W] Ad
H.-J HW 8] 3ssvnolg
s0|njje
° [seinniea %] eilgola ° o o o o
[=] [=] [=] [=) o [=] Q o Q (=]
L ol [ w -« ~ o w -« (2] ~N L o o
il — L1 1 — i1l — 1 i1 — 1.1 1 — 11 — N | _ 11 _ o | n
L LB — Ty — LELEJ — LRI — T T 7T T ¥ — LER L — LEDLER S — LA — T [ 2
- od - éeoal
K - F4CFS
L =0 - Pl
...... Rinte cnea S S N B TR o R T S N - %f o
| - o9
||||| - Py — . o - - -_— - - - - -— - w
et _ : " % n af
- - SR
- b ' =
------} ZELEEE ERREEETTPEEEPR S @&
- " kY3 n
o o °
5 nv. 5 0. 0 M 0 n < L] o~ - Q [«] [T4) o n o
~ v o~ o ™ - -

[, sn 8] 3ssvnoie

Temps [d]

Temps [d]

Croissance de la biomasse, prolifération cellulaire, production

d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche de cultures

Figure A2.20

vées

de cellules VVG111 sc31(D10). Culture témoin des cu

és

en bioréacteurs H31 et H32.

(£

agi

t en flacons

-

én cuvee e



270

(,_1 Hn B8] 3ssvnolg

|||||| Bt - — — [ —

T T

snossip %o

f..JE so|nj|eo oo: 1|0jn||9d 8ydwio) HT._ SW 8] 3SSVWOIE

25

® Total
T
20

[, loww] Ton

[,_7 10ww] "o "un (,_1 6] 3N0BY¥YD SILVHAAH

Temps [d]

Temps [d]

<

8 oo

g

B em

L

sm m
B
]
'
2
X~

de cultures en cuvée et en flacons agit.
S cuvées en

Consommation de nutriments, assimilation d’o.
. Culture témoin de

la biomasse et prolifération cellulaire

cellules VVG111 sc31(D10)

Figure A2.21



271

HrH

-l
LELEL 20 2 o0 4

200

[,_wo sw] siaonpuoy [1w] esnyno sp ewnjop

snossp %o %

i il BN N " -
et et

4

15 20 25

10

15 20 25

10

o

Temps [d]

Temps [d]

Figure A2.22

de I'OD et du volume de culture de

’

té,

Suivi du pH, de la conductivi

cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111 sc31(D10). Culture témoin des
bioréacteurs H31 et H32.

cuvées en



ratio MH/MS [g g_,]

Biomasse humide [g MH L-‘]

PCV

Figure A2.23  Relation entre le PCV, la biomasse humide, le rapport MH/MS et

o
(7]

(7]
o

'S ITET

- = NN
o u o w
Illl'Illllllllllllllllllllll
'lllllllll'
»

(L]

lllllllll]llll]llll iy

o

400 -

300 %

200 +

100 -

0.0

0.1 0.2 0.3

Pression osmotique [MPa]

272

I'osmosité du milieu pour la culture VVG111 sc31(D10). Culture témoin des cuvées en
bioréacteur H31 et H32. La fléche indique le moment ot OUR est maximum; les lignes
pointillées représentent l'intervalle de confiance a 95%.
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Suivi de I’OD et représentation exponentielle des courbe de croissance
de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111 sc31(D10). Culture témoin
des cuvées en bioréacteurs H31 et H32.
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a partir de ce modéle.
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base du compte cellulaire de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG111
s¢31(D10). Culture témoin des cuvées en bioréacteurs H31 et H32; symboles : mesures
ou calculs basés sur les mesures de biomasses; traits pleins : représentation
mathématique de la courbe de croissance évaluée a partir de ce modéle.
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A3. CULTURES EN BIOREACTEURS
AVEC CONTROLE DE LA CONCENTRATION
D’OXYGENE DISSOUS

Des cultures en cuvée en bioréacteurs ont été effectuées dans les bioréacteurs a double ruban
hélicoidal afin d’étudier I’effet de la concentration d’OD sur la croissance des cellules de
Vitis vinifera. Les résultats présentés ici sous forme de courbes évolutives sont ceux analysés
spécifiquement dans le chapitre 4. Des cultures en flacons agités ont été effectuées parallélement
a toutes les cultures en bioréacteurs comme cultures témoins. Certaines de ces cultures ont été

I"objet d’une analyse plus poussée au chapitre 3 ainsi que dans [’annexe 2.

A3.1 CONDITIONS EXPERIMENTALES
ET PRESENTATION DES RESULTATS

Les lignées cellulaires VVG12, VVG105, VVG109 et VVGIl11 ont été cultivées dans les
conditions décrites au chapitre 2 (Tableau 2.1). Un index détaillé des figures représentant la
progression de divers paramétres décrivant [’état de toutes ces cultures est présenté au
tableau A3.1. Des lignes verticales jalonnent les graphes mettant de ’emphase sur les moments
ou le milieu est épuisé en NH,, en PO, et en hydrates de carbones, et oi I’OUR atteint un

maximum selon la nomenclature présentée au tableau A2.1, page 243.

Rappelons que pour les flacons témoins la mesure de pH est celle du surnageant apreés
décantation de la biomasse. Lorsque des mesures de pH ont été faites en ligne dans les
bioréacteurs, elles sont représentées par un trait continu. Les mesures du pH du surnageant des
échantillons soutirés des bioréacteurs sont représentés par des cercles pleins. Le volume des
cultures en flacons agités correspond au volume moyen de tous les flacons témoins d’une méme
expérience compte tenu de 1’échantillonnage périodique et de la perte de volume par évaporation.

Pour les bioréacteurs, le volume réel correspond au volume de culture dans le bioréacteur compte
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tenu de I’évaporation du liquide et de I’échantillonnage alors que le volume dit ‘équivalent’
néglige I'effet de I’échantillonnage puisque celui-ci est homogéne. Toutes les concentrations sont
exprimées par unité de volume initial de culture et les mesures de concentrations de nutriments
ont été corrigées pour considérer le volume occupé par la biomasse. Ainsi, les concentrations sont
rapportées sur une base comparable. Les barres d’erreur correspondent a la déviation standard

des mesures pour les échantillons répétés des cultures en flacons agités.

A I’exception des cultures effectuées dans le milieu BSQN (cuvées H24 a H26), le milieu
deculture des flacons témoins était le méme que celui utilisé pour les cultures en bioréacteurs.

permettant ainsi la comparaison des indices d’augmentation de la biomasse séche.

Toutes les cultures effectuées sont représentées mis a part une culture ou la sonde d’0OD a
fait défaut (H14, VVGI2 sc58). La cuvée H16 (VVGI12 sc60) montrait plusieurs signes de
mauvais fonctionnement. Un milieu de culture brunitre typique d’une production de phénols ou,
dans le cas de production d’anthocyanes, d’une lyse cellulaire et d’une oxydation du produit, a été
observé. Aucune contamination n’était observable au microscope en cours de culture. Pour la
cuvée H15 (VVG105 sc58), la présence d’azote dans le systéme d’alimentation gazeuse causée
par la commande d’une injection d’azote dans un réacteur opéré simultanément n’a pas permis de
maintenir adéquatement la consigne de concentration d’OD a 70%. La concentration d’OD a été

maintenue a 70% les trois premiers jours de la culture pour se stabiliser par la suite a 40% d’0D.
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Tableau A3.1 Index des figures représentants les résultats des cultures en cuvée en

bioréacteurs
Cuvée Flacons témoins Bioréacteurs

Croissance Nutriments Comparaison | Croissance oD Nutriments oz

Viabilité op :’;‘i’y‘:,mm Viabilité OUR qo2 Croissance

Acy Croissance biomasse Acy Vitesse Croissance

Rapport Masse d’agjtation

MH/MS spécifique des  [pH

cellules Conductivité
m Volume
Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page

HO9 A2.1, 250 A2, 251 A3.10,295 | A3.11,296 | A3.12,297 | A3.13,298 | A3.14, 299
H10 A23, 252 A2.4, 253 A3.5, 290 A3.6, 291 A3.7,292 A3.8, 293 A39, 294
Hl1l A2, 259) A2.6,255 | A3.15,300 | A3.16,30! | A3.17, 302 A3.18,303 | A3.19, 304
HI12 A3.45,330 | A3.46,331 | A347,332 | A348,333 | A349, 334 A3.50, 335 | A3.51,336
H13 A3.20, 305 | A3.21, 306 A3.22,307 | A3.23,308
HI15 A331,316 | A3.32,317 | A3.33,318 | A3.34,3]9
Hl6 A3.24,309 | A3.25,310 | A3.26,311 | A3.27,312 | A3.28, 313 A3.29,314 | A3.30,315
H17 A3.24,309 | A3.25,310 | A3.40,325 | A3.41,326 | A3.42,327 | A3.44,329 | A343, 328
H18 A3.24,309 | A3.25,310 | A3.35,320 | A3.36,321 | A3.37,322 A3.38, 323 | A3.39,324
H20 A3.52,337 | A3.53,338 | A3.54,339 | A3.55,340 | A3.56, 341 A3.57,342 | A3.58,343
H21 A3.52,337 | A3.53,338 | A3.59,344 | A3.60,345 | A3.61,346 | A3.62,347 | A3.63, 348
H22 A3.52,337 | A3.53,338 | A3.64,349 | A3.65,350 | A3.66, 351 A3.67,352 | A3.68, 353
H24 A3.69, 354 | A3.70, 355 A3.71,356 | A3.72,357 | A3.73,358 | A3.74, 359
H25 A3.69, 354 | A3.70, 355 A3.75,360 | A3.76,361 | A3.77,362 | A3.78,363
H26 A3.69, 354 | A3.70, 355 A3.79,364 | A3.80,365 | A3.81,366 | A3.82, 367
H28 A2.7, 256 A2.8, 257 A4.6, 379 A4.7, 380 A4.8, 381 Ad4.9, 382 A4.10, 383
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Comme I'indique le relargage dans le milieu de culture d’ions NH, (Figure A3.18), la culture
HI11 (VVGIO05 sc50) a subi les contrecoups d’une bréve panne du systéme de contrdle qui a
occasionn€ un arrét de I’aération et de I’agitation et provoqué une chute de la concentration
d’OD. Le contrdle a été rapidement rétabli bien que des erreurs de manipulations ait empéché
I"enregistrement des variables mesurées. Le déficit d’aération n’a pas engendré de baisse notable
de la concentration de biomasse ou de la concentration cellulaire. Toutefois, elle a
vraisemblablement ét€ la cause d’une lyse cellulaire puisque la concentration mesurée d’ion NH.
dans le milieu de culture a augmenté a 0,6 mmol NH, L dés Ia fin de la panne, le NH, libéré
provenant de la réduction des ions nitrate en ions ammonium par les cellules. Le taux apparent de
réassimilation de ces ions d’environ 0,1 mmol NH, L' d*, a été quatre fois moins élevé qu’en
début de culture, 0,4 mmol NH, L d', indiquant que le stress subi a résulté en une lyse d’une

partie de la population cellulaire, probablement étalée sur une période de 2 a 3 jours.

A3.2 RESULTATS ET CALCULS

A3.2.1 Viabilité

La proportion des débris cellulaires n’a jamais dépassé | 2 2% du volume de la biomasse sauf
pour la cuvée H16 (VVGI2, sc60) qui, comme il a été indiqué plus haut, a montré plusieurs
autres signes de sénescence. La viabilité de toutes les cultures est demeurée élevée et relativement
constante. La liste des viabilités initiales, minimales et moyennes de toutes les cuvée est présentée
au tableau A3.2 : la viabilité moyenne a varié entre 89 et 97% alors que la valeur minimale de
viabilité observée était de 60%. La viabilité des cellules isolées était toujours élevée a environ
95% a 100%. Contrairement aux cuvées présentées a I’annexe 2, les cultures en cuvée en
bioréacteurs n’ont pas été poursuivies suffisamment longtemps pour obtenir un échantillon aprés
I’épuisement complet de la source d’hydrates de carbone. Il n’est donc pas possible de confirmer
I'effet négatif de cet épuisement sur la viabilité observé avec les flacons agités des lignées
VVGI05 et 111. Seules les viabilités des cultures effectuées a une concentration d’0OD de 10%
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Tableau A3.2 Viabilité des cultures en cuvée en bioréacteurs
Lignée oD Milieu Cuvée Viabilité [%] nombre
cellulaire [%] |deculture Initiale | minimale | moyenne | intervalle [de mesures
confiance
95%
VVGI105 sc58 10 B5 H10 98 86 94 5.8 7
sc53 30 HO09 98 95 97 1.2 9
sc64 50 Hl1l 98 70 95 6.4 10
VVGI12 sc58 10 B5SDN HI13 ND 85 94 54 6
SC58 704,40 H15 ND 92 96 2,4 6
sc60 30 Hlé6 95 40 69 19 7
sc60 42 Hi8 95 60 89 80 5
sc60 50 H17 95 70 91 86 7
sc57 90 H12 90 70 93 54 Il
sc64 20 BS H20 98 70 94 9.7 5
sc64 30 H21 95 70 89 13,6 5
sc64 70 H22 98 80 93 8.9 5
VVG109 sc37 54 B5QN H24 99 95 97 1.5 6
sc37 60 H25 99 95 97 1.8 6
sc37 NC H26 95 85 94 6.0 6
VVGI111 sc20 50 BS H28 40 40 77 12 9

SC Sans contrdle de I’'OD

ND Non disponible

ou de celle effectuée sans contréle de la concentration d’oxygéne, résultant en des concentrations

d’OD demeurant sous 10%, ont déclin€é, y compris pour les amas de moins de 100um, indiquant

qu’une concentration d’oxygeéne dissous de 10% ou moins est limitante.

A3.2.2 Hydrolyse du saccharose

La consommation des hydrates de carbone est précédée d’une hydrolyse du saccharose

initialement présent dans le milieu de culture. Le taux spécifique d’hydrolyse du saccharose (qj,)

en glucose et en fructose, calculés pour les lignées VVG12, VVG105 et VVGI111 sont présentés

au tableau A3.3. Comme pour les cultures en flacons agités, la consommation de I’ion nitrate,

elle, est trés faible tant que I’ion ammonium est présent dans le milieu.
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Tableau A3.3 Taux spécifiques
d’hydrolyse du saccharose

Lignée Milieude  qp + intervalle de
culture confiance 95%
[gg ! MSdl)
VVG105 B5 1.8+0,7
VVGI2 B5QN 3,1£0,5
VVGll11 BS 6,9+0,7

Toutes lignées et

conditions confondues 49+1,0

A3.2.3 Oxygénation des amas cellulaires

Les cellules de V. vinifera ont tendance a croitre en amas. Cette tendance a surtout été observée
lors des trois 4 quatre premiers repiquages suivant le transport sans agitation des flacons de
nouvelles lignées cellulaires du CRDA a Polytechnique. La croissance en amas, surtout lorsque
les amas sont denses et par opposition aux agrégats liches, peut avoir des répercussions

importantes puisqu’elle peut entrainer la présence de limitation locale en oxygéne.

Certaines cultures ont été effectuées avec des cultures contenant encore de gros amas
cellulaires: c’est le cas notamment de la premiére cuvée effectuée avec la lignée VVG12 (90%
d’OD) pour laquelle, de mémoire, les amas atteignaient 3mm et le diamétre moyen devait étre
environ de 2mm. A Dautre extréme, le plan expérimental comportait des cultures a faible
concentration d’OD (10%) qui ont pu subir des limitations locales en oxygéne. Ainsi, il est

pertinent de vérifier cette possibilité.
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Considérant la concentration d’OD dans le réacteur, OD,, maintenue constante par [’action
du contréleur et homogeéne dans tout le réacteur, et la croissance de la biomasse lente par rapport
aux taux d’assimilation d’O,, on pose un profil de concentration d’OD établi tel qu’illustré a la
figure A3.1.

Le bilan de masse de I'oxygéne a I'intérieur de I’amas pour un terme réactif d ordre 0 (ou

Qo, est considéré constant et indépendant de la concentration d’OD) donne : '’

do, Px , 2R} 2R}
0D(r)=0D, _q:,; (R’ -r? -—°+T°} (All)
. r

ou r représente une position arbitraire 4 I’ intérieur de I’amas cellulaire;

R, le rayon moyen de I’amas;

Ro, le rayon tel que a r = Ro, dOD/dt =0 et OD = ODy;

OD.. la concentration d’OD a I’interface amas-liquide;

I, la masse volumique des cellules permet d’exprimer le taux spécifique d’assimilation

d’oxygene, qo,, sur une base volumique; elle est évaluée par la relation

OROI;+dr r

Piéure A3.1 Profil de concentration d’OD autour d’un amas cellulaire.
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P, =xys/(0,5- PCV) et varie typiquement de 40 4 60 g MS L' de biomasse pour la phase
exponentielle des cultures en flacons agités;

et D, la diffusivité effective de I’oxygéne dans les amas, assimilée a Ia diffusivité de 1’O- dans
I’eau, 2,5-10° m* s, ''® puisque les membranes cellulaires n’opposent pas de résistance au

transfert d’Os.

Le bilan de masse a I’extérieur de I’amas est le suivant :

No, =k,a,(0D, -0D,)=q,, p, (A12)

ou N, représente le flux d’oxygéne a la surface des amas;
ks, le coefficient de transfert d’O, a I'interface liquide-solide;

et a,, la surface spécifique des amas.

Cette surface spécifique est définie par la relation :

Surface externe 3R?
as = = .
Volume effectif R’ - Rg

(Al3)

Faisant I'hypothése d’une vitesse relative nulle entre les amas et le liquide, le coefficient de
transfert est estimé a partir du nombre de Sherwood, égal 4 2 dans ces conditions de mélange, et
définit comme suit : ¢

_KGR)
D

Sh (Al4)

Substituant les équations (A13) et (A14) dans 1’équation (A12), on obtient une expression de la

concentration d’OD a I’interface en fonction de la concentration d’OD dans la masse du liquide :

4o, Px[2R® 2R}
6D R

oD, =0D, - (A15)

Ainsi, remplagant OD; dans I’équation (A11) par I’expression qui la décrit dans 1’équation (A 15),

la concentration d’OD en fonction de la position dans ’amas est donnée par la relation :
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2R} 2R}
-—°+——°] (A16)

< 2R;
OD(r)=0D, _30: Pefopr 2o p2_p2
6-D R r R

Nous sommes intéressés a évaluer la proportion du volume des amas cellulaire qui est
oxygeénée pour diverses concentration d’OD dans le bioréacteur et sur une plage de taux
spécifiques d’assimilation d’O,. Pour une cinétique d’ordre O, représentant des conditions
extrémes par rapport a une cinétique d’ordre | ou de type Michaelis-Menten, I’efficacité
représente le ratio du volume des particules sphériques dans lequel le substrat est présent sur leur

volume total et est définit par :

_1_(ﬁj’ (AL7)
n=1-{=25 ).

Or, R, a été défini de telle fagon que a2 r =R, dOD/dt =0 et OD(r) = OD,,. En substituant ces
valeurs dans I’équation (16) et en la remaniant, il est possible d’exprimer Ry/R en fonction de

paramétres connus :

2.p.(OD, -0OD,)
=2 - - . A (A18)
R qO; px'R-

La distribution des diamétres des amas cellulaires n’a pas été mesurée. Par contre, comme

I'illustre les photos présentées a la figure A3.2, lorsque les cellules croissent en amas ou en
agreégats, ceux-ci sont d’un diamétre de I’ordre de 100 4 300 um. Certains amas cependant étaient
plus volumineux et, comme nous 1’avons évoqué plus haut, pour la cuvée effectuée a 90% d’OD

avec la lignée VVGI12 le diamétre moyen était plutdt de I’ordre de 2 mm.
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100 pm

Figure A3.2 Amas cellulaires typiques de V. vinifera. Photographies au microscope
optique en contraste de phase. Lignée cellulaire VVG111.
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Figure A3.3 Proportion aérée des amas cellulaires de divers diamétres en

fonction de la concentration d’OD et du taux spécifique d’assimilation d’'O;.
Diameétres : A, 100um; B, 300um; C, 500pum; D, 1500m.

La figure A3.3 présente I’efficacité calculée en fonction de la concentration d’0OD maintenue
dans le milieu pour des diamétre de 100, 300, 500 et 1500 um et considérant que 5% d’OD
constitue une concentration critique. La plage de taux spécifiques d’assimilation d’O, utilisée est
de 0 a 0,4 mmol O, (g MS h)", qui est le taux maximum mesuré au cours des cultures, alors que
les taux mesurés pour les cuvée effectuées a 10% et a 90% d’OD qui sont celles qui motivent
cette vérification atteignaient au maximum 0,15 mmol O, (g MS h)"'. On constate que pour des
diamétres de 100 et de 300 um les efficacités sont égales a | pour des concentrations d’OD, de
10% et plus, mais que pour des amas cellulaires de 500 pm, une concentration d’ODs, inférieure a

20% ne peut plus supporter des (qq, Jus plus grand que 0,2 mmol O, (g MS h).

Afin de pouvoir mieux relier chaque concentration d’OD maintenue dans les cultures au

diamétre limite des amas pour lesquels la concentration au centre devrait étre au minimum égale a
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OD. compte tenu des taux spécifiques mesurés d’assimilation d’O,, un courbe des diamétres

maximum a été construite en posant R, = 0 dans I’équation (A18) tel que :

2-9-(0OD,-0D_)

— (A19)
q01 px

En fixant la masse volumique de la biomasse au maximum de sa plage et en considérant une
concentration critique d’OD, les valeurs calculées de Dy sont minimisées. La figure A3 4 permet
de visualiser la valeur de ces diamétres pour chacune des conditions d’oxygénation testées. On
constate que, de facon geénérale, seule la concentration de 10% d’OD est susceptible de poser

probleme en plus des conditions particuliéres de la culture effectuée a 90% d’OD.

10X QD
20Z 0D
30% QD
40% 0D
S0Z 0D
70X 0D
90%Z 0D

Odenmpo
.0 0

b :
llllllllllllll

1111111111111
llll'llll'

0.0 llllllLlllllllllllllle
0 S 10 15 20

Temps [d]

Figure A3.4 Diameétre limite pour une oxygénation adéquate des amas
cellulaires pour chaque concentration d’OD testée en bioréacteur en fonction des
taux spécifiques d’assimilation d’O» maximal mesurés. Base de calcul:

px = 40 g mL™; région délimitée par les lignes pointillées : grosseur des amas
observés (a l'exception de la culture @ 90% d’OD)
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Pour ces deux cas particuliers, une évaluation plus précise des diamétres limites peut étre
obtenue en utilisant directement les valeurs de OUR et de PCV pour éliminer de la représentation
du taux de réaction I’imprécision d’une valeur moyenne de T): et réduire le nombre de données

experimentales utilisées de 3 a 2 dans la relation :

- OURmm-( Xpgs ) OUR &20)

do. Px= 05-PCV) 05-PCV’

("Ms)um.

et en substituant cette évaluation de q_oz'p_x dans les équations (A17) et (A19). Le tableau A3 .4
presente les diamétres limites ainsi que la proportion du volume oxygéné d’amas typiques pour
les deux cultures visées. On constate qu’a aucun moment il ne devrait avoir existé des conditions
de limitation locale en oxygéne qui auraient réduit la proportion de la biomasse oxygénée et
diminué dans une proportion inverse le taux spécifique de croissance de la biomasse séche. Ainsi,
relativement a la disponibilit¢ de I’oxygéne, la variation observée des taux spécifiques de

croissance de la biomasse en fonction de la concentration d’OD (Figure 4.4) n’est pas un artefact.

Tableau A3.4 Diamétre limite et efficacité des cultures
a 10% et 90% d’OD

VVGI2, 10%0D VVGI12, 90%0D
Diamétre maximal des amas 200 um 2000 pm
(90, Px)maximum ~10mmol O, L' h'  ~I0 mmol O, L' h?!
Diamétre limite 300 um 1250 pm
Efficacité 1 0,52

ODy =5%
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La faiblesse des diffusivités des autres nutriments des cultures de cellules végétales par
rapport a celle de 1’0, '”" est largement compensées par des taux spécifiques de consommation
d’environ un ordre de grandeur plus faible que (qo,)us (1-2 mmol O; g MS™ h' pour environ
0,03 mmol NH, g MS " h™' et 0,5 mmol Glc g MS " h'). Ainsi, aucune limitation diffusionnelle

n’est a prévoir pour les autres nutriments.
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Figure A3.5 Comparaison des indices d’augmentation de la biomasse séche d'une
culture en cuvée contrélée a 10% d’OD avec ses cultures témoins en flacons agités.
Milieu de culture: B5, lignée VVG105 sc58.
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Figure A3.9 Taux spécifique d’assimilation d’O, et croissance de la biomasse d’u

cuvée contrilée a 10% d’OD Milieu de culture B5, lignée VVG105 sc58.
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Figure A3.10 Comparaison des indices d’augmentation de la biomasse séche d’une
culture en cuvée contriélée a 30% d’OD avec ses cultures témoins en flacons agités.
Milieu de culture: BS, lignée VVG105 sc53.
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Figure A3.30  Taux spécifique d’assimilation d’O, et croissance de la biomasse d'une

cuvée contrélée a 30% d’OD Milieu de culture B5, lignée VVG12 sc60.
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production d’anthocyanes, masse des cellules et ratio masse humide sur masse séche
de cultures en cuvée et en flacons agités de cellules VVG12 sc57. Milieu de culture
B5DN, culture témoin de la cuvée en bioréacteurs H12.
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Figure A3.54 Comparaison des indices d’augmentation de la biomasse séche d'une
culture en cuvée contrélée a 20% d’OD avec ses cultures témoins en flacons agités.
Milieu de culture: B5, lignée VVG12 sc64.
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PIGMENTATION ([Zcellules)

Indicateurs de croissance, production d’anthocyanes, masse spécifique
des cellules et ratio de la biomasse humide sur la biomasse séche d’une culture en
cuvée contrélée a 20% d’OD. Milieu de culture: B5, lignée VVG12 sc64.
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Taux spécifique d’assimilation d’O, et croissance de la biomasse d’une
cuvée controlée a 20% d’OD Milieu de culture B5, lignée VVG12 sc64.
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culture en cuvée contrélée a 50% d’OD avec ses cultures témains en flacons agités.
Milieu de culture: B5, lignée VVG12 sc64.
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PIGMENTATION {Zcellules])

Indicateurs de croissance, production d’anthocyanes, masse spécifique
des cellules et ratio de la biomasse humide sur la biomasse séche d'une culture en
cuvée contriolée a 50% d’OD. Milieu de culture: B5, lignée VVG12 sc64.
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Figure A3.73 Consommation de nutriments et croissance de la biomasse d’une cuvée
contrélée a 54% d’OD Milieu de culture: BSQN, lignée VVG109 sc37.
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A4. CULTURES EN CUVEES ALIMENTEES

Des cultures en bioréacteurs opérés en mode cuvée alimentée ont été effectuée dans les
bioréacteurs a double ruban hélicoidal afin de cerner la cause de la limitation nutritionnelle
observée dans les cultures de Vitis vinifera dans le milieu B5. La stratégie repose globalement sur
hypothése que le plafonnement des mesures d’OUR refléte un changement important dans le
comportement de la culture dont la principale cause devrait étre une limitation nutritionnelle.
Aunsi les mesures d’OUR ont été utilisée pour diagnostiquer la manifestation d’une limitation et
enclencher I’alimentation, en lot ou suivant une rampe, d’une solution concentrée de nutriments

choisis.

Les résultats présentés ici sous forme de courbes évolutives sont ceux analysés
spécifiquement dans le chapitre 6. Des cultures en flacons agités ont été effectuées parallélement
a toutes les cultures en bioréacteurs comme cultures témoins. Certaines de ces cultures ont été

I"objet d’une analyse plus poussée au chapitre 4 ainsi que dans I’annexe 2.

A4.1 CONDITIONS EXPERIMENTALES ET
PRESENTATION DES RESULTATS

Les expériences rapportées ici ont été effectuées avec la lignée VVGI111 sc20, sc27 et sc3l,
sevrées de son besoin d’hydrolysat de caséine et cultivées dans I’obscurité. Les cellules de cette
lignée sont cultivées sans apport de lumiére. Initialement, ces cellules croissaient surtout en amas
d’un diamétre d’environ 2 mm et étaient difficiles 4 échantillonner avec une pipette a large
ouverture. Des cellules de la sous-culture sc21 ont donc été filtrées a travers une passoire stérile
dont les ouvertures étaient de | mm, mises en culture et soumises a I’entretien régulier afin
d’obtenir une suspension fine. Le suffixe Dxx accolé au nombre de sous-cultures depuis

Iétablissement de la lignée désigne donc le nombre de sous-cultures depuis la sélection par
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filtration des amas cellulaires les plus fins. Les courbes en flacons produites au chapitre 4

représentent le comportement des cellules VVG111 sc31(D10).

La progression de la démarche expérimentale nous a successivement menés a tester I'effet
d’un apport supplémentaire d’ions PO, (sous forme de NaH,PQ,), d’ions Mg (sous forme de
MgSO0,) et d’ions ammonium (sous forme de (NH,),SO.) fourni conjointement avec une solution
concentrée de glucose a des concentrations visant 4 augmenter la concentration résiduelle de
glucose dans le milieu de culture de 5 g L™ et a alimenter  la culture une quantité relative d’ions
d’environ celle initialement présente dans le milieu de cuiture, i.e. 1 mmol PO, ou Mg et 2 mmol
NH, par g MS de biomasse par litre de culture selon le cas. Les conditions expérimentales,
détaillées au chapitre 2, sont résumées au tableau A4.1. Les cultures témoins en flacons agités de
ces cultures en bioréacteurs ont été effectuées dans le méme milieu BS qui constitue le milieu de

base des cuvées alimentées. Elles ont déja été présentées a I’ Annexe 2.

Un index détaillé des figures représentant la progression de divers paramétres décrivant 1’état
de toutes ces cultures est présenté au tableau A4.2. Similairement aux résultats présentés a
I"annexe 3, les lignes verticales qui jalonnent les graphes mettent de 1’emphase sur les moments
ou le milieu extracellulaire est épuisé en NH,, en PO, et en hydrates de carbones, et ou I'OUR
atteint un maximum selon la nomenclature déja présentée au tableau A2.1, page 243. Toutes les
concentrations sont corrigées pour |’évaporation, le volume occupé par les cellules et la dilution
causée par les ajouts de milieu. Elles sont donc exprimées sur la base du volume initial des

cultures.
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Tableau A4.1 Conditions expérimentales des cultures en bioréacteur visant l'étude de
la source de limitation nutritionnelle de la croissance cellulaire.

Lignée Cuvée | Réacteur Milieu de culture
cellulaire 5L | 2L
VVGI11 sc20 H7 | v/ B5
OUR al08d:
+55gGlcL”?
+ 1,05 mmol PO, g’ MS al27d
OUR al72d:
+53gGIcL?!
+ 2,06 mmol PO4 g MS a177d
sc20 H28 v | Cuvée en BS
sc27(D6) H30 v/ |Bs
OUR e a76d;
+54gGlcL?
+0,51 mmol PO4 g* MS a86d
sc31(D10) | H31 | / B5
OUR e azld;
+50gGlcL?
+0,39 mmol Mg g MS 47.7d
sc31(D10) | H32 v |B5
OUR e
+53gGlcL? alimentés sur
+0,76 mmol NH, g' MS deux jours
a77d
Milieu de base B5 : BSNA,, K, ,(3% Saccharose)

Concentration d’OD : 50%



Tableau A4.2 Index des figures représentant les résultats des cultures en cuvée
en bioréacteurs
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Cuvée Flacons témoins Bioréacteurs
Croissance Nutnments Comparaison | OD Nutriments Croissance qoz
Indices
Viabilité oD augmentation | OUR 4o Viabilité Croissance
Acy Croissance biomasse Vitesse Croissance Acy
& agitati
Rapport on Masse
MH/MS pH spécifique des
tivité cellules
Volume MH/MS
Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page Fig. page | Fig. page | Fig. page
H27 A2.1,A250 A2.2,A425) Ad.1,A4374 A4.3,A4376 Ad.4.A377 | A42, 4375 | A4.5.4378
H28 A2.7, 4256 A2.8, 4257 A4.6,A4379 A4.8,A438!] A4.9, 4382 A4.7,A380 | A4.10,4383
H30 A2.13,4262 | A2.14,4263 | A4.11,4384 | A4.13,4386 | A4.14.4387 | A4.12, 4385 | A4.15, 4388
H31 A2.20, 4269 | A2.21, 4270 | A4.16,4389 | A4.18,A439/ A4.19,4392 | A4.17,4390 | A4.20,A4393
H32 A2.20,4269 | A2.21,A270 | A4.21, 4394 | A4.23,4396 | A4.24, 4397 | A4.22.A395 | A4.25. 4398

Rappelons que pour les flacons témoins la mesure de pH est celle du surnageant aprés

décantation de la biomasse. Lorsque des mesures de pH ont été faites en ligne dans les

bioréacteurs, elles sont représentées par un trait continu. Les mesures du pH du surnageant des

échantillons soutirés des bioréacteurs sont représentés par des cercles pleins. Le volume des

cultures en flacons agités correspond au volume moyen de tous les flacons témoins d’une méme

expérience compte tenu de I’échantillonnage périodique et de la perte de volume par évaporation.

Pour les bioréacteurs, le volume réel correspond au volume de culture dans le bioréacteur compte

tenu de I’évaporation du liquide et de ’échantillonnage alors que le volume dit équivalent néglige

I’effet de I’échantillonnage puisque celui-ci est homogéne. Toutes les concentrations sont
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exprimées par unité de volume initial de culture et les mesures de concentrations de nutriments
ont €té corrigées pour considérer le volume occupé par la biomasse. Ainsi, les concentrations sont
rapportées sur une base comparable. Les barres d’erreur correspondent a la déviation standard

des mesures pour les échantillons répétés des cultures en flacons agités.

A4.2 COMPLEMENT AUX COURBES DE CROISSANCE
ET DE CONSOMMATION DE NUTRIMENTS

A4.2.1 Viabilité

Comme pour toutes les cultures, la viabilité est demeurée élevée et relativement constante et la
proportion des débris cellulaires n’a jamais dépassé 1a 2% du volume de la biomasse. Les
viabilités initiales, minimales et moyennes des cultures en cuvée alimentée sont présentées au
tableau A4.3. Comme pour les cultures en cuvée présentées a I’annexe 3, la viabilité des cellules
isolées était élevée, les problémes de viabilité semblent donc étre reliés a la grosseur des amas
cellulaires. De méme, comme il a été noté au chapitre 3 et dans I’annexe 2, la perte de viabilité
des cultures témoins en flacons agités des cellules de la sous-culture 31(D10) a
vraisemblablement été causée par I’épuisement du milieu en hydrates de carbone. Toutes les
autres cultures présentées ici n’ont pas été poursuivies suffisamment longtemps ou ont été
alimentée en hydrates de carbone de telle sorte qu’une perte similaire de viabilité en fin de culture

n’a pas €té observée.



Tableau A4.3 Viabilité des cultures en cuvée alimentée en bioréacteurs
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Lignée Milieu Cuvée Viabilité [%]
cellulaire de culture
VVGlL11 BS Initiale | minimale | moyenne | intervalle | nombre
confiance de
95% mesures
sc20 H27(témoin)* 55 55 75 11 16
sc20 + NaH,PO, H27 55 55 69 12 13
sc20 H28 40 40 77 12 9
sc27(D6) H29(témoin) 80 60 83 7.8 12
sc27(D6) + NaH,PO, H30 90 80 92 3.0 14
sc31(D10) H31(témoin) | 100 10 86 13 14
sc31(D10) + MgSOg4 H31 100 70 92 5.0 15
sc31(D10) + (NH4)2SO4 H32 100 85 95 2.4 14

ND Non disponible
a  Cultures témoins en flacons agités

b  Baisse notable de la viabilité au 16iéme jour de culture
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supplément concentré de glucose et de (NH):SO4¢ G OURmax.
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biomasse d'une cuvée contrélée a 50% d’OD Milieu de culture: B5, lignée VVG111
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A5. ETUDE PRELIMINAIRE DES PARAMETRES DERIVES
DES MESURES DE CO,

A5.1 Composition de la biomasse

Sur la base de mesures réguliéres d’OUR et de CER, on peut tenter de déterminer par bilan la
composition de la biomasse. La croissance de la biomasse est une réaction autocatalysée. Ainsi,
elle requiert minimalement la présence de biomasse pour produire de la biomasse. Dans cette
réaction, les sources d’oxygéne, de carbone, d’azote et d’hydrogéne d’oxygéne sont 'O, les
hydrates de carbones (CsH,20¢), les ions ammonium et nitrate. L’équation la représentant est la

suivante :

En cuvée (ou en cuvée alimentée si I’on prend soin d’inclure une équation décrivant le
changement de volume ou si I’on traite des données en termes de quantités plutdt qu’en termes
de concentration), les variables a, b, c et d représentent la quantité de nutriments consommés
entre un temps ¢ et un temps ¢ + n, et les variables f et g, la quantité d’eau et de dioxyde de
carbone produits par la biomasse. Le fait que la réaction soit autocatalysée implique qu’une
partie de la biomasse décrite dans le terme de droite soit aussi présente dans le terme de gauche.
Si, en plus, on fait a priori ’hypothése qu’au cours d’une cuvée, ou d’une cuvée alimentée, la

composition de la biomasse peut évoluer, on doit réécrire I’équation 1 de la fagon suivante :
e,(CHRO, N; )‘ +4a0, +A8bCgH) ;06 +AcNH; +Ad NO; — e,,,(CHgO, N3 ) _+AH,0+4gCO;

(A5-2)

ou Aa=a,,, -a,. En restreignant I’analyse a I’évolution du contenu de la biomasse par rapport

aux conditions initiales on écrira plus simplement :
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eo(CHﬁo O, ,Ns, )+ao2 +bCgH ;05 +c NH; +d NO; — e(CHgO, Nj )+ H,0+gCO,  (AS-3)

ou e, représente la quantité de biomasse de composition élémentaire CHp,O, N;, preésente
initialement et ou tous les autres paramétres représentent les quantités consommeées ou produites

de nutriments et de biomasse au temps .

Plusieurs des variables de I’équation A5-3 peuvent étre déduites des mesures effectuées aux

cours des cultures. Ainsi,

la quantité totale d’oxygéne consommé peut €tre évaluée en posant que I'OUR varie
linéairement entre deux mesures et en intégrant numériquement par la méthode du trapéze

tout en considérant les changements de volume (variable a);

de méme, la quantité totale de dioxyde de carbone produit peut étre évaluée en posant que le
CER varie linéairement entre deux mesures, que la quantité de CO, dissous accumulée dans
le milieu de culture est négligeable par rapport a la quantité produite, et en intégrant

numériquement par la méthode du trapéze la courbe de CER (variable g);

les quantités totales d’ions ammonium (c) et d’ions nitrate (d) consommés peuvent étre
évaluées aux temps correspondant aux mesures d’OUR en lissant les courbes de

consommation par des polynémes;

la quantité totale d’hydrates de carbone (b) consommeés peut aussi étre évaluée aux temps
correspondant aux mesures d’OUR en lissant les courbes de progression de la concentration
de chacun des hydrates de carbone dans le milieu par des polynémes. On pourra considérer
une proportion constante de ces hydrates de carbone détournée vers la production de
polysaccharides extracellulaires. En effet, les observations faites 4 I’annexe 3 permettent de
dire qu’il y a vraisemblablement sécrétion de polysaccharides dans le milieu de culture. Or,
dans la littérature, on trouve des valeurs mesurées pour une telle production de 20% des
hydrates de carbone consommés pour  Petunia hybrida,® 13%  pour

Catharanthus roseus '™ et de 20% pour Nicotiana tabacum.'™
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Désignant les variables a évaluer en caractéres gras, les bilans de masse sur chacun des

éléments C, H, O et N sont donc les suivants :

BilansurC: ¢, +6b = e +g
BilansurH: B,e, +12b 43¢ = Be +2f

. (A54)
BilansurO: vy.,e, +2a +6b +3d = ye +f +2g
BilansurN: §,¢, +¢ +d = 3Je

Si la composition et la concentration initiales de la biomasse sont connues, les variables e, o,

Yo €t Bo du systéme d’équations (A5-4) sont fixés. De ces bilans de masse, on obtient

successivement :
du bilan sur C, e=6b+ey~g (AS-3)
d+3§

dubilan sur N,  §=-—ot20% (A5-6)
4

dubilandurH, = 50%_"55+ 6b+15¢ (A3-7)
2

du bilan sur O, S =(Yoeo -7 e)+2a+6b+3d-2g (A5-8)

En combinant les équations AS-7 et A5-8, on peut établir une relation entre la composition en

oxygene et en hydrogene de la biomasse et les autres variables connues :

2ye-Yoe)—(Be—Boeo )=4a+6d-3c-d4g=h (A5-9)
ou h représente une combinaison de variables connues.

Si la proportion de la biomasse séche qui est constituée de cendres est connue, la mesure de
biomasse séche permet d’établir une relation supplémentaire entre la composition en oxygéne et
en hydrogéne de la biomasse puisque la quantité de biomasse séche produite est représentée par

définition par Ia relation :

X, (1-cendre)=¢(12-1+1-B+16-y +14-5) (A5-10)
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ou X, représente la quantité de biornasse au temps ¢ et les cendres représentent la fraction de la
biomasse qui n’est pas constituée des éléments C, H, O, N. Comme la proportion des cendres
résiduelles de la biomasse séche n’a pas été mesurée, un estimé tiré de la littérature a été utilisé
dans les calculs. Le tableau AS5.1 présente les résultats obtenus par différentes équipes de
recherche, selon les espéces, la proportion de cendres de la biomasse séche varie entre 10%

et 20%.

En combinant les équations 9 et 10, on obtient une expression qui relie ¥ aux variables

connues

y= X,(1-cendre) +2y,e, + h+Boe, 12+148
18e 18

(AS-11)

Tableau AS.1 Contenu en cendres, en carbone (C), en hydrogéne (H) et en azote total
(N) décrits dans la littérature pour différentes espéces.
Cendres C H N Formule Espéce Référence
% % % % élémentaire
20,2 35.6 0,19 0.39 CH,.200068No17  P. hybrida De Gucht ®
15,9 40,3 5,28 33,5 CHis/O0sNon  C. roseus Rho et André '
11,0 39,2 5,6 2,7 CHi7100mNoos C. roseus Pareilleux et Vinas '?
13,5 38,8 54 6,9 CH,45005eNa;s  C. roseus (continu) Van Gulik et coll. '™
7.6 394 59 5,6 CHi80009No12  C. roseus (cuvée)
16,2 36,5 5.0 7.0 CHi6500mNois  N. tabacum (continu)  Van Gulik et coll. '™
10,5 39,1 57 6,1 CH,,750074No13 M. tabacum (cuvée)
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Notons de plus que la composition élémentaire de la biomasse étant ici définie par rapport a
I’élément carbone, la variable e représente la quantité de mole de C présente dans la biomasse,
de laquelle on peut déduire le contenu en carbone (en masse) de la biomasse (%C-MS). Ainsi,

12-¢

—-100 (A5-12)

%C-MS =

Comme dans I’équation 9, définissant la variable h, ¢ et d (la consommation d’ions
ammonium et nitrate, au total 2 mmole et 25 mmole par litre de culture dans un milieu BS
standard, respectivement) sont négligeables devant a et g (la consommation d’0, et la
production de CO., qui sont au total de I’ordre de 250 4 350 mmole par L), / est extrémement
sensible a la faible différence entre les quantités d’O, consommé et de CO, produit. D autre
part, la valeur de la variable e est principalement reliée a la consommation des hydrates de
carbone (variable 4) et a la production de CO,, (variable g) (Equation A5-5).0r, dans les
premiers jours de culture I’addition des trois mesures de saccharose, glucose et de fructose faite
par chromatographie méne 4 une surestimation systématique de la concentration totale
d’hydrates de carbone causé par le chevauchement partiel des pics de saccharose et de glucose.
On peut postuler que cette erreur demeure importante tant que la concentration ainsi déterminée
n’atteint pas au moins au niveau de la concentration de CH,O présente lors de I’inoculation, ce
qui coincide généralement avec I’hydrolyse compléte du saccharose. Ces deux éléments
concourent & biaiser les estimés de la composition de la biomasse en hydrogéne et en oxygéne

(B et y) et de %C-MS, notamment sur les cinq premiers jours de culture.

A5.2 Estimés des concentrations de CO, dans le milieu

Afin de comparer les cultures effectuées en flacons agités et en bioréacteurs sur la base du plus
grand nombre de paramétres, les concentrations de CO, dissous dans le milieu de culture
peuvent étre estimées sur la base de bilans de masse. Ces estimés éclaireront les comparaisons
entre le comportement des cuvées effectuées dans les deux systémes de culture en absence de

mesures de concentration de CO,, dans le milieu.
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Dans le milieu de culture, le bilan de masse sur un composé volatil est similaire au bilan de

masse sur 1’oxygéne :

P

d0D Po
La-
Ho, -R-T

—z——OD]—OUR =OTR - OUR (A5-13)

Pour I’oxygeéne, considérant en paralléle un bilan de masse dans la phase gazeuse :

dpo, K VL | Po
L =—((p - -kja-— L -0OD-R-T|, AS-14
Vs ( 0)0; Po:) L vg ( o, J ( )

un régime pseudo-permanent, une phase gazeuse parfaitement mélangée et une pression

constante de 1 atm, on obtient :

. 0
op=—P0: OUR (A5-15)
Ho, R-T kia

ct

VL-R-T ;
Po, =(po,)o —~OUR-——. (A5-16)
Substituant I’équation A5-16 dans I’équation A5-15, on trouve que la concentration d’OD est fixée

principalement par I’'OUR et les taux de transfert du systéme de cuiture selon la relation :

op=—P0: )0 Gpl_VL L (A5-17)
Ho, -R-T K-Ho, kLa

En bioréacteur, K est remplacé par F,, le débit gazeux. Pour I’oxygéne, la constante de Henry
est de 32 mol mol”'. Considérant les valeurs usuelles de Vi, de K et du taux volumique unitaire

d’aération (Fy/Vy), le terme dominant affectant I’OUR dans I’équation A5-17 est kia™.
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Pour le CO,, la situation est potentiellement plus complexe. En effet, le CO- peut se trouver
sous quatre formes dépendamment des conditions de pH du milieu : CO,, H,CO;, HCO;
et CO; selon les conditions d’équilibre des réactions :

Cellules

CPR

*---

k K K
peg, ©2[CO1], <k-'>H2co3 >H* + HCO; & H* +CO3
°° 2

CTR

A 25°C, k; =0,03s" et ka=20s"" La formation du H.CO; est donc une réaction
relativement lente, bien qu’elle soit rapide relativement aux taux de transfert et de production en
cause dans les cultures de cellules végétales. A I’équilibre, la concentration de H,CO; ne
représente cependant que 0,0015 fois la concentration de CO. et est donc négligeable.
Comparativement, la formation des ions bicarbonate et carbonate est trés rapide. Les constantes

d’équilibre sont les suivantes : **’

10" .[HCO3]

K, = =10"%*M (25°C) (AS5-18)
[CO,]+[H,CO,]
107" . [co3
K, =#=10"°’25M(25°C) (A5-19)
[HCO;3]

Au pH typique des cultures de cellules végétales et plus particuliérement pour les cultures en
cuvée de V. vinifera dont le pH atteint rarement plus de 6,3 en fin de culture, les ions
carbonates sont pratiquement inexistants. Le bilan de masse sur le CO, pour un pH inférieur a

8,0 est le suivant :

d[CO CO; Pco,
[dtzhdmdt - koo, -{;I-C:;°?R—_T-[cozl]+cpk. (AS-20)
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A ’équilibre, I’équation (A5-19) indique que la concentration d’ion bicarbonate, elle, sera dix
fois supérieure a celle du CO, a pH 7,3, mais égale a pH 6,3 et réduite a 5% de la concentration
de CO; a pH 5. La concentration de HCO5’ atteinte en fin de culture alors que le pH atteint
6 4 6,5, représente donc peu par rapport au CO, produit pendant Ia culture et continuellement
transféré au gaz d’aération. En fait, considérer I’équilibre CO.-HCO; lorsque le pH du milieu
est inférieur a 6,5 et qu’il évolue & un taux de 0,05 h', corrige la concentration estimée de CO-
dissous obtenu d’un bilan sur le CO, seulement de 5% au maximum. Hormis les situations de
contrdle de pH dans lesquelles celui-ci peut fluctuer rapidement et faire varier la concentration
de CO; dissous et la pression partielle de CO2, ' le taux de transfert de CO,, CTR, n’est pas
influencé significativement par les conditions de pH des cultures de cellules de plantes et peut-
étre assimilé au taux de production de CO,, CPR. De plus, comme les réactions biologiques
impliquées sont lentes par rapport a la capacité de transfert, on considérera. comme pour
I'oxygeéne, un régime pseudo-permanent. Le bilan global sur le CO, dans le liquide

(Equation A5-20) se réduit donc simplement a :

dICO |y =kgoza,( pco,

~[CO;z]L #+CPR=CTR +CPR. (AS-21)
at Hco, 'R-T

Considérant e bilan de masse dans la phase gazeuse :

2 =_((p°)°°2 'pCOz)‘(kLa)COz -~ =4 _[CO, ). -R-T|, (AS5-22)
dt Ve s | Heo,

un régime pseudo-permanent et une pression constante de 1 atm, on obtient :

Pco, CPR
+

[CO2]L = {A5-23)
Hco, -R-T kEoza
et
Vi-R-T
Pco, =(Pco, )o +CPR.—L—— (AS-24)
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Lorsque des mesures de la production de CO,, sont disponibles, la concentration de CO, dans les

bioréacteurs est obtenue en substituant I’équation A5-24 dans I’équation A5-23 pour obtenir

v, 1
[co.] = Pooydo | e | (A5-25)
Heo, R-T F,-Heo, ki‘a

Chez Catharanthus roseus, les coefficients respiratoires rapportés dans la littérature,
RQ = CPR/OUR, varient en moyenne de 0,8  1,3. **'™ En fixant le coefficient respiratoire RQ

égal a 1, il est possible de comparer les conditions de cultures en bioréacteur HRI et en flacon

agité en termes de concentrations de CO;, par les relations :

(
V, 1
[co.], = ®co, o +OUR| ————+—— | et (A5-26)
HCO: 'R'T \Fg 'Hco: kL 2a
(Pco, ) ( V; 1
[cO, ], =—22=— 4 OUR| —L—+— (A5-27)
Hco: 'RT KI(’I‘{(:Oz kL za

pour le bioréacteur et le flacon agité, respectivement. Pour le CO., la constante de Henry a
25°C est de 1,21 mol mol’ et, dépendamment des conditions de culture, les deux termes
affectant ’OUR (ou le CER) peuvent étre significatifs tant pour le réacteur HRI aéré par la

surface que pour les flacons agités.

A5.3 Estimés du contenu en carbone de la biomasse

La quantité totale de CO; produite peut étre utilisée conjointement avec les quantités totales
d’hydrates de carbone consommées et de biomasse produite, pour estimer le contenu en carbone

de la biomasse selon la relation :

C - ‘Cr ry
°T biomasse produite

C-MS.m (A5-28)

ou chacun les trois variables de I’équation (28) sont respectivement,
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6 C —mol 12gC
180gCH,O0 C-mol
(AS-29)

Consomne =({[CH;0], ~[CH,0],) Vio +([CH,0],_ -V, J-a)-

ou o représente la portion des hydrates de carbone sécrétés dans le milieu sous forme de
polysaccharides qui pourrait atteindre 8% '™>'™ 4 20%:; *

c "i 095'((Pco,)l+l +(Pco,)') -0,5- (VL.M + vL.-) 12gC
produt — ~ RT(tH.l -tn) - mmol CO: |

(A5-30)

biomasse produite = ( Xmsf — st‘o) Vie. (A5-31)
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