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RESUME

La croissance des cellules végétales in vitro dépend de plusieurs facteurs
environnementaux d'importances diverses. Or, seulement gquelques-uns sont
généralement contrdlés comme I’oxygene dissous et la température. La croissance de
cultures opérées sans suivi ni contrle des principaux facteurs qui 1’affectent n’est
donc pas maximale. Ceci augmente significativement les temps de culture et affecte
I’état physiologique cellulaire. Ces facteurs importants doivent donc €tre contrdlés

individuellement et simultanément pour maximiser la croissance de cellules végétales

en bioréacteur.

Plus spécifiquement, cette problématique comporte deux problemes majeurs:
1) aucun outil mathématique connu n'est présentement utilisé pour maximiser la
croissance de cultures alimentées par manipulation individuelle et ‘simultanée de
plusieurs variables; 2) il existe peu de variables mesurables en continu pendant les
cultures limitant ainsi linformation disponible pour I'élaboration de solutions

optimales en temps réel.

Dans ce contexte, ce projet de recherche porte sur deux objectifs principaux. Le
premier consiste a développer des outils permettant d'améliorer la compréhension et la
description de la phase de croissance des cultures de cellules végétales en suspension.

Le second objectif est de développer des outils mathématiques et une stratégie de
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culture pour maximiser en temps réel la prolifération cellulaire, i.e. le taux de division

cellulaire, a partir d'un minimum d'informations mesurées en continu.

La méthodologie suivie pour rencontrer ces objectifs débute par une étude des
interactions nutritionnelles affectant la croissance de la biomasse séche et la
prolifération cellulaire. Cette étude est faite en flacons agités afin de réaliser un
nombre élevé d’expériences. Ensuite, différents schémes réactionnels sont proposés
afin de développer des modeles de croissance pour une meilleure compréhension des
interactions nutritionnelles avec le métabolisme de croissance. Les paramétres non
déterminés expérimentalement sont utilisés afin de minimiser 'erreur d'estimation des
cultures effectuées en bioréacteurs a l'aide de simulations. Par la suite, un modeéle non
ségrégué, ol la biomasse est considérée uniforme, a €t€ modifi€ pour le suivi en temps
réel des cultures. Finalement, un contrbleur multivariable sous-optimisant a été
élaboré et adapté au systtme étudié de fagon a satisfaire aux contraintes de
maximalisation de la prolifération cellulaire. Sa validation a été faite en laboratoire

afin de vérifier sa capacité 3 générer une culture optimale pour des cellules végétales.

L’étude sur les interactions nutritionnelles réalisée en premier lieu, révele que les
nutriments ayant un impact significatif sur les métabolismes de croissance et de
prolifération des cellules d Eschscholtzia californica sont les glucides, l'azote
(ammonium et nitrate) et le phosphate. Plus spécifiquement, trois de ces quatre
nutriments (NHy, NO3 et POy) limitent directement la prolifération cellulaire alors que

les glucides limitent directement la croissance de la biomasse séche. Les rendements
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mesurés sont constants en fonction de la concentration du nutriment pour la source
azotée (0.3 x 10” cellules mmol™) et le phosphate (6.6 x 10° cellules mmol™) alors que
le rendement du glucose suit une courbe de Monod avec un rendement maximum de
0.63 g biomasse g et une constante d’inhibition de 8.8 g L. Par ailleurs, plusieurs
auteurs rapportent un effet du rapport de concentration NO,/NH, extracellulaire sur la
croissance et la prolifération cellulaire. Or, une étude sur ce rapport révele que son
effet provient plutdt d'un effet de pH provoqué par un déséquilibre protonique lorsque
le ratio différe de sa valeur optimale, qui varie d’une espéce a I’autre. L'utilisation de

contre-ions appropriés ¢limine cet effet.

Suite a la caractérisation des interactions nutritionnelles, trois modeles prédictifs sont
développés. Le premier est non ségrégué et le second repose sur la physiologie
massique des cellules, soit des cellules & biomasse faible ou élevée. Le troisiéme
modeéle repose sur la physiologie cellulaire et place la cellule au centre du systéme de
croissance en décrivant 1’évolution de petites et de grosses cellules. Le modéle non
ségrégué prédit la phase de croissance exponentielle en biomasse seche avec une erreur
d'estimation relative (la différence entre I’estimation et la valeur mesurée, divisée par
la valeur mesurée) de 14% alors qu'elle est de 15% pour les deux modeles
physiologiques. Quant a la prolifération cellulaire, les modeles non ségrégués,
physiologiques massique et cellulaire prédisent ce phénomeéne avec des erreurs de
20%, 17% et 18% respectivement. L'originalité des modéles physiologiques repose sur

leur structure directement associée au cycle cellulaire. De plus, le modéle
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physiologique cellulaire est le premier modéle autonome de cultures de cellules
végétales 2 utiliser la concentration cellulaire comme variable principale. Par leur
structure, les deux modeles physiologiques ont la capacité de prédire tous les stades de

croissance cellulaire.

Un modele descriptif est ensuite développé afin d'effectuer un suivi en continu de
I'évolution des cultures de cellules végétales. Ce dernier combine la structure du
modele non ségrégué a une estimation en continu de la concentration cellulaire déduite
de 1a mesure du taux de transfert en bioxyde de carbone, CTR. Cette mesure est
équivalente au taux de production du bioxyde de carbone en supposant une solubilité
constante de ce dernier dans la plage de pH observée. Les profils de suivi obtenus
confirment cette derniére hypothése de méme que la capacité du modéle descriptif a

suivre ’évolution des variables de croissance en continu.

Finalement, la notion de contrdleur adaptatif sous-optimisant est généralisée aux
systémes multivariables. En combinant cet algorithme au modele descriptif, un
contrdle individuel simultané de plusieurs variables du modé¢le est réalis€ en temps
réel. L'exemple utilisé pour valider 1'algorithme développé est une culture de cellules
végétales en suspension dont quatre concentrations nutritionnelles doivent Etre
contrdlées a partir d'une seule mesure en continu, le CTR. Les profils de croissance et
de prolifération cellulaire obtenus confirment la capacité dun tel contrbleur a
maximiser la prolifération cellulaire par la manipulation individuelle des quatre débits

d'alimentation en nutriments.



ABSTRACT

The growth of plant cells culture depends on various environmental factors. Few of
these factors are usually controlled, mainly the dissolved oxygen concentration and
temperature. Consequently, the growth of plant cell cultures without control is not
optimized which results in longer culture time and poor cell physiology. These factors

need to be individually and simultaneously controlled to maximize the growth.

Two important problems must be addressed: 1) no known mathematical tool is used to
maximize the growth of plant cell culture with individual and simultaneous
manipulation of several variables; 2) there are few measurable variables that can be

used for on-line development of optimal strategies.

In this context, this research project was focused on two objectives. The first objective
was to develop tools to improve the understanding and description of the growth phase
of plant cell suspension cultures. The second objective was to develop mathematical
tools and a culture strategy for the on-line maximization of plant cell proliferation, i.e.

cell division rate, from minimal on-line information.

The methodology used during this project was initiated with the study of nutrient
interactions on the growth of dry biomass and cell proliferation. This study was
performed in shake flasks which yielded a high number of cultures. Different reaction
schemes were evaluated to develop growth models for a better understanding of

nutrient interactions with the growth metabolism. Unmeasured parameters were used
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to minimize the estimation error of simulated experimental cultures performed in
bioreactors. Subsequently, a non segregated model, where biomass is assumed
uniform, was modified for on-line description of culture variables. A multivariable
sub-optimal controller was developed and adapted to the system used in this project.
This controller was validated using experimental cultures to verify its potential for on-

line optimization of plant cell cultures.

A study on nutrient interactions revealed that carbohydrates, nitrogen (ammonium and
nitrate) and phosphate showed highest effect on the dry biomass growth and cell
proliferation of Eschscholtzia californica cells. More specifically, ammonium, nitrate
and phosphate limited cell proliferation while carbohydrates limited biomass growth.
Cell proliferation yields were constant with respect to nutrient concentration for
nitfogen salts (0.3 x 10° cells mmol™) and phosphate (6.6 x 10° cells mmol ™) while
carbohydrates yield followed Monod kinetic with maximum yield and inhibition
constant of 0.63 g biomass g” and 8.8 g L™ respectively. Numerous authors reported
an effect of the extracellular concentration ratio NO3/NH4 on the growth metabolism
of cultured plant cells. A study of the effect of this ratio revealed that it could be
accounted for a pH effect due to a protonic unbalance when the ratio was changed
from its optimal value, which is specific for every plant species cultured. The use of a

proper conter-ion cancel out this effect.

Following the nutrient interaction study, three predictive models were developed. The

first model is non segregated. The second model is based on cell mass physiology,
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with cells of low and high mass. The third model is based on cell physiology focused
on small and large cells. The non segregated model predicts the biomass exponential
growth phase with an estimation error (difference between the estimated value and the
measured value, divided by the measured value) of 14 % while physiological models
displayed errors of 15 %. The non segregated model, the physiological mass model
and the physiological cell model predict cell proliferation with estimation errors of 20
%, 17% and 18 %, respectively. The originality of the physiological models is their
structure based on the plant cell cycle. The physiological cell model is the first
autonomous model describing plant cell cultures using cell concentration as the main
variable. These physiological models can predict all the growth phases of plant cell

cultures.

Subsequently, a descriptive model was developed for on-line description of the growth
of suspension cultured plant cells. This model is based on the non segregated model
and is linked to cultures by estimating cell concentration using on-line measurement of
carbon dioxide transfer rate (CTR) . This measured CTR is equivalent to the carbon
dioxide production rate (CPR) of the culture assuming a constant solubility of
dissolved carbon dioxide concentration within the observed pH range. The estimated
profiles obtained from this model confirm this hypothesis and the capacity of the

model to describe on-line the growth of plant cell cultures.

Finally, to close the optimization loop, the concept of sub-optimal adaptive controller

was generalized to multivariable systems. The combination of this controller with the
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descriptive model allowed an individual and simultaneous control of numerous
variables. The example used to test this controller was to control four nutrient
concentrations of a plant cells suspension with on-line measurement of one variable,
the CTR. The resulting growth profiles confirmed the usefulness of this controller to
maximize cell proliferation by individual manipulations of the feed rates of four

nutrients.
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1. INTRODUCTION

Le monde végétal représente une immense source de molécules utiles dans différents
secteurs tels l'agroalimentaire, le cosmétique, mais surtout, en pharmaceutique. La
médecine chinoise utilise d'ailleurs a4 outrance bon nombre de plantes pour guérir
plusieurs maux depuis des millénaires. Malgré la présence de molécules d'origine
végétale dans plusieurs médicaments en vente aujourd’hui, ce n'est que depuis peu que
l'industrie nord-américaine s'est tournée vers le régne végétal pour subvenir 2 ses
besoins en phytomolécules thérapeutiques, difficiles voire impossibles & synthétiser en

laboratoire.

1.1. Problématique

Afin d'accélérer la production des phytomolécules et surtout d'en assurer
l'approvisionnement en qualité et en quantité, l'industrie préfere les produire en
milieux controlés. Les suspensions cellulaires en bioréacteurs représentent une
excellente technologie pour produire différents types de molécules, dont les

métabolites secondaires végétaux (Aubry, 1994).

Dans un procédé global, la phase de bioproduction est toujours précédée d'une phase
de croissance cellulaire. Lorsque la phase de production s'effectue a haute
concentration en biomasse, il arrive que la phase de croissance soit plus longue que la
phase de production elle-méme. La productivité du bioprocédé est donc directement

affectée par les caractéristiques de la phase de croissance. Au surplus, comme la



production des phytomolécules représente une réaction paralléle ou compétitive au
métabolisme de croissance, il est préférable de maitriser la compréhension de ce
dernier afin de maximiser la production. En somme, l'optimisation de tout bioprocédé

passe obligatoirement par I'optimisation de la phase de croissance cellulaire.

Selon des études réalisées antérieurement dans 1’équipe de recherche (Aubry, 1994,
Pépin, 1994; Sirois, 1997; Cohelo, 2000), la croissance des cellules végétales dépend
de plusieurs facteurs environnementaux d'importances diverses. Ceux-ci devront étre
simultanément contrdlés de maniére a optimiser la phase de croissance. Deux
problemes majeurs se posent : aucun outil mathématique connu n'est présentement
utilisé pour réaliser l'optimisation de la croissance de cultures alimentées par
manipulation simultanée de plusieurs variables de cultures; il existe peu de variables
mesurées en continu pendant les cultures, limitant ainsi I'information disponible pour

I'élaboration de solutions optimales en temps réel.

1.2. Objectifs de recherche

Dans ce contexte, ce projet de recherche porte sur deux objectifs principaux. Le
premier consiste & développer des outils permettant d'améliorer la compréhension et la
description de la phase de croissance des cultures de cellules végétales en suspension.
Le second objectif est de développer des outils mathématiques et une stratégie de
culture pour optimiser en temps réel la prolifération cellulaire a partir d'un minimum

d'informations obtenues en continu.



Ces objectifs se subdivisent dans les sous-objectifs suivants. Le premier sous-objectif
consiste A caractériser les interactions nutritionnelles qui affectent la croissance de la
biomasse séche ou la prolifération cellulaire de culture de cellules végétales afin

d'accroitre la compréhension du systeéme a I'étude.

Le second sous-objectif est de développer différents modeéles prédictifs de croissance
et de prolifération de maniére a faciliter la synthése des interactions identifies et a
pouvoir prédire le comportement des cultures suite a diverses perturbations. Le
troisiéme sous-objectif est de développer un modeéle descriptif pour établir un lien
entre la culture et le modeéle de croissance et de prolifération avant de pouvoir

optimiser la prolifération cellulaire.

Finalement, le dernier sous-objectif de ce projet de recherche est d'élaborer un
contrdleur multivariable basé sur des principes d'optimisation afin d'assurer
I'optimisation en temps réel de la phase de croissance. Une stratégie d'optimisation

adaptée a chaque culture de cellules végétales sera ainsi obtenue.

1.3. Méthodologie

L'¢étude des interactions nutritionnelles affectant la croissance de la biomasse séche et
Ia prolifération cellulaire sera réalis€e en flacons agités. Ce choix permettra de réaliser
un nombre d'expérimentations élevé pour ainsi favoriser la compréhension du systéme

étudié. Les nutriments identifiés comme ayant un impact significatif sur les



métabolismes de croissance sont les sources de carbone (glucides), d'azote

(ammonium et nitrate) et de phosphate.

Afin de développer des modeles de croissance pour une meilleure compréhension des
interactions nutritionnelles avec les métabolismes de croissance, différents schémes
réactionnels sont développés. Les systémes matriciels découlant de ces schémes sont
alors décrits, puis les paramétres les composant sont déterminés théoriquement ou
expérimentalement dans la mesure du possible. Les paramétres non déterminés sont
alors utilisés afin de minimiser l'erreur destimation des cultures effectuées en

biordacteurs a 'aide de simulations.

Par la suite, les variables mesurables en continu sont identifiées, puis un modele
convenant a ce genre de mesure sera adapté pour le suivi en temps réel des cultures.
Ceci se fera par I'établissement d'une relation entre les variables mesurées et certaines

variables du modéle.

Finalement, en prenant pour bases les principes d'optimisation ainsi que les techniques
développées dans des domaines connexes, un controleur multivariable sera élaboré et
adapté au systéme étudié. Sa validation sera effectuée en laboratoire de manitre a

vérifier son potentiel & générer une culture optimale.



2. REVUE DE LA LITTERATURE

Le sujet de ceite thése étant doptimiser la croissance de cellules végétales en
suspension en bioréacteur 2 l'aide d'un modéle de suivi, le choix du ou des
paramétre(s) caractérisant la croissance est primordial pour le succes du projet. Ainsi,
un bref rappel des paramétres de suivi de la croissance amorce cette revue de
littérature. Ensuite, un rappel du role des nutriments lors de la croissance de cellules
végétales incluant les modes d'absorption de chaque nutriment est présenté. Les
différentes sources de limitations rapportées en culture de cellules végétales sont
répertoriées dans la section suivante. La cinquiéme section de la revue de litt€rature
présente les principales approches de modélisation d'intérét pour les cultures de
cellules végétales en suspension. La dernidre section de la revue de littérature
répertorie différentes techniques de base pouvant €tre utiliséés pour optimiser la

croissance de cellules végétales en suspension en bioréacteur.

2.1. Caractérisation de la croissance de cellules végétales

La trés grande majorité des auteurs n'utilisent que la concentration en biomasse séche
pour caractériser la croissance des suspensions de cellules végétales. Les quelques
exceptions sont Jessup (1976), Wilson (1976), King (1977), Quinlan (1986), Beck et
Renner (1989), Do et Cormier (1991), Sakano et coll. (1995), Pépin (1996) et Sirois

(1997).



Beck et Renner (1989) ne présentent aucune courbe de croissance. La biomasse et Ia
prolifération cellulaire ne sont utilisées que pour suivre la concentration de nitrate par
gramme de matiére humide et par million de cellules. Quinlan (1986), Do et Cormier
(1991), ainsi que Sakano et coll. (1995) n'effectuent qu'un dénombrement cellulaire
sans présenter de courbe d'évolution de la biomasse. Les résultats obtenus par les cing
autres auteurs démontrent que l'utilisation unique de l'un ou l'autre de ces deux
paramétres de croissance (concentration cellulaire ou biomasse séche) pour

caractériser la croissance de cellules végétales en suspension n'est pas compléte.

Adoptée par la trés grande majorité, le suivi de la biomasse séche est une mesure
simple 2 obtenir et permet de quantifier la croissance de la suspension. Elle permet
aussi d'estimer la consommation de certains nutriments comme le rapporte Sirois
(1997). En effet, ce dernier ainsi que plusieurs autres éhercheurs (e.g. Kato et Nagai
(1979), Ducos et Pareilleux (1986), Taticek et coll. (1990), Jolicoeur et coll. (1992))
observent, 2 titre d'exemple, une relation proportionnelle entre la consommation des

glucides et la biomasse seche.

Par ailleurs, Pépin (1996) et Sirois (1997) distinguent un lien direct entre la
prolifération cellulaire et la respiration de la suspension. De fagon plus spécifique,
Pépin (1996) remarque que le taux maximum de consommation d'oxygene (OUR)
plafonne avec l'arrét de la prolifération cellulaire. De son c6té, Sirois (1997) constate

un arrét de cette prolifération cellulaire dés I'apparition d'une limitation du transfert



d'oxygéne au milieu de culture alors que la biomasse séche croit jusqu'a I'épuisement

total de I'oxygene dissous.

Sirois (1997) expérimente des ajouts de trois nutriments : le phosphate, le nitrate et
I’ammonium Jors de cultures en bioréacteur. Il observe des changements marqués,
différents tant pour les courbes de prolifération cellulaire que pour celles de biomasse
séche. King (1977) constate que des cultures limitées en glucose ou en niirate
présentent des conséquences similaires sur les courbes de concentrations cellulaires et
de biomasse séche, mais dune ampleur différente. De leur coté, Jessup et Fowler
(1976) observent que des changements de concentrations initiales en nitrate et en

glutamate ont des effets distincts sur les deux types de courbes.

Toutes ces études confirment que l'utilisation unique de la biomasse séche ou de la
prolifération cellulaire est insuffisante pour caractériser I'évolution des cultures de
cellules végétales en suspension. Rose et Martin (1974) avancent d'ailleurs que
I’identification de la latence et de la phase exponentielle en utilisant uniquement des
mesures de biomasse séche peut étre fortement trompeuse. La biomasse séche et la
prolifération cellulaire doivent se compléter de manicre a obtenir une meilleure vue

d'ensemble de I'évolution des cultures de cellules végétales.

Avant d'aborder les limitations nutritionnelles identifiées en suspension, les deux

prochaines sections abordent I'aspect microscopique de la nutrition cellulaire.



2.2. Composition élémentaire de la cellule

Les besoins nutritionnels de la cellule sont directement reliés & sa composition
élémentaire. La composition relative des organismes vivants différe peu dans son
ensemble comme l'indique la Figure 2.1. Le carbone, I'oxygene, l'azote, I'hydrogene et
le phosphore représentent 95 % 2 99 % de la composition de la cellule (Bailey et Ollis,

1986). Ces nutriments occupent donc des fonctions clés dans la biochimie cellulaire.

Carbone

Oxygéne

Azote |77

Hydrogéne §--

Phosphore

Sulfure %

Potassium ; 3

i 7 T
0% 20% 40% 60% 20% 40% 60%

Composition atomique élémentaire (%) Composition massique €lémentaire (%)

Figure 2.1 : Comparaison de la composition élémentaire de certains organismes
Tissus mous des organismes vivants (Alberts et coll., 1992),
Escherichia coli (Bailey et Ollis, 1986)FEZ0 Petunia hybrida (de Gucht et
van der Plas, 1995)



La composition relative des éléments d'une cellule est directement reliée a leurs roles

intracellulaires. Le Tableau 2.1 présente les principaux éléments utiles a la vie

cellulaire et leur rdle respectif.

Tableau 2.1 :

Réle des éléments constitutifs de Ia cellule (Adapté de Kleinsmith et Kish, 1988)

Elément

Role

Composants des macromolécules

Carbone
Oxygéne

Azote

Hydrogéne
Phosphore

Structure de base de tous les composés organiques
Constituant de I'eau, des composés organiques et de toutes les macromolécules

Constituant de plusieurs composés organiques, dont les protéines et les acides
nucléiques

Constituant de l'eau et de tous les composés organiques

Constituant des acides nucléiques, des phospholipides ;
rdle clé dans le transfert d'énergie

Autres éléments majeurs

Sulfate
Potassium
Sodium
Calcium
Magnésium
Chlore

Fer
Manganése
Zinc

Cuivre

Constituant de la plupart des protéines et de certains composés organiques
Principal cation intracellulaire

Parmi les principaux cations extracellulaires

Requis pour ['activité de certaines enzymes

Requis pour la chlorophylle et pour plusieurs enzymes

Parmi les principaux anions cellulaires et extracellulaires

Essentiel a 'activité de plusieurs enzymes et protéines respiratoires
Requis pour l'activité de plusieurs enzymes

Requis pour I'activité de plusieurs enzymes

Essentiel pour certains enzymes d'oxydation et autres genres

Eléments mineurs

Bore
Cobalt
Molybdéne
Vanadium

Nickel

Essentiel pour certaines plantes

Requis pour ['activité de plusieurs enzymes
Requis pour l'activité de plusieurs enzymes
Essentiel pour les plantes peu évoluées

Essentiel pour certaines plantes
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En comparant le Tableau 2.1 a la Figure 2.1, il apparait que les cing nutriments
représentant plus de 95 % de la masse cellulaire remplissent les principales fonctions

intracellulaires.

2.3. Transport membranaire

Lorsque la cellule en suspension est mise en présence de nutriments essentiels, elle
doit en premier lieu les absorber pour ensuite les utiliser. Ce processus d'absorption
peut étre réalisé selon trois modes: par diffusion simple, par transport passif

(diffusion facilitée) et par transport actif.
2.3.1. Diffusion simple

Le moyen le plus simple pour une molécule de pénétrer la cellule réside dans la
diffusion simple. Ce processus repose sur le mouvement naturel des molécules dans la
direction inverse du gradient de concentration. A titre d'exemple, les molécules
gazeuses comme l'oxygene, I'azote et le gaz carbonique, de méme que I'eau, procedent

de la sorte lors des échanges avec la cellule (Alberts et coll., 1992).
2.3.2. Diffusion facilitée/Transport passif

Dans certains cas, la diffusion simple de certaines molécules a travers Ia membrane
cellulaire n'est pas assez rapide pour les besoins de la cellule comme c'est le cas pour
les sucres et les acides aminés, relativement insolubles dans les lipides (Kleinsmith et

Kish, 1988). Parfois, Ia diffusion simple est a toute fin pratique impossible. Un des
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mécanismes palliant & cette difficulté est la diffusion facilitée, aussi appelée transport
passif (Figure 2.2). Ce mode de transport implique aussi un déplacement moléculaire

dans la direction du gradient de concentration. Cependant, ces deux mécanismes de

diffusion différent selon les quatre points qui suivent (Kleinsmith et Kish, 1988).

Canal ioniue Transportenr
'L__.v___)’ - o — o AN > A
Diffusion Transport passif Transport actif
simple {diffusion facilitée}
Figure 2.2 ¢ Schéma comparatif des trois modes d'absorption nutritionnelle (adapté de

Alberts et coll. (1992) et de Kleinsmith et Kish (1988))
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1. Dans la diffusion facilitée, le taux de déplacement moléculaire est
habituellement supérieur de quelques ordres de grandeur a la diffusion
simple. Ce comportement est analogue & celui des enzymes, si on considére
que la vitesse de réaction est accélérée sans toutefois perturber I'équilibre

final ;

2. Contrairement 2 la diffusion simple dont le taux de transfert est directement
proportionnel au différentiel de concentration, le taux de transfert de Ia
diffusion facilitée présente une cinétique de saturation, i.e. le taux de transfert
tend vers une valeur maximale avec une augmentation du différentiel de
concentration. Ce comportement suit la cinétique de Michaelis-Menten,

illustrée a la Figure 2.3 et par I'équation 2.1:

An
V.=V ——
i max K. +An 2.1

ott An représente la différence de concentration intermembranaire. Ce
comportement suggére que la molécule qui diffuse interagisse avec des
transporteurs spécifiques de la membrane cellulaire, disponibles en quantité

limitée ;



Afration

cne

z

Vitesse de p

Figure 2.3 :

Diffusion facilitée
ou transport actif -

Différence de concentration

Schéma comparatif de la vitesse de pénétration cellulaire selon le mode de

transport (adapté de Alberts et coll., 1992)
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3. Alors que les molécules 2 structure similaire traversent la membrane 2 des

vitesses semblables dans le cas de la diffusion simple, la diffusion facilitée

peut différencier des molécules de structure trés proche. C'est le cas pour la

diffusion facilitée du glucose, qui ne permet pas la diffusion d'autres hexoses

tel le fructose (Kleinsmith et Kish, 1988). Ce phénoméne suggére que la

diffusion facilitée ne s'effectue pas simplement par la présence de pores, mais
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que la membrane posséde plutdt des sites liant (binding sites) comparables

aux sites actifs des enzymes ;

4. Tandis que la diffusion simple d'une molécule s'effectue librement, la
diffusion facilitée peut étre inhibée par une autre molécule qui compétitionne
avec la premiére pour l'utilisation du site de transport. Certains agents
reconnus pour dénaturer les enzymes inhibent aussi la diffusion facilitée de
certaines molécules, renforcant ainsi I'analogie des transporteurs de diffusion

facilitée aux enzymes.

11 existe deux types de diffusion facilitée : les canaux ioniques et les transporteurs
passifs. Glass et coll. (1990) de méme que Siddiqi et coll. (1990) suggerent qu'il y
aurait deux systémes de transport du nitrate dans les racines agissant en parallele, soit
un canal ionique 2 faible affinité et un systeme facilitateur i haute affinité. Ce genre de
canal anionique, aussi perméable au chlore, a €té observé par Skerrett et Tyermann
(1994) dans les racines de blé. Miller et Smith (1996) suggerent que I'entrée de nitrate
par ce genre de canal serait couplée 2 l'entrée d'un proton. Schachtman et coll. (1991)
de méme que par Skerrett et Tyermann (1994) rapportent des canaux cationiques pour
le transport du potassium et du sodium. Allen et coll. (1995) observent quant a eux,
des canaux cationiques perméables au sodium et inhibés par la présence de calcium

dans 7. turgidium et T. aestivum.
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2.3.3. Transport actif

Le demier mode d'échange moléculaire entre Ia cellule et son environnement référe au
transport actif (Figure 2.2). Contrairement au transport passif (diffusion facilitée), ce
systtme de transport consomme une molécule d'ATP pour chaque molécule
transportée. Ce type de transport cofite donc cher a la cellule. Le transport actif
ressemble au transport passif, & l'exception de 2 points : outre son besoin €nergétique
pour fonctionner, le transport actif achemine les molécules dans le sens contraire au
gradient électrochimique. Un excellent exemple de ce phénomene est le transport actif
du sodium et du potassium qui permet le maintien de concentrations extracellulaires et
intracellulaires trés différentes chez plusieurs types de cellules tel qu'illustré 2 la
Figure 2.4 (Kleinsmith et Kish, 1988). La pompe 2 protons constitue un autre excellent

exemple de transport actif.

Les systémes de transport actif sont généralement liés 4 un gradient ionique. Dans le
cas des végétaux, ceux-ci sont couplés au gradient de protons (Alberts et coll., 1992).
De maniére & maintenir un équilibre des charges, la pénétration transmembranaire des
anions est accompagnée d'un proton. Inversement, l'entrée d'un cation dans la cellule
provoque l'expulsion d'un proton. Dans ce cas, une pompe & protons, une protéine
ATPase, chasse cette charge positive hors de la cellule en consommant une molécule

d'ATP.



800

Extracellulaire Intraceliunlaire
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Figure 2.4 : Concentrations intracellulaires et extracellulaires en sodium et en potassium
pour différents types de cellules (adapté de Kleinsmith et Kish, 1988)
Chaetomorphe (algue marine), Erythrocyte humain, [IITTmuscle de

grenouille %% axone de calmar.
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2.3.4. Transport et nutrition

Les nutriments utiles 2 la croissance cellulaire sont absorbés par diffusion simple, par
diffusion facilitée et par transport actif. Le Tableau 2.2 résume et compare les

propriétés de ces trois types de transports transmembranaires.

Tableau 2.2: Comparaison des trois modes d'absorption nutritionnelle transmembranaire

Diffusion simple Diffusion facilitée ~ Transport actif

Accélération de la

pénétration de la Non Oui Oui
molécule
Cinétique de . )
d Non Oui Oui
saturation
Spécificité a la L o
pee Bas Elevé Flevé
molécule
Sujet a l'inhibition
compétitive et non Non Oui Oui
compétitive
Sens contraire du
Direction Bidirectionnelle Bidirectionnelle  gradient de
concentration
Nécessité .
. P Non Non Oni
energetique
Type de molécules Neutres Neutres et ioniques Neutres et ioniques

De maniére générale, les molécules neutres diffusent a travers la membrane cellulaire,

alors que les sucres et les ions sont introduits dans la cellule par diffusion facilitée et
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transport actifs. Lorsque leur charge doit étre balancée au niveau intracellulaire, la
pompe & protons réagit en paralléle. Les protons et les ions servent & maintenir un
équilibre électrochimique et leur transport se fait par transport actif au colt dune

molécule d'ATP par molécule transportée (Alberts et coll., 1992).

Ce phénomeéne se produit avec la consommation du lactate et du glucose. Un proton
est cotransporté avec le lactate lors de son entrée dans la cellule (Bailey et Ollis,
1986). De méme, suite 2 des essais avec le glucide non métabolisé 2-desoxy-glucose,
Cram (1983) affirme que le glucose ne stimule pas la respiration par un effet de
concentration. Cette stimulation est plutdt due & une demande énergétique associ€e a
son transport. En effet, l'entrée du glucose dans la cellule est aussi accompagnée d'un
proton (van Gulik, 1993). Dans le cas du lactate et du glucose, leur entrée dans la
cellule requiert une dépense d'énergie causée par l'entrée simultanée d'un proton,

lequel doit par la suite étre expulsé par transport actif.

Le mode de transport des nutriments a un impact important sur I'optimisation de la
croissance via le modele développé. En effet, une molécule qui diffuse librement ne
provoque pas le méme comportement cellulaire dans la suspension et présente donc
des termes d'absorption, de croissance en biomasse et de prolifération cellulaire
différents dans le modéle de croissance. D'un autre cdté, les ions en général (comme le
nitrate) qui utilisent la diffusion facilitée ou le transport actif présentent une cinétique

d'absorption de saturation (Figure 2.3). La Figure 2.5 présente un modele global de
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transport des nutriments tel que proposé par van Gulik (1993), selon les constatations

faites précédemment.

Wikeu / Cytoplasme / Vacuele \\
H 5.5 H 7.0-7.5 H 5055
P B ATP B
:f>—~> 2H?
" 4(/

2H*
— H' P, 4/
glucose 0
o
c glucose
c o« B

C+

jz:(ﬂﬂ)ﬂ’ o
An-

nH*
A“' «f Aﬁq
AP=0mV : AP=40mV /
Figure 2.5 2 Modgéle de transport des nutriments dans la cellule végétale. (Adapté de van

Gulik, 1993). [ Diffusion facilitée, O symport ou antiport protonique,

A transport actif
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2.4. Limitations nutritionnelles des cultures de cellules végétales

L’arrét de croissance des cultures de cellules végétales en suspension est généralement
provoqué par diverses limitations externes. Ces limitations proviennent
principalement de I'épuisement d'un nutriment essentiel (effet d'épuisement) ou de la
présence d'un composé en trop grande ou trop faible quantité (effet de concentration)

(Sirois et coll., 1999).

Les nutriments limitants peuvent €tre classés en deux catégories : les nutriments
gazeux & faible solubilité (e.g. 'oxygéne (1.26 mM a 25 °C) et le bioxyde de carbone
(102 mM a pH 5.5 et 25 °C)) (Bailey et Ollis, 1986) et les nutriments ioniques et
organiques (sels, glucides) a solubilité beaucoup plus élevée (e.g. supérieur a 1 M pour
I'ion ammonium 3,25 °C). Ce projet de recherche cible les nutriments ioniques et
organiques alors que 1'alimentation continue de 'oxygéne assure sa disponibilité a une
concentration constante non limitante & 1'aide d'un contrdleur adaptatif & plage variable
(Sirois, 1997). La concentration en bioxyde de carbone dans les gaz de sortie du
bioréacteur est maintenue dans une plage de croissance acceptable (Archambault,

1991) par dilution des gaz d'entrée.
24.1. Glucides

Les nutriments limitants les plus souvent rapportés sont sans aucun doute les glucides.
Ceux-ci sont absorbés par la cellule et utilisés via la glycolyse pour remplir différentes

fonctions structurales (e.g. paroi cellulaire), énergétiques ou dintermédiatre
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métabolique (e.g. l'acide o-cétoglutarate issu de l'oxydation du glucose capte un
premier ion ammonium pour former le glutamate, puis un second pour former la
glutamine). Ils sont 2 la base de toute mati¢re vivante et de toute structure organique.
Seule une portion (environ 30 % & 40%) des sucres absorbés par la cellule y est
utilisée efficacement alors que le reste est perdu sous forme de bioxyde de carbone
résiduel (de Gucht et van der Plas, 1995). Les sucres sont indispensables a la
croissance cellulaire puisque le carbone représente environ 50 % de la composition

chimique de la cellule (Bailey et Ollis, 1986).

Certaines espéces végétales peuvent accumuler les glucides sous forme d'amidon
intracellulaire (Catharanthus roseus (van Gulik et coll., 1992 ; van Gulik et coll.,
1993), Datura stramonium (Hilton et Rhodes, 1994), mais (Ball et coll., 1996)) et
utiliser cette réserve sur une plus longue péﬁode. D'autres espéces en sont incapables
(ou le font en faibles quantités) et l'utilisent dés son entrée dans la cellule
(Eschscholtzia californica (Taticek et coll., 1990 ; Aubry, 1995 ; Sirois, 1997 ), Taxus
cuspidata (Fett-Neto et coll., 1994)). De plus, la nature préférentielle des sucres
accumulés change d'une espéce 2 l'autre. Ainsi, van Gulik et coll. (1992) constatent
que les cellules de Catharanthus roseus accumulent les sucres sous forme d'amidon et
de sucrose alors que Nicotiana tabacum entrepose préférablement le glucose et le
fructose. De plus, la concentration de sucre entreposé est directement reliée a la

concentration extracellulaire de ce nutriment (King, 1977).



22

Selon certaines études recensées, un arrét de la croissance en biomasse est observé dés
qu’une pénurie extracellulaire des hydrates de carbone survient (e.g. Jessup et Fowler,
1976 ; van Gulik et coll., 1993 ; Aubry, 1995 ; Sirois, 1997). Dans le cas de la
transformation intracellulaire des sucres en amidon, ceux-ci semblent davantage
utilisés pour la maintenance cellulaire que pour la croissance en biomasse (van Gulik

et coll., 1993).

Comme plusieurs autres, Taticek et coll. (1990) et Aubry (1995) et Sirois (1997) avec
Eschscholtzia californica, de méme que Rho et André (1991) avec Catharanthus
roseus, constatent une consommation des sucres directement proportionnelle a la
croissance en biomasse séche, suivie d'un arrét de croissance en biomasse séche lors
de I'épuisement des glucides extracellulaires. Sirois (1997) a constat€é le méme
phénoméne au niveau de la prolifération cellulaire. Tous les cas cités présentent des
cultures en cuvée. Oksman-Caldentey et coll. (1994) constatent aussi un accroissement
de la concentration finale en biomasse séche lorsque la concentration initiale en
sucrose est augmentée avec des cellules d’Hyoscyamus muticus. II s'agit d'une
limitation par épuisement provoqué par un arrét d'approvisionnement de la principale

source de carbone.

En plus daffecter les cinétiques de croissance et de prolifération cellulaire, les
glucides peuvent avoir un impact sur les rendements et la composition élémentaire des
cellules végétales. Soumises a une limitation en glucose, des cultures de Petunia

hybrida opérées en continu présentent une diminution de 20 % du rendement en
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biomasse par rapport au glucose (de Gucht et van der Plas, 1996). Curtis et coll.
(1991) constatent aussi ce phénomeéne avec Papaver somniferum. Deux phénomenes
peuvent expliquer ceci. La premiére explication est une demande soutenue en glucides
pour des réactions métaboliques endogénes de transformation (e.g. la réduction du
nitrate en ammonium ou la formation du glutamate et de la glutamine nécessitant un

squelette carboné).

Une seconde explication de cette chute de rendement est le colit respiratoire: la
demande cellulaire en ATP (et donc en glucides) est directement reliée a la
composition élémentaire de la biomasse (Penning de Vries et coll.,, 1974). Or, la
composition obtenue pour la limitation en glucose par de Guch et van der Plas (1996)
est CHi 7000.68No.16 alors qu'elle est CH; 760053Np.04 pour la limitation en nitrate. Ce
méme phénoméne a également été observé par Balagué et Wilson (1982) avec
Catharanthus roseus. Confirmant les propos de Penning de Vries et coll. (1974), la
respiration cellulaire des cultures limitées en glucose est 30 % supérieure a celle
observée dans les cultures limitées en nitrate. Aussi, la respiration cellulaire de
Petunia hybrida avec une limitation en glucose serait restreinte par une disponibilité
limitée en adénosine diphosphate (ADP) selon van Gulik (1993). Finalement, de Guch
et van der Plas (1996) en déduisent une plus grande flexibilité des cultures limitées en
glucose que celles limitées en nitrate face aux changements des conditions

environnementales.
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van Gulik et coll. (1989) ainsi gue van Gulik et coll. (1992) observent eux aussi une
diminution du rendement en glucose avec Catharanthus roseus et Nicotiana tabacum
lorsque le taux de dilution est abaissé, diminution accompagnée de changements dans
la composition moléculaire de la biomasse. Ces auteurs supposent qu'une plus grande
fraction du glucose alimenté sert 3 la maintenance et aux besoins énergétiques a des
taux de croissance plus faibles. Une limitation en glucose chez Daucus carota L.
active une série denzymes du catabolisme des phospholipides, ce qui serait une
stratégie utilisée par les cellules pour survivre a2 un manque en glucides (Lee et coll,,

1998).

En résumé, les glucides peuvent étre limitants a la fois pour la croissance massique et
pour la prolifération cellulaire. En outre, ils peuvent présenter des cinétiques de
saturation sur la croissance. En effet, Zhong et coll. (1994) observent un effet de
concentration négatif du sucrose sur la croissance de la biomasse humide (effet de
pression osmotique) et positif sur le contenu cellulaire en anthocyanines avec Perilla
frutescens. Ces résultats sont confirmés par Sato et coll. (1996) avec des cellules de
fraise. Cet effet négatif est aussi observé par Mori et Sakurai (1994) lorsque la
concentration en sucrose est élevée (>50 g L‘l). Par ailleurs, van Gulik et coll. (1993)
constatent un effet de concentration positif sur la croissance de la biomasse seche avec
de plus faibles concentrations en glucose (< 30 g L) et décrivent cet effet par une

cinétique de Monod.
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2.42. lons azotés

Selon Schachtman et coll. (1998) et Wink (1997), l'azote représente la source
nutritionnelle la plus souvent limitante pour la croissance des végétaux puisqu'il est
essentiel a la biosynthése des protéines, ce qui représente jusqua 90 % de son
utilisation par la cellule (van Gulik, 1993). L'azote entre dans la composition de
I'ADN, de 'ARN, des cofacteurs et des hormones de croissance. Dans le cas des
cellules végétales, il est approvisionné sous formes complexes (urée, glutamine, etc.)

ou plus généralement sous forme de sels de nitrate et d'ammonium.

Le nitrate est un macronutriment important dans le monde végétal puisqu'il sert a la
fois de source nutritionnelle et de signal dans le processus de croissance. En effet,
suite & son apparition dans l'environnement, le métabolisme cellulaire végétal est
altéré par l'induction de certains génes dans son processus d’assimilation (Crawford et
Glass, 1998). 11 est transport€ dans la cellule par symport protonique (Ullrich et
Novacky, 1981 ; van Gulik, 1993) ot il est réduit en nitrite puis en ammonium grice a

la nitrate réductase et a la nitrite réductase (Payne et coll., 1991).

L'ammonium est obtenu par réduction du nitrate ou directement absorbé du milieu de
culture par diffusion facilitée (van Gulik, 1993). II faut noter que le pKa d'équilibre de
Iion ammonium (NH;") et de 'ammoniac (NH;3) étant de 9.25 (Pilbeam et Kirkby,
1992), l'azote réduit se retrouve principalement sous forme d'ammonium dans le

milieu de culture et dans l'environnement cellulaire. Barak et coll. (1996) de méme
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que Taylor et Bloom (1998) constatent une corrélation entre la consommation
d'ammonium et le rejet de protons, ce qui est confirmé par une légére augmentation du
pH cytoplasmique mesurée par Kanazawa et coll. (1983). Aussi, 'ammonium est un
produit secondaire de différentes réactions métaboliques telles la photorespiration,
l'asparaginase, l'arginase, le catabolisme des uréides, la synthése de la lignine et
possiblement le catabolisme de la glutaminase et de la glutamate déshydrogénase (Lea

et coll., 1992).

L'ion ammonium est lié 2 'a-cétoglutarate (un intermédiaire du cycle du citrate) via la
glutamate déshydrogénase, formant ainsi le glutamate. Cette réaction exige toutefois
une concentration élevée de l'ion dans I’entourage de I'enzyme (Rawn, 1990). Rhodes
et coll. (1980) proposent une autre voie : une molécule de glutamine réagirait avec une
molécule d'o-cétoglutarate pour former deux molécules de glutamate. Ces auteurs
estiment que plus de 95 % des ions ammonium intégrés le seraient a l'aide de ce cycle
de synthése du glutamate. Dans les deux cas, un ion ammonium est ensuite fixé au
glutamate au cofit d'un ATP pour former la glutamine. Les deux voies proposées sont
illustrées a la Figure 2.6. Ces deux nouvelles molécules, le glutamate et la glutamine,
forment le réservoir d'azote ol puisent de nombreuses voies biosynthétiques (Rawn,

1990).

D'un point de vue métabolique, I'ammonium est plus intéressant a consommer que le
nitrate pour la cellule. Raven (1985) estime que l'entrée dans la cellule du nitrate

(qu'elle doit réduire par la suite) coflite 305 photons par mole alors que 296 sont
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nécessaires pour 'ammonium. D'un autre ¢6té, von Wirén et coll. (1997) mentionnent

que la forme d'azote consommé est sujette au maintien d'un équilibre endogene anion-

cation.
A B
a-cétoglutarate ¢ Glutamine
’ - Glutamine a-cétoglutarate
NAD(PYH
NAD®H
Glutamate NH* 2 NHg*
2 ATP
ATP
Glutamate
Glutamine Glutamate
Figure 2.6 : Voies suggérées pour la fixation de V'ion ammonium. A. Adapté de Rawn (1990).

B. Adapté de Lea et coll. (1992)

2.4.2.1. Ion ammonium

Comme bien d'autres ions, 'ammonium est absorbé du milieu de culture et une partie
de cet ion retourne au milieu de culture via des courants de fuite. II faut donc
distinguer I'entrée des ions (influx) de la perte vers le milieu (efflux) et de la somme

relative des deux phénomeénes dont le résultat sera l'absorption (ou assimilation) nette.

Les échanges en ammonium entre la cellule et le milieu sont fonction de la

concentration de cet ion dans le milieu (Barak et coll., 1996). L'influx d'ammonium ne
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présente pas de dynamique de saturation, contrairement i l'absorption nette qui suit
une dynamique de Michaelis-Menten tel qu'observée chez Enteromorpha et
Osmundaria colensoi (Taylor et Rees, 1999). Selon ces observations, l'efflux
d’ammonium présenterait donc une dynamique de saturation comme il fit observé

dans le cas du nitrate (Grouazis et coll., 1997).

Selon Steiner et Dougall (1995), I'état d'agrégation cellulaire aurait aussi un impact
significatif sur le taux d'absorption de I'ammonium. Une des raisons concerne le lien
direct entre l'agrégation cellulaire et la surface d'échange (de membrane) disponible,

celle-ci étant moindre lorsqu'il y a agrégation.

Certains facteurs comme la croissance, le contenu protéique, en azote et en enzyme
d'assimilation de I'ammonium sont favorisés par la présence de ce dernier dans le
milieu (Sengar et Srivastava, 1995). Par exemple, Goodchild et Givan (1990)
remarquent que la concentration en ammonium a un effet négatif marqué sur la taille
des réserves endogenes en acides aminés et que cet effet est fonction du pH du milieu
de culture. Sachant que I'ion ammonium consommé provoque un relargage de protons
(van Gulik, 1993), celui-ci est donc utilisé par San et Stephanopoulos (1984) pour
controler le pH d'une culture de levure empéchant ainsi sa basification par des ajouts
sporadiques d'ammonium. Cependant, il est généralement impossible de soutenir une
croissance avec l'ammonium comme seule source azotée (Daucus carota (Veliky et

Rose, 1973); Fragaria ananassa (Mori et Sakurai, 1994); Hyoscyamus muticus
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(Oksman-Caldentey et coll., 1994)). Dans ce cas, le milieu de croissance s'acidifie

jusqu'a inhiber complétement la croissance des cellules végétales.

Sargent et King (1974) constatent un effet bénéfique de I'ammonium 2 basse
concentration cellulaire sur la croissance en biomasse seéche. Celui-ci est suivi d'un
plateau, puis d'un effet négatif suite a 'augmentation de la concentration en
ammonium. A des concentrations inféricures 3 0.4 mM, une forte augmentation du
taux de croissance est observée. Entre 0.4 mM et 2 mM, cette augmentation est
ralentie alors qu’a des concentrations supérieures 4 2 mM, la croissance diminue
rapidement. Cependant, ces auteurs remarquent que les mémes quantités d'ammonium
(> 2 mM) alimentées de maniere sporadique a quelques reprises (ex. : 5 ajouts de 0.4

mM ou 10 ajouts de 0.2 mM) n'inhibent pas la croissance. Il est donc possible de

limiter les effets toxiques de 1on ammonium en adéptant sa stratégie d'alimentation.
2.4.2.2. Ion nitrate

Tout comme l'ammonium, le nitrate traverse la membrane cellulaire dans les deux
sens. Des mesures empiriques, appuyées par des calculs thermodynamiques,
démontrent que l'influx de nitrate est énergivore, cette énergie étant fournie par le
gradient protonique (Crawford et Glass, 1998). Santi et coll. (1995) remarquent
d'ailleurs que l'activité des pompes a protons de la membrane plasmique peut

directement influencer I'absorption de nitrate.
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D'un autre c6té, l'efflux de cet ion est sélectif, saturable 4 basses concentrations
(Kym ~ 5 mM) et passif & plus hautes concentrations (Grouzis et coll., 1997) en plus
d’étre induit par sa présence (Aslam et coll, 1996). Schmidt et Schroeder (1994)
rapportent d'ailleurs une trés grande perméabilité des canaux anioniques lents au

nitrate, appuyant ainsi la these d'efflux passif.

L'absorption du nitrate s'effectuerait via trois systémes distincts: un systéme
constitutif et un systéme induit, tous deux 2 hautes affinités (fonctionnant 2 trés basses
concentrations : < ~0.2 mM), en plus d’un systéme 2 basse affinité (opérant & plus
hautes concentrations : > ~0.2 mM). Alors que les deux premiers présentent des
cinétiques de saturation de type Michaelis-Menten a basses concentrations (Kn de
6-20 uM et 20-100 uM respectivement) en nitrate (Arabidopsis thaliana (Doddema et
Otten, 1979); Vicia faba L. (Sanchez-Guerrero et coll., 1998)), le dernier serait
constitutif avec une cinétique linéaire (Crawford, 1995) en plus de contribuer de fagon
significative 2 l'absorption du nitrate au-dela de 250 uM (Crawford et Glass, 1998).
Par conséquent, la concentration intracellulaire en nitrate peut atteindre 100 mM

lorsque le milieu est soumis & une alimentation continue de cet ion.

Alors que la majeure partie du nitrate consommé se retrouve dans la vacuole (Beck et
Renner, 1989 ; Miller et Smith, 1996), la concentration cytoplasmique en nitrate
demeure relativement constante 2 3 mM dans le mais et entre 4 et 5 mM dans 'orge

(Miller et Smith, 1996). Cette accumulation intracellulaire de méme que celle du
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chlore affecteraient I'absorption du nitrate chez les racines de carottes (Cram, 1973) et

d'orge (Cram, 1973 ; Smith, 1973).

D'autre part, les acides aminés diminuent l'activité de la nitrate réductase chez
Spirodela oligorrhiza (Vijayaraghavan et coll., 1982) et inhibent la consommation de
nitrate chez Arabidopsis thaliana (Doddema et Otten, 1979 ; Muller et Touraine,
1992). La présence du nitrate lui-méme accroit l'activité de la nitrate réductase
(provoquée par l'influx de nitrate plutdt que par ses réserves vacuolaires (Lea, 1993))
et de la nitrite réductase, cette derniére étant davantage susceptible a une diminution
d'activité (Gupta et Beevers, 1983). Cresswell et Syrett (1982) indiquent que

I'absorption du nitrite est inhibée par le nitrate, mais non de manicre compétitive.

Dans certains cas, les cellules ne peuvent croitre lorsque le nitrate constitue la seule
source d'azote disponible dans le milieu de culture (Daucus carota (Veliky et Rose,
1973) ; Fragaria ananassa (Mori et Sakurai, 1994)). Selon Marigo et coll. (1985), le
nitrate (anion inorganique) accumulé par les cellules provoque une perturbation
métabolique favorisant ainsi la dégradation du malate (principal anion métabolique de
Catharanthus roseus). Sachant que les acides organiques sont nécessaires au
métabolisme énergétique et a la synthése des acides aminés, la croissance s'en trouve

donc directement affectée.

Le nitrate a donc un impact important sur la croissance des cellules végétales. La

croissance en biomasse de Parthenocissus tricuspidata est ainsi accrue par l'ajout de
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nitrate (Henshaw et coll,, 1977). Il en est de méme pour les cellules d’Acer
pseudoplatanus de Jessup et Fowler (1976) dont la prolifération cellulaire est aussi
limitée en azote. Simpkins et coll. (1970) constatent que le rendement en sucrose des
cultures peut étre accru par l'ajout de nitrate, ce qui confirme une limitation

nutritionnelle de cet ion.

Par ailleurs, le taux de croissance ne semble pas affecté par le nitrate chez
Catharanthus roseus, tant que ce dernier est présent dans le milieu de culture (Rho et
André, 1991). Le méme phénoméne est observée chez Lolium perenne a basses
concentrations en nitrate (0-14 mM), mais une diminution marquée apparait

néanmoins 2 plus hautes concentrations (~ 70-140 mM) (Clement et coll., 1978).

En revanche, King (1977) remarque une augmentation du taux de prolifération
cellulaire avec une augmentation de la disponibilité en nitrate. L'inverse est aussi
observé. De maniére similaire, Burns et coll. (1997) rapportent un taux de croissance
en biomasse suivant une cinétique de Monod a des concentrations en nitrate
inférieures & 5 % g/g (soit environ < 5 mM) avec de la laitue et du chou. La stratégie
d'alimentation en nitrate peut donc avoir un effet significatif sur la croissance en

biomasse s¢che et en prolifération cellulaire.

2.4.2.3. Synergie ammonium/nitrate

Le cycle cellulaire de 'azote est autorégulé. En effet, Aslam et coll. (1997) rapportent

que I'ammonium extracellulaire régule linduction de la nitrate réductase dans les
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racines de Hordeum vulgare en limitant la disponibilité du nitrate. Ils ajoutent que
dans le cas de la nitrite réductase, l'inhibition serait indépendante de la concentration
en nitrate. Cette dernicre inhibition a déja été rapportée par Rose et Martin (1975)

chez Pomoea.

Cet effet peut expliquer la diminution de la consommation du nitrate en présence
d'ammonium telle que constatée par Beck et Renner (1989) avec Chenopodium
rubrum, par Pépin (1996) avec Vitis vinifera, par Taylor et Bloom (1998) avec Zea
mays cv. Dekalb, par Kronzucker et coll. (1999) avec Hordeum vulgare L et rapportée
par Crawford et Glass (1998). Dans le cas de Beck et Renner (1989), il semblerait que
I'ammonium soit consommé pendant la période de latence initiale alors que le nitrate
disparaft du milieu lors de la phase exponentielle. Au surplus, I'ammonium inhiberait

directement l'absorption du nitrite, selon Cresswell et Syrett (1982).

De surcroit, les flux intermembranaires en ammonium, la concentration cytosolique en
ammonium et le métabolisme de I'ammonium sont tous favorisés par la présence de
nitrate. En revanche, la présence d'ammonium restreint les flux, accumulation de

méme que le métabolisme du nitrate dans son ensemble (Kronzucker et coll., 1999).

Toujours selon Kronzucker et coll. (1999), 'ammonium aurait un effet direct sur la
membrane plasmique. Il inhiberait l'influx de nitrate en agissant sur le systéme de

transport induit plutdt que sur le systéme constitutif & haute affinité ou sur le systéme a
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basse affinité. Cette diminution de l'influx de nitrate représenterait la cause majeure

d'une diminution de I'absorption du nitrate.

Ces effets d'inhibitions mutuelles de 'ammonium et du nitrate sont sans aucun doute
le résultat de signaux métaboliques émis autant par I'un que par l'autre. Ces signaux
doivent étre de nature moléculaire, dont les concentrations et les distributions
cellulaires sont affectées par le besoin en azote de la cellule (Imsande et Touraine,
1994). Par exemple, des produits résultants de 'assimilation de 'ammonium doivent
€tre impliqués dans la régulation de l'assimilation du nitrate car des inhibiteurs de la
glutamate synthétase préviennent leffet inhibiteur de Il'ammonium sur la

consommation du nitrate (Breteler et Siegerist, 1984).

Plusieurs auteurs constatent que le ratio NH4/NOs; est plus important que la
concentration totale en azote elle méme (e.g. Fragaria ananassa (Sato et coll., 1996) ;
Hyoscyamus muticus (Oksman-Caldentey et coll., 1994 ; Solanum (Nigra et coll.,
1990)). Alors que le premier semble directement relié au métabolisme primaire, le

second limite la croissance par épuisement (Sato et coll., 1996).

Dans le méme ordre d'idées, Sargent et King (1974) ont effectué une étude sur l'impact
de ]a présence d'ammonium dans le milieu de culture de plusieurs espéces de plantes.
Ils ont constaté que les cultures de féves de soya (Glycine max L. cv. Mandarin), de
feves (Phaseolus vulgaris, P. angularis et P. aureus) et de riz (Oriza sativa)

présentaient une augmentation significative de la croissance avec l'ajout d'ammonium.
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Quant aux cultures de tabac (Nicotiana tabacumy), de blé (Triticum monococcum L. var
Thatcher), &’ Ammi visnaga et de Vicia wvillosa, aucune amélioration n'est décelée.
Seule la culture d’ Haplopappus gracilis présente une inhibition de la croissance avec

la présence d'ammonium.

En passant d'un ratio NHy/NO; de 1/3.1 4 1.3/1 et méme 2.6/1, Do et Cormier (1991)
augmentent la prolifération cellulaire de Vitis vinifera de 70 % alors que celle-ci est
plutot inhibée de 20 % lorsque le ratio passe a 3.8/1. Le rapport optimal différe d'une
espéce a l'autre, passant de 1/12.5 selon Gamborg (1970) a 1/5 pour Fragaria
ananassa (Sato et coll., 1996), 1/4 pour Daucus carota (Veliky et Rose, 1973), 1/2
pour Colchicum autumnale (Hayashi et coll., 1988), Dioscorea deltoida (Tal et coll.,
1982) et Solanum eleagnifolium Cav. (Nigra et coll., 1990), 1/1 pour Dioscorea
deltoida (Tal et coll., 1982), Lolium perenne L. (Bailey, 1998), Oryza sativa L.
(Kronzucker et coll., 1999), Pinus sylvestris (Laukkanen et coll., 1997) et Rauwolfia
serpentina Benth. (Yamamoto et Yamada, 1986), jusqu'a 3/1 pour la tomate (Bloom et
coll., 1993). Dans le cas de Brassica napus L. (Ali et coll., 1998), ce ratio ne semble
avoir aucun impact sur la croissance. Hormis ce dernier exemple, la production de

biomasse obtenue dans tous les autres cas est inférieure ou supérieure a d'autres

rapports NH4/NOs.

Dans le cas des coniféres, de meilleures croissances sont possibles lorsque
I'ammonium, sans nitrate, sert de source d'azote. De tels résultats sont obtenus avec

Picea abies (I..) Karst. (Marschner et coll., 1991), Pinus sylvestris L. (Boxman et
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Roelofs, 1988), Pseudotsuga menziesii (Gijsman, 1990; Kamminga-van Wijk et Prins,
1993; Bedell et coll., 1999) et par Kronzucker et coll. (1997). Du reste, certains

roseaux arctiques préférent plutdt les acides aminés (Chapin et coll., 1993).

En augmentant le ratio NH#/NOs, le relargage d'anions carboxiliques (dont le citrate)
diminue (Imas et coll., 1997). De plus, alors qu'une absence d'ammonium (ratio de
0/1) augmente le pH jusqu'a 8 et que celui-ci passe de 5.2 a 3 avec une absence de
nitrate (ratio de 1/0), des ratios de 1/2 et de 2/1 entrainent respectivement le pH
minimum & moins de 4.8 et 3.8 chez la tomate (Imas et coll.,, 1997). De maniére
similaire, en présence d'ammonium uniquement (16 mM), le pH d'une suspension de
cellules de Daucus carota passe de 4.5 2 environ 3.8 alors qu'il atteint un peu plus de 7
lorsque le ratio est de 1/3.3, pour une concentration totale en azote de 24 mM (Veliky
et Rose, 1973). Cet effet améne Pilbeam et Kirkby (1992) 2 suggérer que les pidtres
croissances obtenues avec 'ammonium sont probablement dues aux variations de pH

engendrées plutdt qu'a I'ion ammonium lui-méme.

Il importe de mentionner un autre impact important de l'azote sur les cellules
végétales. Lorsque soumises a un épuisement en azote, les cellules accumulent les
glucides intracellulaires (Catharanthus roseus (Rho et André, 1991) ; Petunia hybrida
(de Gucht et van der Plas, 1996) ; Saccharum sp. (Veith et Komor, 1993)). Ceci a
donc pour effet de changer la composition générale de la biomasse. Un taux de

respiration cellulaire moindre est aussi observe.
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Les sources d'azote régulent donc la croissance en biomasse séche de plusieurs facons.
En plus d'avoir des effets propres a chacune (ammonium ou nitrate}), leur synergie est
tres grande et les effets se font sentir sur la croissance via des changements dans leur
consommation et particuliérement dans l'effet pH qui découle de la consommation des

deux formes d'azote, oxydée (nitrate) et réduite (ammonium), utilisées.
2.4.3. lon phosphate

Apres l'azote, le phosphate est I'anion le plus souvent limitant lors de la croissance de
cultures de cellules végétales (Schachtman et coll., 1998). Ce dernier a comme
principale utilité 'accroissement de la disponibilité en adénosine triphosphate (ATP),
en acides ribonucléiques (ARN) et désoxyribonucléiques (ADN) de méme qu'en
phospholipides. Il entraine une augmentation du taux de production de protéines
amenant une réduction des réserves d'acides aminés. Il conduit aussi 2 une diminution
de protéases (Payne et coll., 1991) causant alors une augmentation de la

consommation en oxygeéne (Pépin, 1996).

Selon la section 2.3.4, il est possible de constater que le phosphate pénétre la cellule
par diffusion facilitée. A cette voie s'ajoute une voie de transport actif lorsque le
gradient de phosphate intermembranaire devient trop important (Reid et coll., 1998).
L'entrée du phosphate dans la cellule serait réalisée par symport avec deux protons
(van Gulik, 1993), ce qui alcalinise le milieu de culture (Sakano, 1990). Toutefois, cet

auteur observe que le ratio H'/H POy varie plutdt entre 1 et 4, tendant de préférence



38

vers 4. Fait intéressant 2 souligner, Schmidt et coll. (1992) identifient deux systémes
distincts d'absorption du phosphate chez Catharanthus roseus : un systéme a haute
affinité et un & basse affinit€. Alors que l'activité du premier peut €tre accrue ou
réactivée par une limitation en phosphate (K, de 50 a 330 uM), 'activité du second

(K de 3 27 uM) est constitutive (Schachtman et coll., 1998).

Le phosphate est ensuite accumulé dans le cytoplasme en proportions relativement
faibles (1 2 5 %) mais accessible, de méme que dans la vacuole. Alors que la
concentration cytoplasmique demeure quasi constante, celle vacuolaire peut varier de
0 a 25 mM (Schachtman et coll., 1998). Le phosphate intracellulaire est ensuite utilisé
par la cellule sur une plus longue période de croissance (Catharanthus roseus (van
Gulik et coll., 1993), laitue (Burns et coll., 1997), Nicotiana tabacum (Kato et coll.,

1977)).

Le taux d'absorption du phosphate serait autorégulé. En effet, Lefebvre et Glass (1982)
constatent que ce taux d'assimilation est inhibé par la présence d'orthophosphate,
forme d'accumulation du phosphate inorganique intracellulaire. Ce phénomene est
confirmé par Clarkson et Scattergood (1982) lorsque des plants d'orge et de tomate
sont transférés d'une solution contenant du phosphate & une solution sans phosphate.
Outre un ralentissement de croissance, ceux-ci observent une diminution de la
concentration intracellulaire des réserves de phosphate inorganique accompagnée d'un
accroissement du taux d'absorption du phosphate. Ce phénomeéne est alors facilement

inversé par le transfert des plantes dans la solution d'origine avec phosphate.
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Topa et Sisak (1997) relient aussi des taux élevés d'assimilation de phosphate a de
faibles concentrations intracellulaires de ce nutriment dans des racines de différentes
espéces de pin. Par 1'étude du mouvement d'ions 2p_ils discernent un mouvement de
va-et-vient entre l'environnement et la cellule. Ils affirment méme que le taux
d'absorption net du phosphate est autant, sinon plus, controlé par le flux de fuite que
par l'influx du phosphate. A ce sujet, Bieleski et Ferguson (1983) mentionnent que
l'efftux de phosphate peut représenter de 8 2 70 % de I'influx. Le phosphate aurait
aussi un effet de régulation sur l'assimilation de lion nitrate. Gniazdowska et coll.
(1998) rapportent une diminution rapide des taux d'absorption du nitrate suite a un

épuisement prolongé en ion phosphate.

Malgré I'accumulation intracellulaire du phosphate, plusieurs travaux rapportent des
limitations de croissance causées par cet anion. Sato et coll. (1996) remarquent une
relation directe entre la masse humide maximale de cellules de fraises obtenue et la
concentration initiale en phosphate, ce qui suggére une limitation de la croissance en
biomasse par épuisement de ce nutriment. Alors que Bramble et Graves (1991) relient
la concentration en biomasse séche finale a 1a concentration initiale en phosphate avec
Coffea arabica de fagon linéaire, Dougall et Weyrauch (1980) observent que le
rendement en biomasse séche varie aussi de fagon linéaire avec le taux spécifique de
croissance pour des cellules de carottes. De méme, Sakano et coll. (1995) rapportent

un arrét de prolifération cellulaire de Catharanthus roseus qui serait provoqué par



40

I'épuisement du phosphate intracellulaire ainsi que Wilson (1976) avec Acer

pseudoplatanus L.

Sakano et coll. (1995) mesurent des concentrations intracellulaires en phosphate au-
dela de 100 pmol par gramme de mati¢re humide, ce qui est de loin supérieur aux
concentrations toxiques apparentes des plantes de 16 pmol par gramme de matiére
humide rapportées par Bieleski et Latichli (1992). En faisant référence aux travaux de
Ulrich (1941) sur la balance ionique, Sakano et coll. (1995) proposent, a titre
d'explication métabolique de cette toxicité apparente, qu'une accumulation de
phosphate (anion inorganique) en exces, tout comme dans le cas du nitrate, pourrait
promouvoir une dégradation des acides organiques endogénes (anions métaboliques)

tout en inhibant 'expansion de leurs réserves intracellulaires.

Au surplus, la synthese et la dégradation de I'amidon intracellulaire sont régulées par
le phosphate endogene (Preiss et Levi, 1980). 1l s'ensuit que de fortes concentrations
intracellulaires en phosphate induisent la disparition des réserves d'amidon du
cytoplasme, provoquant alors un gonflement cellulaire (Sakano et coll., 1995). 1l
apparait qu'une lyse phosphorylée incontrflée de I'amidon est induite par des
concentrations intracellulaires élevées en phosphate, ce qui provoque une
augmentation de 'osmolarité cellulaire menant a la rupture membranaire. De tels
effets de toxicité du phosphate intracellulaire sont aussi rapportés par Nieman et Clark
(1976) chez des racines de mais, par Robins et Ratcliffe (1984) chez Humulus lupulus

et par Hunt et Helgeson (1989) avec des cultures de Solanum.
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Des limitations provenant d'un effet de concentration sont aussi répertoriées. Curtis et
coll. (1991) observent des taux de croissance en biomasse séche qui augmentent avec
la concentration initiale en phosphate, chez Papaver somniferum. Le méme
phénomene se produit avec des plants de blé (Barrett-Lennard, et coll., 1982) et des
cellules de canne a sucre (Veith et Komor, 1991). Selon Burns et coll. (1991), cette
cinétique de croissance en fonction de la concentration intracellulaire en phosphate
suit une loi de Monod, ce qui est aussi observé par Kato et coll. (1977). Balagué et
Wilson (1982) constatent que des concentrations supérieures en masses seéche et
humide sont atteintes & 1'équilibre en perfusion lorsque la concentration en phosphate
dans l'alimentation est réduite. Le phosphate limite donc la croissance a la fois par

épuisement et par effet de concentration.

2.4.4. Synthése

Il apparait donc clairement que les nutriments interagissent grandement entre eux lors
de la croissance de cellules végétales. Leur présence et leurs concentrations
influencent les taux d'absorption. De plus, les cinétiques de croissance en biomasse
séche en fonction des concentrations des quatre nutriments étudiés (glucose,
ammonium, nitrate et phosphate) présentent toutes une forme de Monod a basse
concentration, suivie d'une inhibition & plus haute concentration. Ces travaux
suggérent une cinétique globale de croissance des cellules végétales en fonction des

nutriments ayant une forme de cloche 1égérement déformée ( Figure 2.7).
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Taux de croissance relatif (4 (u*)™)

Concentration du nutriment (mM)

Figure 2.7 : Cinétique globale de croissance en fonction du glucose et du phosphate

2.5. Modélisation de suspensions de cellules végétales

La modélisation de cultures permet de caractériser l'impact de certains facteurs
environnementaux sur le métabolisme cellulaire. Le modele obtenu révéle la réaction
de la suspension cellulaire aux conditions de culture imposées. De manicre générale,

un modéle peut étre prédictif ou descriptif.

Un modele prédictif se doit d'étre mathématiquement autonome, c’est-a-dire que
I'évolution de chaque facteur compris dans l'ane des équations du modele est elle-
méme décrite par une équation du modele. Ainsi, par exemple, si le taux de croissance
est affecté par la concentration du phosphate dans le milieu de culture, I'évolution de

celui-ci en fonction de I'alimentation et de I'absorption doit aussi étre décrite dans le
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modele. Ce genre de modeéle est utilis€é pour améliorer la compréhension du
comportement d'une culture en fonction des facteurs environnementaux et en faire une
synthése. TI est aussi utilisé pour prédire I'évolution des différentes variables décrites
suite & une ou plusieurs perturbations sur une ou plusieurs variables du modeéle. Les
principaux avantages d'un tel modéle sont donc de faire Ia synthese de l'information
existante, d'apporter de nouvelles informations, de prédire le comportement des
cultures dans le but de développer des stratégies maximisantes et donc, de réduire

I'expérimentation par la simulation.

Un modele descriptif correspond en fait 2 un modele prédictif auquel est ajouté une ou
plusieurs relations avec une ou plusieurs variables dont les vraies valeurs sont connues
en temps réel. Cette variable réelle peut étre directement mesurée ou obtenue
indirectement 2 l'aide d'un estimateur ou d'un observateur (Bastin et Dochain, 1990).
Un modeéle descriptif permet donc de suivre, en temps réel, I'évolution de plusieurs
variables de culture non mesurées. Les principaux avantages d'un tel outil sont donc de
suivre la progression de plusicurs variables en temps réel et de servir de base pour une

optimisation en continu.

2.5.1. Caractéristiques structurelles d'un modéele

La structure des modeles mathématiques leur confére certaines propriétés qui leur sont
propres. La Figure 2.8 présente les principales caractéristiques des modeles

mathématiques de suspensions cellulaires selon Barford et Hall (1978).
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Modsle mathématique

I
I ]

Stochastique Déterministe
Elément probabiliste Structure précise fixée
I ]
I
i ]
Suspension distribuée Suspension ségréguée
La suspension estun tout L.a biomasse est distincte
I j
I
| ]
Biomasse distribuée Biomasse ségréguée
La biomasse est uniforme Différentes biomasses
[ ]
I
I ]
Non structuré Structuré
Composition cellulaire uniforme Changements dans la composition cellulaire
Figure 2.8 : Caractéristiques structurelles d'un modéle d'aprés Barford et Hall (1978)

Quelques interprétations douteuses de ces caractéristiques peuvent étre relevées dans
la littérature. Ainsi, Bailey et Nicholson (1989) disent d'un modé¢le ne contenant qu'un
seul type de biomasse qu'il est non structuré, ce qui définit plutdt la composition de la
biomasse. Les modéles 2 une ou plusieurs biomasses sont ségrégués ou non quant a la
biomasse. Il faut donc détailler chacune des six caractéristiques, exclusives deux a

deux, dans le cadre de ce projet de recherche.

Un modéle de culture de suspension cellulaire peut donc &étre caractérisé selon trois
principales propriétés. La premiére caractéristique se rapporte a la structure méme du
modele. S'il y a présence d'un élément probabiliste (variable, parameétre, etc.), le

modele est d'ordre stochastique (par exemple les modeles a logique floue). En
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revanche, si la structure du modéle est fixe et que ses paramétres sont déierminés
selon un critére arbitraire (mesure, erreur minimale, etc.), le modéle est déterministe.

Seuls les modeles déterministes sont présentés a la section 2.5.3.

La seconde caractéristique d'un modele se présente a deux niveaux. II s'agit de sa
ségrégation. La ségrégation du mod¢le peut étre faite au niveau de la suspension dans
I'ensemble. En ce sens, le modele peut étre distribué ou ségrégué. Dans le premier cas,
la suspension est considérée comme un tout uniforme ramené au volume total de la
suspension (ex. : les concentrations de toutes les variables sont en unité L™). Lorsque
la suspension est ségréguée, la masse cellulaire est réputée distincte (i.e. une entit€ en
elle-méme). Dans ce demier cas, certains composés peuvent €tre exprimés en unité
(g biomasse)'. Le modele peut aussi étre ségrégué au niveau de la biomasse (ou de
toute autre variable de croissance). Lorsque celle-ci est considérée uniforme et que la
moyenne représente adéquatement l'ensemble de la population, le modele est alors
distribué par rapport 2 la biomasse. En revanche, lorsque des populations distinctes

forment la population globale, le modéle est plut6t ségrégué par rapport a la biomasse.

Finalement, le niveau de définition de la variable de croissance confere sa troisicme
caractéristique au modele. Lorsque des différences dans la composition méme de la
cellule sont décrites (ex. : phosphate intracellulaire vs phosphate structural), le modeéle

est réputé structuré.
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2.5.2. Approches de modélisation

Avant d'obtenir un modéle de suivi en continu, la premiére étape de modélisation d'un
procédé consiste a développer un modele prédictif. Il existe trois approches différentes
basées sur la connaissance a priori du procédé afin d'obtenir un modele de culture soit
celle de la boite blanche, celle de la boite noire et finalement, celle de la boite grise

(Varner et Ramkrishna, 1999).

La premieére méthode de modélisation, la plus conventionnelle, est basée sur les
principes premiers de bilans massiques et de relations de cause a effet. La
phénoménologie du procédé est directement encodée sous forme d'équations
mathématiques et les variables de moindre importance sont négligées. Des bilans
massiques sont réalisés sur les variables de suivi qui intéressent l'usager et sur les
variables qui semblent les affecter de facon significative (ex.: biomasse séche et
glucose). Par la suite, les cinétiques appropriées et les parametres manquants sont
déterminés et incorporés aux bilans (ex.: vitesse de croissance, taux de

consommation, impact du glucose sur la croissance, etc.).

La force de cette approche réside dans sa rigueur. En effet, le modele est basé sur les
lois inviolables de la conservation de la matiére et 1'évaluation de ses paramétres se
doit d'étre expérimentale ou basée sur des théories établies (ex.: principes
thermodynamiques). 1l représente un excellent outil d'apprentissage sur les actions et

les interactions des variables du systéme. Toutefois, le talon d'Achille de cette
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méthode est la structure du modéle qui est basée sur la connaissance et l'instinct de
celui qui le développe. Si l'utilisateur cible bien les variables & décrire, le modele sera
performant. Sinon, des différences importantes sont a prévoir entre les prédictions du
modele et les données expérimentales. De plus, il arrive que certains parametres du
modéle obtenus des bilans soient difficilement mesurables, voire impossible a
déterminer avec les connaissances actuelles. Dans ce cas, ceux-ci sont utilisés pour
minimiser l'erreur de description du modéle (e.g. Sirois, 1997). La valeur de chaque
parametre et son impact ne peuvent que suggérer certains comportements et

phénomenes sans toutefois Etre adoptés tels quels.

Une autre école de pensée préconise une modélisation qui repose sur le principe de la
boite noire. Cette fagon de procéder, bien connue en ingénierie, consiste a considérer
le procédé (1a suspension cellulaire) comme une boite dans laquelle entrent certains
réactifs (nutriments, conditions environnementales, etc.) et de laquelle sortent des
produits (taux de croissance, de production, types de molécules, etc.), sans tenir
compte de la nature de la réaction (consommations nutritionnelles, synthése des
composés, etc.). Les exemples les plus courants sont les techniques de modélisation

selon les méthodes de Volterra de méme que les réseaux neuronaux.

Varner et Ramkrishna (1999) mentionnent que la structure mathématique est forcée
d'obéir aux observations expérimentales. De mani€re plus vulgarisée, il s'agit en fait
de lisser un polynOéme aux données expérimentales sans que celui-ci, ni méme les

coefficients qu'il comporte, ne signifient nécessairement quoi que ce soit de physique.
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Drailleurs, Varner et Ramkrishna (1999) rapportent que cette approche assure une
description du comportement du procédé, du moins localement. Cette approche a déja
obtenu un certain succés 1a ot I'approche conventionnelle (boite blanche) éprouvait

des difficultés (Doyles et coll., 1995 ; Pearson et coll., 1996).

Finalement, 'approche de la boite grise prone 'union des deux approches précédentes.
11 s'agit en fait d'utiliser des principes de chacune des deux approches pour €liminer
certains éléments problématiques de 1'une, sans diverger nécessairement vers l'autre.
Dans le domaine des bioprocédés, l'utilisation des systémes neuronaux pour
déterminer simultanément la forme des différents taux de croissance dans un modele

conventionnel (Bernard et coll., 1999) constitue un excellent exemple.

2.5.3. Modeéles prédictifs de la croissance de cellules végétales

Un peu moins dune vingtaine de modéles décrivant I'évolution de variables de
suspensions cellulaires végétales sont répertoriés jusqu'a maintenant. Cette section
présente les principales équations et discute de leur forme. Ces équations sont réécrites
pour uniformiser la nomenclature et éviter ainsi une accumulation de constantes
inutiles a leur compréhension. Les modeles sont accompagnés d'une figure présentant
la description des variables caractérisant la croissance afin d'en apprécier la qualité.
Ces modeles de suspension de cellules végétales sont présentés en ordre

chronologique.
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King (1977) présente un premier modele simple décrivant adéquatement les résultats
d'une perturbation du profil d'alimentation du nutriment limitant, de n; a n, sur la
concentration cellulaire (¢} de cellules de sycomore d’une culture alimentée en

continu:

n n
c=Y,, n|—2%-| -2~ e Dt
/n Il:nl (nl J 2.2

Ce modéle est distribué, autant au niveau de la suspension cellulaire que de la
biomasse, et non structuré. La Figure 2.9 présente le profil d’évolution de la
concentration cellulaire obtenu avec 1'équation 2.2 (seule équation du modele) suite a
un changement de la concentration en nitrate dans 'alimentation de 7 mM a 10 mM.
De composition trés simple, ce modele (un des deux seuls décrivant la prolifération
cellﬁlaire) est limité aux cultures alimentées dont un seul nutriment est limitant et dont
sa concentration est maintenue constante par une alimentation soutenue. Il s'agit d'un
premier pas dans la description mathématique de la prolifération cellulaire mais n'est

d'aucune utilité pour une quelconque optimisation.
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Figure 2.9 : Prolifération cellulaire selon King (1976). [ 1 Données expérimentales.

— prédiction du modéle

Quelques années plus tard, Grm et Mele (1980) publient un modéle décrivant les
phases de croissance et de production de cellules de Claviceps purpurea. Beaucoup
plus complexe que le précédent, ce modele représente une avancée significative dans
la description des cultures de cellules végétales en suspension. Les auteurs supposent
que la biomasse (x) est répartie en quatre groupes selon leur fonction : absorption du

substrat et synthése de nouveaux constituants cellulaires (A), croissance (B),
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production des lipides et des alcaloides sans croissance (C) et inerte (D). Ce modéle
non structuré est distribué quant 2 la suspension avec une biomasse séche ségréguée.
La Figure 2.10 présente 'évolution de ces quatre biomasses et de la biomasse totale

obtenue a partir des équations 2.3 3 2.10.

&y = =UpX, M, X 2.3
a BXA a%p )
dx
dtB =2UpX ”(/uA + e )XB 2.4
dx
dtC = HcXy _(qu +km)XC 2.5
dx, 1
i (1' Yxclpr )AUDXD —k,Xp 2.6
ds My
—_—_— -
at YxA/s A 2.7
dpr M
=y 2.8
dt YXC/pr
o
3 Hy t <48h 59
ﬂB { ge—bl(t~43) tZ 48h ’

a
B My t <48h
Ha {yge‘bz(““g) t > 48h 210
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Figure 2.10:  Profils de biomasses séches selon Grm et Mele (1980). — biomasse A,
---- biomasse B, - biomasse C, = biomasse D, s biomasse totale,

— — profil expérimental.

Cette approche est trés intéressante, mais évidemment plus complexe 2 réaliser. Le
modg2le démontré présente quelques lacunes dont une relation temporelle (48 h) tout a
fait arbitraire pour définir I’influence du phosphate sur la conversion de la biomasse
absorbante (A) en biomésse divisante (B) d a I'incapacité des auteurs a modéliser cet

impact (Grm et Mele, 1980). De plus, les parameétres déterminés pour obtenir le profil
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d’une culture Iui sont spécifiques. Ce modéle est donc spécifique & chaque culture, ce

qui fait que son utilité est réduite.

En 1981, Pazoutova et coll. présentent un modéle accentuant I’effet du phosphate sur

Ia croissance de la biomasse de Claviceps purpurea (équations 2.11 4 2.14).

&y f1—e o Jx K ,x2 2.11

dt

dpo,, PO 4. 1 2

—*=—q, X+ +poy [Kyx 2.12
dt POy +KP x/p

dpo, 1d 1 d

POy - PO, - +poy l_)_(_ 2.13
dt x dt Y., x dt

dor_ K

dt a Ko +p0ﬁi 2.14

K, Ky, Kp et Kp; sont des constantes de saturation alors que gp et gp; sont des taux de
consommation du phosphate et de synthése du produit respectivement. Ce modele non
structuré est ségrégué quant a la suspension (le phosphate intracellulaire est exprimé
en g (g de biomasse) '), mais ne I'est pas quant 2 la biomasse. La forme de sa cinétique
de croissance, qui est uniquement fonction du phosphate, est propre aux auteurs. La
concentration intracellulaire en phosphate est estimée par la différence entre la
consommation spécifique du phosphate extracellulaire (2.13, 1¥ terme) et la somme
des pertes caus€es par lyse cellulaire ou par transformation en phosphate lié (2.13,
2 of 3™ terme). L'impact du phosphate sur la croissance et sur la production est
bien définmi étant donné la capacité du modele & décrire I’évolution de plus d’une

culture a différentes conditions initiales en phosphate. D'ailleurs, les auteurs se servent
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de ce modtle pour optimiser l'alimentation en phosphate par simulation. Un exemple

de description de culture au moyen de ce modele est présenté par la Figure 2.11.
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Figure 2.11:  Profil de biomasses selon Pazoutova et coll. (1981). [ 1 biomasse seche,

(O alcaloide, — Prédictions du modéle.

En 1986, Quinlan publie une amélioration du modele logistique microbien de Fencl
(1966) appliqué a la prolifération de cellules végétales. Le modéle logistique est

modifi€ de maniére a ce que la concentration cellulaire finale atteinte soit fonction de
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la disponibilité d'un nutriment limitant. Ce modtle est représenté par les équations

2.15 3 2.17 suivantes:

Cy, =CJ1+(CM —cq Jegle A ]_1 2.15
c. =2y, 2.16
K
_véc
u—_—KnO +12(___[.&;_h/}l) 2.17

ot, spécifiquement dans ce modele, k;, c et c.. représentent respectivement le numéro
d'échantillon, la concentration cellulaire pour I’échantillon k, et la concentration
cellulaire finale. Ce modele est distribué en tous points et non structuré. L'auteur
mentionne que son modéle décrit adéquatement la croissance en cuvée alimentée de
plusieurs types de cellules: Asterionella formosa et Cyclotella meneghiniana
(diatomées), cellules de souris (cellules animales) et Daucus carota (cellules
végétales). Cependant, aucune courbe n'est présentée dans ce dernier cas ce qui ne
permet pas d'apprécier les capacités du modele avec des suspensions de cellules de
plantes. Par ailleurs, I'utilisation d’un modéle logistique est piégée : la cinétique de
croissance est prédéfinie et fixe. L’utilisation d’une telle forme ne génere aucune
information utile et ne tient pas compte de quoi que ce soit dans la culture, hormis

I'"épuisement d'un nutriment dans ce cas particulier.
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Frazier (1989) présente un modele original pour décrire la croissance de Dioscorea
deltoidea. Sa principale hypothése porte sur un métabolite essentiel a la croissance qui
fuit des cellules vers le milieu de culture. Cette hypothése sert & expliquer la phase de
latence en début de culture, laquelle serait attribuable & la perte de ce métabolite. Dans
le cas d'une culture de Dioscorea deltoidea, cet auteur propose que le sucrose est
rapidement transformé en glucose et en fructose a P'intérieur méme de la cellule ou sur
sa paroi, et que I'excés de ces nutriments diffuse vers le milieu. Sa représentation
mathématique est illustrée par les équations 2.18 2 2.21:

dx*~ 1 *
dt* 1+mn;*

X * 2.18

2
ds*~vK (1~—Kzs*) ( g * )x*+K 1—Kzs*[ n; * )s*x*

dt* ' 1-K,x* \I+s* T1-K,x*{14n, * 2.19

dn,* 1-K,s* * *
e K x 3 (KSni*——ne*)+K6[ > n, *x*+K; & n, *x*

2.20

%

dn, * s* 273 n;
1 —_ — L _— — * L
= ~K7(1_S*) KX (Ksn, *—n, *)—(n, *+K, Ten 221

Spécifiquement pour ce modéle, n. et n; représentent les concentrations extracellulaire
et intracellulaire du glucose et du fructose combinées, alors que le signe * signifie que

la variable est normalisée. Le mod¢éle est entiérement distribué et non structuré.
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L'étude des résultats présentés (Figure 2.12) indique qu'aucune augmentation rapide de
1a biomasse séche en début de culture n’est observée, ce qui devrait se produire s'il y
avait réellement assimilation rapide des nutriments extracellulaires. Ceci invalide donc
I'hypothése de départ, soit que le sucrose est pompé et hydrolysé rapidement a
l'intérieur de la cellule, d'ob fuient le glucose et le fructose vers l'extérieur de la
cellule. L'auteur en vient a la conclusion que pour ces cellules, la principale cause de

latence est une fuite des monosaccharides vers le milieu de culture.

De tels résultats n’ont jamais été rapportés dans la littérature. Il est peu probable que la
phase de latence soit provoquée par un tel phénomeéne. Lors d'expériences effectuées
avec du sucrose ou du glucose comme source de carbone, les profils de croissance
similaires obtenus démontraient que la phase de latence n'était ni due a la nature du
glucide utilisé, ni fonction de sa concentration initiale (résultats non publiés). Ceci va
donc & l’encontre de la seconde partic de I'hypotheése sur laquelle repose le
développement du modele. La modélisation, selon I'approche des principes premiers
(boite blanche), repose complétement sur la connaissance a priori du procédé. Les
hypothéses instigatrices doivent €tre conformes aux observatidns expérimentales, les
données publiées et la théorie qui s'applique au domaine. Si tel n’est pas le cas, le
comportement final du modéle méne a de fausses conclusions, biaisées par les

hypothéses et la forme mathématique initialement privilégiées.
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Figure 2.12 : Profil de biomasse normalisée selon Frazier (1989).D données expérimentales

— prédiction du modele

En 1989, Bailey et Nicholson présentent un nouveau modele qu'ils disent structuré,
bien qu'il soit ségrégué par rapport a la biomasse. Celui-ci décrit I'évolution des
biomasses seéches (viable, non viable et totale), de la biomasse humide, de la synthese
d'un produit et de la consommation du nutriment. Ce modele non structuré a biomasse
ségréguée est donc distribué quant a la suspension. De maniére a &tre autonome, la

description du rapport biomasse humide/biomasse se¢che fait partie intégrante du
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modele, permettant ainsi de calculer la viabilité. Cette derniére relation est basée sur
I'hypotheése d'une fragilité supérieure au stress mécanique des plus grosses cellules.
Les équations 2.22 2 2.27 représentent ce modele:

dx

dts :(u'nvxn —km)xs 2.22
dn __H.n
dt Yx/s s 2.23
dv
dtx =V, [Hnﬂ(l" Vx)”lez] 224
dx, x,dv
—r=h X K v ox
dt v, dt 2o 225
%p_r =K,v, &, + K, v, x, +££ dv, 2.26
t t v, dt
X
x=— 2.27
VX

Particuli¢rement dans ce cas, gy (L g h™) représente le taux de croissance associé au
nutriment limitant n alors que v représente la viabilité de la biomasse, K1, K;, K3 et
K4 représentent des taux de réaction. Aucune cinétique de croissance n’étant spécifiée,
une constante lui est assignée. La forme proposée par ce modéle est intéressante du
fait que la biomasse est séparée en différentes composantes selon leurs propriétés avec
une plus grande simplicité que Grm et Mele (1980). L'information fournie par ces
deux modeles n'est toutefois pas la méme. Le modele de Bailey et Nicholson (1989)
démontre quelques faiblesses, dont I'absence totale de résultats sur I'€volution de la

concentration du nutriment himitant. Les auteurs fixent arbitrairement la concentration
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initiale 3 1.0 g L', obtenant ainsi une courbe standardisée. De fait, aucun rendement
ne peut étre calculé. La valeur fixée étant faible, il s'avére impossible d’apprécier le
type de cinétique de croissance présente avec de telles cultures. Cette situation
explique la relation linéaire obtenue avec le nutriment limitant dans leur publication.

La Figare 2.13 présente leur prédictions des biomasses séche et humide.
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Figure 2.13 : Profils des biomasses séche et humide selon Bailey et Nicholson (1989).

[] biomasse séche,() biomasse humide, — prédiction du modéle.



61

En 1990, Taticek propose un modéle de croissance pour la biomasse des cellules
&’ Eschscholtzia californica. Tl décrit la consommation des sucres par lutilisation
d’une équation logistique ol le taux spécifique de croissance est obtenu en lissant

I'équation 2.29 aux données expérimentales.

9.%:( Z mJ
dt | Yarg 2.28
. Xoeu(t“to)
Ko [ enteu)] 229
X

La forme du modele le classe comme distribué et non structuré. Comme pour le
modele de Quinlan (1986, équations 2.15 i 2.17), un modéle logistique n’est pas d’un
grand recours pour la compréhension des phénomenes de croissance ni pour
I’optimisation du procédé. De plus, la détermination du taux spécifique par un lissage
des données expérimentales implique que le modele est spécifique a une culture et

n’est donc d'aucune utilité subséquente.

Bramble et coll. (1991) proposent un modéle décrivant I'évolution des concentrations
en biomasse séche (x;), en glucose (g), en phosphate intracellulaire (poset

extracellulaire (pos.) de méme qu’en alcaloides selon les équations 2.30 4 2.34.

d 1 : K
Xs :umax-—g—— I+ K, —+ ca 5 = X~k X,
dt K, +g i jca K,Kj || K; +ca || 7.30
r - - -1
K
ég:“umax £ 1+K2 ‘L'f' = 3 2s
dt K,+g ca K,Kj [ Ks+ea| Yy 2.31
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dt Ke+pose  Yypo, K,+g ca K,Kj5 | Kj+ca
2.33

d

i = K, I:-rprz s 234

La suspension est donc ségréguée puisque le phosphate intracellulaire est exprimé par
rapport & la biomasse. Celle-ci est distribuée et le modgle est non structuré. Ce modele
est basé sur une série d'expériences traitant de I'impact du calcium (ca) et du phosphate
sur la croissance et sur la production de méme que sur la théorie publiée traitant des
inhibitions nutritionnelles. Sa structure est ainsi représentative de la réalité. Ceci se

refléte effectivement dans les résultats obtenus (Figure 2.14).

Ce modele est relativement simple et ses constantes sont déterminées
expérimentalement, & l'exception de quatre d'entre elles qui sont utilisées pour
minimiser l'erreur d'estimation du modele. Cependant, comme lindiquent les
équations 2.30, 2.31 et 2.33, I'évolution de la biomasse, du glucose et du phosphate
intracellulaire est fonction de la concentration du nutriment limitant, dans ce cas-ci le
calcium (ca). Puisque aucune équation du modele ne décrit I'évolution de cette
variable, un profil prédéterminé doit étre établi. La valeur instantanée de la

concentration en calcium nécessaire 2 chaque pas d'intégration pourra donc y étre



63

puisée. Ceci représente un grand désavantage puisque ce modele n'est pas autonome :

son évolution dépend d'une variable extérieure.

Biomasse seche (g L'l)

0 5 10 15 20 25
temps (j)

Figure 2.14:  Profils de biomasse séche selon Bramble et coll. (1991)] ] données

expérimentales,— prédiction du modéle.

Curtis et coll. (1991) présentent un modele décrivant Ia croissance de la biomasse de

cellules de Papaver somniferum en fonction du phosphate (équations 2.35 2 2.37).
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POy
b0, =0 1 2.36
4,0 T 40
t Xs,t Yx/p
By = K1p04,t 2.37

Ce modele définit une suspension ségréguée puisque le phosphate est exprimé par
gramme de maticre seche. La biomasse y est distribuée et ce modele est non structur€.
La croissance linéaire qu’ils observent est associ€e a une limitation nutritionnelle en
phosphate intracellulaire libre. Ce modéle est convenable pour les conditions de
culture utilisées par cette équipe, mais les profils linéaires (Figure 2.15) dépendent de
la présence continue d'une concentration globale en phosphate significativement
supérieure au phosphate structural. Ceci implique donc que le modéle n'est pas valide
en limitation en phosphate et a de faibles concentrations. Ce modéle n’est pas
facilement transférable a d’autres especes ou méme simplement a d’autres systemes de
culture avec la méme espéce puisque la cinétique est directement proportionnelle a la

concentration en phosphate.
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Biomasse séche (g L'l)

temps (j)

Figure 2.15:  Profils de biomasse séche selon Curtis et coll. (1991. [ Jdonnées expérimentales,

— prédiction du modéle.

Hooker et Lee (1992) présentent un modele reproduisant la croissance de cultures de
Nicotiana tabacum. Des cinétiques de Monod (1942) décrivent la transformation du
sucrose extracellulaire en glucose extracellulaire, la consommation des nufriments
extracellulaires, les variations en concentration des nutriments intracellulaires totaux

ainsi que les pertes en biomasse dues & la respiration. De plus, 'évolution des
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composantes intracellulaires intermédiaires, des composantes structurales et de la

concentration en métabolites y est présentée, le tout selon les équations 2.38 2 2.46.

dn,; K Y (heg+n) ) (K, +K;s v . KK g
dt " Mn, V K; +(hC +n) K t,i™int V K7+
A% s 1 vTg
dx V
=K, — n,:x K. +K, )x
dt 4(K1) t,i > int ( 8 9) int
dX et
SR =Kex,, —k X
dt 8 int m * struct
dpr v
—— =K — In X, T Kox;
dt 5(K1J t,i“int 9-int
dxres K
———_—E:KQS - S +kmxstmct
dt V A\*{+g
X5 :nt,i +Xint +Xstruct

2.38

2.39

2.40

2.41

242

243

2.44

245

2.46

Dans ce modele, he représente le glucose et le fructose, n, 'ensemble des nutriments

exception faite des glucides, n.;, tous les nutriments intracellulaires, X, les

intermédiaires métaboliques de la biomasse structurale, Xy, la biomasse structurale

et Xresp, 1a biomasse perdue lors de la respiration (glucose et métabolisme endogéne).

Ce modele représente une suspension cellulaire distribuée et une biomasse ségréguée

et structurée. La Figure 2.16 illustre les résultats expérimentaux de la biomasse séche.
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Ce mod¢le est assez complexe, obligeant ainsi les auteurs a déterminer arbitrairement
certains parameétres. Cest d'ailleurs la plus grande faiblesse de ce modele, soit sa
surspécialisation. A trop complexifier un modgle, I'objectif premier risque d'étre perdu
de vue et l'esseniie]l du modele est obscurci par un surplus d'informations souvent

inutiles (van Impe, 1993).

20

Biomasse séche (g L'l)
S
]

)
0 5 10 15 20
temps (j)

Figure 2.16:  Profils de biomasse séche selon Hooker et Lee (1992). D données
expérimentales, — biomasse totale, — — composantes intermédiaires,

----- composantes structurales.
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van Gulik et coll. (1992) présentent un modele des cinétiques de croissance de
Catharanthus roseus et Nicotiana tabacum pour des cultures en cuvée et en cuvée

alimentée selon les équations 2.47 a 2.49.

dxs—*sx—(Y m, +q, | 1-—
u s x/s**s qp K1+S

247
O, S M>k+qP+m
dt - K, +s L Y, ° 248
dpr
—_— =X
dt sdp 2.49

Ces chercheurs proposent d'estimer la consommation d'oxygeéne et la production de
bioxyde de carbone par un bilan des degrés de réduction suivi d’un bilan sur le
carbone. Ce modéle est distribué, dans l'ensemble, et non structuré. Les courbes
obtenues par ces chercheurs sont trés satisfaisantes quant au substrat et a la biomasse
(Figure 2.17). Toutefois, I’estimation des profils de respiration pour les deux especes
n’est pas aussi précise qu'ils le souhaitaient. Alors que le taux spécifique de respiration
de Catharanthus roseus est surestimé par un facteur d'environ 60%, celui de Nicotiana
tabacum est sous-estimé d'environ 20% pendant la croissance exponentielle et

surestimée (environ 150%) pendant la phase de mortalité.
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Figure 2.17 : Profil de biomasse séche selon van Gulik et coll. (1992).[:] données

expérimentales, —prédiction du modéle.

En 1993, van Gulik et coll. reformulent le modeéle précédent sous une forme
structurée. Ce modéle décrit I’évolution de la biomasse selon quatre composés : le
phosphate libre (pos;), les composés phosphorylés (pp;), les sucres intracellulaires (hc;)
et la biomasse structurale (Xgyer) selon les équations 2.50 a 2.54.

dpo,; 1 Top dx POy
=, - - —=-Dx -
dt  x [" Y dt *) X 2:50

pos /pp

dpp; Iy d 1
ppx ___1_. rpp _ stract - XS _DXS P_EL 2,51
dt X Y dt X

PP/ Rgruct 5

|



dhe, 1 dx he; 2.52
T T T i T T -Dx, | —
dt X ' T dt Xs
d Ty d
X struct :_1_ T, .______%.‘fﬂc_‘_—rl —( % ——DXS -)E‘SEB-EL 2.53
dt s e PP/ X suct de %s
Xs = Xstruct + PP; + hci 2.54

A celles-ci s'ajoutent les concentrations extracellulaires en glucose (g) et en phosphate

(po4) ainsi que les produits de la lyse cellulaire (1) (équations 2.55 a 2.57).

dg

-at— =Tt Dgxs 2.55
dpo,

“ar - Tos TPpo,Xs 2.56
di

—=-1,+D;x

at ] 155 2.57

Les taux de réaction (r) sont exprimés par les équations 2.58 4 2.63.

_ + rxsmm + _
Ty =T Thei " ¥gmaint 258
he/ Xy
e
X
r,=q, ¥X 2
PP PP struct .
K+ Ky +g 2.59
PP;
—q, *x % g 2.60
Xaruet 4 Xsprue struct ) -
™ - Ka"’p%s K,+g
- g
The, = Une, * X struct ] 2.61
i i P04/
K, +g 1+—-24=
4
r g

g,mainl:qg ; *Xstruct h
o g+ K" 2.62
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r ) . K () 2.63
hCpim O Zmine X struct W

Le terme maint désigne l'utilisation du composé pour la maintenance. La production
de bioxyde de carbone et la consommation d’oxygeéne sont modélisées par un bilan sur

le carbone et un bilan sur le degré de réduction des composés

rC02 = rg '—rpp _rxsmm “Thei + Tyei

. 2.64
Yo, =7 {Yg (rg T T Thed )._.’YXS <rPP + T gruce )] 2.65

o g représente le degré de réduction du glucose (g) et de la biomasse (X;). Ce modele
décrit une suspension ségréguée comprenant une biomasse distribuée mais structurée.
Les estimations produites décrivent les profils expérimentaux avec moins d'erreurs

que précédemment comme le montre la Figure 2.18.
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Figure 2.18:  Profil de biomasse séche selon van Gulik et coll. (1993).D biomasse séche totale,

(O composés intracellulaires, — prédictions du modéle.

Ce modeéle contient beaucoup plus d'équations que la moyenne, mais celles-ci sont
claires et simples, ce qui ne complique pas outre mesure la compréhension du
fonctionnement du systéme. Puisqu'il représente des phénomenes réels, ce modele
fournit de UDinformation concernant le déroulement des différentes étapes
métaboliques observées (la plupart des parametres sont calculés ou déduits de la

littérature), de méme que pour les cinétiques de réaction. Seulement trois paramétres



73

sont utilisés pour minimiser l'erreur d'estimation du modele. Un tel réalisme
mathématique permet d'utiliser ce modele comme outil pour une phase d’optimisation
de la croissance de la biomasse. Cependant, il importe d'éviter une surspécialisation et

un surplus d'informations.

Guardiola et coll. (1995) présentent un modele reliant la production de métabolites
secondaires a la progression de la biomasse de cultures de cellules végétales en
suspension pour Vitis vinifera. L’évolution de la biomasse, du sucrose et du produit

(anthocyanes) y est présentée selon des relations de Monod (1942) aux équations 2.66

a2.69.
ax | . .
Sty | - |]x 266
dt | Ky+s K, +s
d * *
So|-ts > -m, S Hm S 2.67
dt Y, K;+s Ki+s Y, Ky+s
dp + 8
—= x—K
d {Mx K3+s) vP 2.68

2.69

v

K,v cuvées
K = 2 : rd
K5 cuvéesalimentées

Ce modéle, entiérement distribué et non structuré, décrit adéquatement les conditions

expérimentales (Figure 2.19).
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Figure 2.19:  Profils de biomasses séches selon Guardiola et coll. (1995). I___] biomasse séche

totale, — prédictions du modéle.

A la fois par la simplicité du modéle et malgré elles, deux faiblesses majeures
ressortent. Comme le montre I'équation 2.69, le parametre K, est fonction de la
viabilité (v) de la biomasse. Or, un profil expérimental de la viabilité, obtenu par
lissage des résultats, est incorporé au modeéle puisque cette variable n'y est pas incluse.

En outre, les courbes du modele sont tronquées (Figure 2.19) puisque le modele est
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incapable d'estimer le début de la croissance en cuvée alimentée et ce, pendant un peu

plus de 10 heures.

Tous les modeéles prédictifs de suspensions de cellules végétales discutés dans cette
section sont le résultat d'une approche par les principes premiers. D'autre part, Albiol
et coll. (1995) utilisent des estimateurs neuronaux (approche de la boite noire) afin de
développer un modele de croissance de la biomasse de Daucus carota en fonction des
concentrations en sucrose, en glucose et en fructose. Le modele est distribué dans son
ensemble et non structuré. Cette approche leur permet, aprés seulement deux essais,

d’obtenir des courbes suivant les résultats expérimentaux (Figure 2.20).

Les estimateurs neuronaux sont en fait de grands polyndmes ou les gains sont ajustés
jusqu'a ce que l'estimateur soit représentatif des résultats expérimentaux. Ce type
d’estimateur ne fournit aucune information pertinente quant au comportement des
cellules par rapport aux nutriments ni 2 titre informatif ni pour une éventuelle
optimisation. Cependant, il serait intéressant d’utiliser des estimateurs de ce type pour
déterminer un seul ou un ensemble de paramétres compris dans un modele traditionnel
dont les valeurs ne peuvent étre déterminées expérimentalement. Sirois (1997)
proposait d'utiliser ces estimateurs pour reconstruire le profil d'un paramétre ou d'une
variable difficile 2 modéliser. Dans cette veine, Bernard et coll. (1999) utilisent de tels
estimateurs pour évaluer simultanément des taux de croissance dont I’obtention de
profils dans le temps permet de tirer de I'information sur les phénomeénes qui les

affectent.
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Figure 2.20 :  Profil de biomasse séche selon Albiol et coll. (1995). D biomasse séche

— prédictions du modéle.

Sirois (1997) présente un modéle de croissance des cellules d'Eschscholtzia
californica en cuvée, alimentée ou non, en bioréacteur. Celui-ci décrit la prolifération
cellulaire et 1'évolution de la biomasse séche en plus de celles de nutriments
extracellulaires (phosphate, ammonium, nitrate et glucides) et intracellulaires

(phosphate et ammonium) selon les équations 2.70 a 2.80.
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Ce modéle est distribué et non structuré. La nouvelle forme de cinétique de croissance
développée, fonction de la concentration des nutriments intracellulaires et
extracellulaires, permet d'estimer adéquatement la prolifération cellulaire et 1'évolution

de la biomasse séche (Figure 2.21), de méme que la consommation des nutriments.
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Figure 2.21 : Prolifération cellulaire et profils de biomasse séche selon Sirois (1997).

[] biomasse séche, (O concentration cellulaire, — prédictions du modéle.

Comme pour le modéle de van Gulik et coll. (1993), ce modele contient bon nombre
d'équations, mais celles-ci sont simples et ne compliquent pas inutilement la
compréhension du systéme. Tous les parameétres des bilans de matiére (2.72 a 2.78)
sont mesurés expérimentalement. L od le modéle présente une faiblesse, c'est dans les
cinétiques de croissance. En effet, les constantes des cinétiques spécifiques du
phosphate, du nitrate et de I'ammonium, autant pour la prolifération cellulaire que

pour la croissance de la biomasse, ne sont pas mesurées mais plutdt utilisées pour
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minimiser l'erreur globale d'estimation des deux variables de croissance. Cette
procédure est valide en soi, mais linformation en découlant doit &tre validée
expérimentalement ou par la littérature. L'originalité du modele de Sirois (1997) est
sans contredit le fait qu’il génére simultanément, pour une premieére fois, une
estimation (prédiction) de la croissance en biomasse et de la prolifération cellulaire de

cultures de cellules végétales en suspension.

Glicklis et coll. (1998) développent un modele décrivant 'évolution des biomasses
humide et séche, viables ou non dans ce dernier cas. IIs estiment aussi la concentration
du nutriment carboné de méme que les concentrations de polysaccharide produit dans

la cellule et dans le milieu de croissance selon les équations 2.81 a 2.86.
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Rk, 2 | -k (x
ST
2
dXs,nv - Xy X
dt 2 Xs,v s,V 2.82
d * ?
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dt K1 Yx/s pl

d
‘R&:[Kaz(l—gz"}“Kst}xs,v 2.86
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Ce modéle non structuré est distribué par rapport 2 la suspension, mais ségrégué quant

3 la biomasse. Les parameétres (K) sont ajustés de maniére a minimiser la somme des

erreurs d'estimation (Figure 2.22).

Biomasse séche (g L'l)
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Figure 2.22 Profils de biomasses séches et humides selon Glicklis et coll. (1998).
D biomasse séche totale, O biomasse séche viable, Abiomasse seche non

viable, — prédictions du modéle.

Ce modele est élaboré dans les régles de l'art, c'est-a-dire qu'il est complétement

autonome. Il n'est pas fonction du temps et n'est pas complexe outre mesure. La
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minimisation des erreurs destimation est appliquée pour des cultures 2 quatre
différentes températures. Ceci représente un bon exemple d'utilisation du modele
comme outil de compréhension. En effet, en observant la variation des divers
paramétres en fonction de la température, il est possible d'observer des corrélations
pour plusieurs dentre eux. Ces auteurs n'ont toutefois pas réalisé ces travaux.
Cependant, les cinétiques ne sont aucunement fonction des autres conditions
environnementales telles les concentrations en nutriments. Une optimisation
nutritionnelle du bioprocédé de culture n'est donc pas possible & partir des résultats

obtenus.

Le modéele présenté par Takeda et coll. (1998) estime 1'évolution des concentrations de
sucre et de phosphate extracellulaires, des intermédiaires de la respiration (i;), des
sucres intracellulaires et des biomasses structurales (Xgrer), s€che (Xs) et humide (xp)

selon les équations 2.87 a 2.94.

dg g
-C—i_t’ - K] K2 +g X struct 2.87
dpo p
Tt4:“K3 Z%;;Xsm 2.88
d(ir,id'tHr e) e K2g+ : X giruet — Kisiy *%(Ksir’i — K7X5mm)
AR o
57 Pou / Ksruer : A struct
ahe, . () X, (& Jro)

/ X struct 2.90
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A ces équations s'ajoutent les prédictions de production de précurseurs extracellulaires

(p1,e), intracellulaires (pi;) et du produit principal (p) (équations 2.95 a 2.97).

dp, _ .
g el 2.95
dp, P2 |
—==lK,,-K,-—=1_.
dt [ 14 15 X4 r,i 206
dp P> .
E—:KMKIS =2 i, —Kpyp 297
t X4

Des dix-sept constantes présentes dans le modele, K, Ks, Kg, Ko, Kj, et le rapport

’% sont utilisés pour minimiser l'erreur d'estimation du modele, les autres
struct

constantes étant mesurées ou rapportées. Aucun profil de biomasse humide n'est

présenté. La Figure 2.23 montre uniquement l'estimation de la biomasse scche.
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Figure 2.23:  Profils de biomasses séche et structurale selon Takeda et coll. (1998).

[ biomasse séche totale, O biomasse séche structurale, — prédictions du

modéle.

Les bilans et cinétiques présentés sont assez simples et faciles & estimer. Cependant,
35% des constantes de ce modéle sont utilisées pour minimiser P'erreur d'estimation, ce
qui est assez €élevé. Peu de profils sont présentés par les auteurs. Il est donc difficile

d'apprécier la qualité d'estimation des variables de ce modele. Il est aussi difficile
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d'apprécier 'atilité et la contribution de chaque parametre aux fins de prédiction des

biomasses et du produit.

En 1999, Zhang et ses collaborateurs reprennent le modeéle de Bailey et Nicholson
(1989) pour estimer la croissance de Fragaria ananassa (cv. Shikinari) et sa
production d'anthocyanes. Alors que les premiéres équations sont reprises
intégralement (équations 2.22 4 2.25).

dx

dts :(unvxn'—km)xs 2.22
dn __H.n

dt Y, s 2.23
dv [“ 2]

'&{-—-V nn(l—v)—-le 224

=2 8V R ovx
d v d 28 2.25

une nouvelle variable, le ratio de biomasse viable pigmentée sur la biomasse viable

totale (R), est ajoutée
dR
Ht—=K5p,nsv(1——R) 2.98

ce qui modifie I'équation de production de Bailey et Nicholson (1989)

dpr d(VRx ) pr dv
— =K; ——+K,VRXx +——
a ot Ty @ 299
avec
X
x=—" 2.27
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II est clair que les modifications apportées par Zhang et coll. (1999) n'affectent que
I'estimation de la production et ne changent en rien les courbes de croissance. La
Figure 2.24 présente les estimations de biomasses séche et humide obtenues pour les

résultats de ces auteurs avec le modéle de Bailey et Nicholson (1989).

14 350

- 300
o~ 250 W
')_] Q
0 . 2
E - 200 %
Q - 150 .
g g
@] O [ige]
= -100 &

~ 50

04— | L Lt R AL A ER R L A 0

0 5 10 15 20

temps (j)

Figure 2.24 : Profils de biomasses séche et humide selon Bailey et Nicholson (1989) avec les

données de Zhang et coll. (1998)

Pour arriver a des estimations convenables, Zhang et coll. (1998) ne conservent que la

forme du modele de Bailey et Nicholson (1989). En effet, les valeurs des parameétres
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sont ajustées afin de minimiser l'erreur d'estimation par rapport 2 leurs résultats. Le
modele convient tr&s bien pour les 15 premieres journées, mais il décroche a partir de
ce moment. Comme le montre la Figure 2.24, les estimations de biomasses séche et
humide sont en décroissance a ce moment, alors que les résultats expérimentaux au
18° jour de croissance suggérent l'atteinte d'un plateau. Un phénoméne important qui
affecte significativement la culture n'est donc pas modélisé et il induit méme une

erreur importante dans les estimations.

En résumé, les modeles de croissance de suspensions de cellules végétales développés
depuis plus de vingt ans utilisent généralement la biomasse seche (parfois complétée
par la biomasse humide) pour caractériser les cultures. Il n'y a que King (1976) qui
caractérise et prédit la croissance en utilisant la concentration cellulaire. De tous les
modeles publiés, seul Sirois (1997) utilise a la fois la biomasse séche et la
concentration cellulaire pour caractériser la croissance de suspensions végétales. Cette
fagon de faire permet de définir et de suivre I'état physiologique des cellules selon une
multitude de parameétres et ouvre la porte 2 une avancée significative en modélisation
physiologique des suspensions de cellules végétales. Toutefois, cette approche

structurée n'a pas ét€ pleinement exploitée par ce dernier dans les travaux présentés.

Selon la tendance de modélisation des derniéres années, une partie de la rigueur
mathématique est sacrifiée au bénéfice d'une qualité d'estimation ponctuelle accrue.
En effet, les modéles (par principes premiers) contiennent de plus en plus d'équations

et de variables, multipliant ainsi les paramétres & déterminer. Ceux-ci sont parfois liés
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d'un point de vue biologique ou mathématique, rendant leur détermination
extrémement difficile, voire impossible. Au lieu de mesurer ces parametres, les utiliser
pour minimiser l'erreur d'estimation du modéle améliore la description des cultures a
'étude (réalisées dans des conditions précises), mais amenuise la généralisation du
modgle. Celui-ci devient fortement spécifique aux cultures avec lesquelles il a ét€
développé. En fait seul Sirois (1997) s'assure dune généralisation du modele de
croissance développé en l'appliquant sur plus de 14 cultures effectuées dans des

conditions différentes.
2.54. Modeles descriptifs

Un modele descriptif est un modele prédictif dont au moins une variable est mesurée
ou estimée en continu, ou auquel est ajouté un lien entre 'une de ses variables et une
variable mesurée. Malgré les recherches effectuées, il semble qu'aucune publication
traitant spécifiquement du suivi en continu des cultures de cellules végétales a l'aide
d'un modele n'a été publiée a ce jour. Toutefois, cette procédure est utilisée dans des
domaines connexes comme la production d'hybridomes (de Tremblay, 1991). Dans les
pages qui suivent, différentes approches et techniques, desquelles ce projet pourrait

tirer profit, sont exposées.

Dans la transformation d'un modéle prédictif en modele descriptif, deux €léments sont
particuliérement importants : la relation entre la variable du modele et la variable

mesurée de méme que I'équation supplémentaire minimisant l'erreur d'estimation en
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continu. Bastin et Dochain (1990), présentent des outils performants (estimateurs et
observateurs) permettant de minimiser l'erreur d'estimation de variables en bioréacteur
en continu. La présente revue se consacre aux relations directes pouvant €tre établies

entre une variable du modeéle et une variable mesurée.

Les variables mesurées en continu dans des suspensions de cellules végétales sont
assez limitées. Les nouvelles sondes particuliéres comme les mesures optique (Junker
et coll., 1994) et de capacitance (Austin et coll., 1994) développées pour des cultures
de bactéries et de levures sont trés difficilement applicables aux cultures de cellules
végétales puisque ces derni€res croissent en amas de plusieurs dizaines, voire
plusieurs centaines de cellules. Le suivi en continu doit donc reposer sur des inesures
applicables dans de pareilles conditions. Les plus répandues sont la température, le
pH, la conductivité, 'oxygene dissous, le taux de respiration (OUR, Oxygen Uptake
Rate) et le taux de production (transfert) de dioxide de carbone (CTR, Carbon-dioxide

Transfer Rate).

Alors que la température ne présente qu'un infime potentiel pour le suivi de cultures
par bilan énergétique (Grosz et coll.,, 1984), le pH et la conductivité sont reli€s a la
consommation nutritionnelle et donc, a la croissance. Cependant, le pH est relié 2 une
multitude de phénoménes d'équilibre des charges présentant plusieurs interactions.
Malgré le fait que pH puisse étre fortement relié 2 certains nutriments (voir section

2.4.2), il est peu utile lorsque plus d'un nutriment est présent dans le milieu de culture
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(Sirois, 1997 ; présents travaux). De méme, la conductivité du milieu de culture est

étroitement relie aux nutriments principaux (Sirois, 1997).

En ce qui a trait a I'oxygéne dissous, cette variable est généralement contrdlée et ne
peut donc étre utilisée directement pour un suivi. Toutefois, Wilson (1987) démontre
que la biomasse peut étre estimée par l'intégration d'un bilan sur ['oxygéne lorsque sa

concentration est maintenue constante.

Restent donc le OUR, le CTR et [e quotient respiratoire (Rq, Respiratory quotient) qui
est le ratio des deux premiers. Grosz et coll. (1984) suggérent I'atilisation du quotient
respiratoire jumelé a un bilan steechiométrique pour effectuer le suivi des cultures.
Toutefois, cette technique n'est pas souhaitée lorsque le potentiel oxydo-réductif de la
biomasse (~ 4.0 a 5.0 selon Atkinson et Mavituna, 1983) s'approche de celui de la
source carbonée utilisé (~ 4.0, glucose). Dans ce cas, la technique est

mathématiquement inutilisable.

Théoriquement, le taux de respiration et le taux de production de dioxide de carbone
sont exprimés en fonction des taux spécifiques suivants :
OUR =qo,x 2.100

CTR =
deo, 2.101
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et en fonction du taux de croissance :

OUR = +mg, X 2102
x/ Oy

CTR =| —2—+me,, |x 2.103
X/COZ

Ces deux équations, a deux degré de liberté, peuvent étre utilisées conjointement. Cela
revient a employer le quotient respiratoire, mais a partir de relations semi-empiriques
(coefficients de rendements et de maintenance) plutdt que théoriques comme le
proposent Grosz et coll. (1984) avec les problémes qui en découlaient. Selon cette

approche semi-empirique, le taux de croissance peut €tre déterminé selon

(RQmOZ ~ Mg, )
(Yx 10, RQYxlcoz)

2.104

“:Yx/ozYx/co2

Cette approche est toutefois restreinte aux cas ou le coefficient de maintenance est
significatif. Dans le cas inverse, le taux de croissance n'est plus fonction du quotient
respiratoire, lequel devient uniquement un rapport des coefficients de rendements et
est donc inutilisable :

Y
R %/0,

Q 2.105

YX/COZ

Cette démonstration souléve toutefois un point intéressant. En supposant des
coefficients de rendement constants, elle permet d'apprécier en continu la déviation du
systétme respiratoire dun systéme exclusif de croissance en biomasse sans

maintenance. Cependant, il est impossible de différencier la contribution de la
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production de bioxyde de carbone de celle de l'utilisation de I'oxygéne, car les deux
coefficients de maintenance sont linéairement dépendants en tant qu'inconnues dans

I'équation 2.104.

A des fins de suivi, les équations 2.102 et 2.103 peuvent &tre utilisées
indépendamment. Dans ce cas, un degré de liberté de chaque équation peut étre
comblé par l'emploi de la valeur initiale de la biomasse, soit 2 l'inoculation. En
supposant un pseudo-équilibre sur une courte période d'échantillonnage
mathématique, le taux de croissance peut &tre approximé par l'une ou l'autre des

équations suivantes :

OUR
u= Yx/oz( - -mozj 2.106

CTR
n=Y,,co, " Mco, 2.107

et la concentration en biomasse nécessaire au calcul du prochain échantillonnage est
alors calculée par le modele en supposant un taux de croissance pseudo-constant sur

un intervalle d'échantillonnage.

Cette relation implique que les taux de respiration et de production de bioxyde de
carbone sont directement fonctions du taux de croissance. Cette corrélation est
observée pour la respiration de Petunia hybrida par de Gucht et van der Plas (1995).
En revanche, ces auteurs affirment dans une publication subséquente (de Gucht et van

der Plas, 1996) que le taux de respiration est relié a la consommation des ions. Or, les
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ions sont généralement consommés indépendamment du taux de croissance (Sirois,
1997 ; voir aussi section 2.4). Une déviation a la régle définie par les équations 2.106

et 2.107 peut étre anticipée.

Il en est de méme pour I’estimation du taux de croissance & partir des équations 2.108

et 2.109, obtenues a partir des équations 2.100, 2.101 et d’un bilan simple sur la

croissance de la biomasse (équation 2.110) :

el dOUR
OUR dt 2.108
_ 1 dCTR
dx 2.110
— = UX .
ax v

De plus, cette technique nécessite une mesure non bruitée du OUR ou du CTR, ce qui

est difficile & obtenir expérimentalement.

Par ailleurs, van Gulik et coll. (1992 ; 1993) utilisent plutdt un bilan du potentiel
oxydo-réductif pour estimer la consommation d'oxygeéne. En ce qui concerne le taux
de production de bioxyde de carbone, ceux-ci l'estiment par bilan sur le carbone, ce
qui suppose, pour une estimation en continue, une connaissance de la quantité de la
source carboné consommé, ce qui est difficilement accessible avec précision en

continu.
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Il faut finalement remarquer que toutes ces techmiques appliquées aux cultures de
cellules végétales ne servent qu'a estimer la biomasse séche en continu. Aucune autre
variable de caractérisation de la croissance, telle la prolifération cellulaire, ne peut étre

suivie en continy selon la littérature recensée.

2.6. Optimisation de cultures en suspension de cellules végétales

Une méthode de quasi-optimisation de la croissance de cellules végétales est présentée
par Sirois (1997). Celui-ci propose une stratégie d'optimisation de la concentration
cellulaire de cellules végétales en suspension par ajouts ponctuels de nutriments. Il a
€tabli que des limitations nutritionnelles par épuisement et par concentrations en
sucre, en ammonium, en nitrate et en phosphate affectaient la croissance en biomasse
seche et la prolifération cellulaire. II effectue donc des ajouts périodiques de
concentrés de chacun de ces nutriments de mani¢re a ce que Ia. concentration de
chacun de ces nutriments soit minimale sans toutefois dépasser un seuil de limite
inférieure. Ces ajouts sont calculés a partir d'un modele de croissance qui prédit les
concentrations actuelles en biomasse seche, en cellules et de chacun des quatre

nutriments, de méme que I'évolution de chaque variable pour les 24 heures 2 venir.

En procédant de la sorte, 'auteur réalise une culture ot il observe une augmentation de
la croissance d'environ 100 & 200 % pour la biomasse séche finale, et denviron 500 a
1000 % pour la concentration cellulaire finale. L'objectif de ces travaux était de

maximiser la concentration cellulaire finale tout en minimisant la concentration finale
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en biomasse. Il obtient un facteur d'optimisation de 5 par cette approche. Malgré ces
résultats intéressants, 'optimisation n'est pas compléte. En effet, pour ne pas avoir &
ajouter de nutriments avant le jour suivant, l'auteur en ajoute suffisamment pour
compenser une consommation soutenue de 24 heures. La concentration de chacun des
nutriments dans les heures qui suivent les ajouts est donc largement supérieure i la
limite inférieure. 1 s'agit donc d'une grande amélioration par rapport aux cultures en

cuvée, mais les profils d'alimentation ne sont pas optimaux.

Selon la recension des écrits effectuée, I'optimisation de la croissance de cultures de
cellules végétales par Ia manipulation des débits d'alimentation est & toute fin pratique
inexistante. Dans ce contexte, il s'est avéré intéressant d'étudier les approches utilisées

dans des domaines connexes.

De toutes les méthodes d'optimisation disponibles, la principale technique pour
résoudre les problémes de commande optimale est celle du principe du maximum de
Pontryagin (Pontryagin et coll., 1962). Ce principe spécifie que la loi de commande
qui maximise le Hamiltonien maximise aussi l'indice de performance correspondant.
Cependant, comme le démontrent de Tremblay (1991) et van Impe (1993), le principe
de Pontryagin ne parvient pas a générer la solution optimale dans le cas d'alimentation

nutritionnelle des bioréacteurs.
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Pour un systéme détat d'une suspension cellulaire en bioréacteur généralement

représenté par :

) _ o) ufe) 2111
le Hamiltonien correspondant est
H [x(t), u(t)] = Lix(t)u(t), ]+ AT [x(t) ult), o] 2.112

ou x(t) est le vecteur d'état, u(t), le vecteur des variables manipulées, L, est l'intégrant
de I'index de performance et A, le vecteur des variables adjointes du Hamiltonien.

Celles-c1 sont définies par

dH [x(t)u(t)] 2.113
dt

da
dt

L'incapacité du principe de Pontryagin a générer la solution optimale dans le‘ cas
d'alimentation nutritionnelle des bioréacteurs est due au fait que la variable manipulée
(u) apparait lin€airement dans 1'équation d'état et de ce fait, dans le Hamiltonien. Une
singularit€ est ainsi obtenue lors de la différentiation du Hamiltonien et ce genre de
probléme génére une loi de commande Bang-Singularité-Bang. En d’autres mots, si le
coefficient de la variable manipulée dans le Hamiltonien est négatif, I'alimentation est
a son minimum. Dans le cas contraire, I'alimentation est 2 son maximum. Lorsqu'il est

nul, aucune valeur d'alimentation ne satisfait le probleme : c'est la singularité.
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Modak et coll. (1986) proposent une procédure pour trouver systématiquement la
valeur singuliere du débit d'alimentation optimisant l'indice de performance.
Cependant, cette approche requiert la solution d'un probléme a deux frontiéres. Pour y
arriver, les valeurs initiales des variables adjointes du Hamiltonien sont posées, puis
les équations d'état du modele et les variables adjointes du Hamiltonien sont intégrées
jusqu'au temps final. Pendant ce processus, les valeurs minimale, maximale ou
singuliere de l'alimentation sont utilisées selon les exigences des résultats
d'intégration. Lorsque l'intégration est complétée, les valeurs finales des variables
adjointes du Hamiltonien sont comparées avec celle initialement posée. La procédure

est répétée jusqu'a convergence. Le profil obtenu est alors implanté lors de la culture.

De son coté, de Tremblay (1991) suggéere 1'utilisation de la programmation dynamique
pour résoudre ce probleme dans le cas de cellules d'hybriddmes. Cette technique,
utilisée avec succes par de Tremblay et coll. (1993), est basée sur le principe
d'optimalité de Bellman (1962). Elle demande d'effectuer un maillage dans le temps
entre le temps initial (I'inoculation) et un temps final (fixé) et deffectuer une
optimisation de l'indice de performance a rebours, c'est-a-dire en partant de la derniére

maille jusqu'a la premiére, au temps initial.

les deux solutions présentées par Modak et coll. (1986) et de Tremblay (1991)
exigent donc que le modéle décrive parfaitement le systeéme modé€lisé, puisque le
profil d'alimentation est déterminé en entier avant que la premi¢re manipulation ne

soit faite, sans €tre modifié par la suite. Lorsqu'il y a une erreur de modélisation, si
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faible soit-elle, celle-ci s'accumule pendant I'évolution de la culture et, puisque le
temps de culture peut varier d'une a deux semaines (parfois méme trois) dans le cas
des cellules végétales, le profil optimum d'alimentation peut rapidement décrocher de
Ia réalité et générer une culture non optimale. Au surplus, ce genre de technique ne

tient absolument pas compte des perturbations du procédé.

11 est possible d'éviter I'accumulation d'erreurs en recommencgant la procédure a chaque
pas dans le temps, soit en effectuant la procédure de convergence des variables
adjointes aprés un certain temps pour Modak et coll. (1986) ou soit en calculant le
profil optimum du temps final au temps présent comme le propose de Tremblay
(1991). Dans les deux cas, les calculs sont faits avec les valeurs actuelles comme
valeur au temps 0 a chaque fois. Cependant, cette procédure demande une quantité
impressionnante de calculs a chaque pas dans le temps, ce qui la rend difficilement
utilisable pour les systémes de cultures actuels. De plus, en ce qui concerne la
programmation dynamique, le temps final doit étre fixé a priori, ce qui représente une
restriction majeure. Lorsque, par exemple, une concentration ou une quantité
maximale d'un produit doit étre obtenue jusqu'a épuisement total de I'alimentation ou
jusqua un ralentissement significatif des cultures (peu importe le temps), cet
algorithme n'est d'aucune utilité. Dans les deux cas, la sensibilité du procédé aux
perturbations est importante puisque la technique repose sur des profils de croissance

théoriques.
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D'autres techniques permettent d'obtenir des profils quasi optimaux (Hilary et coll.,
1994). La premiere, proposée par Hookes et Jeeves (1962) effectue une recherche
directe de I'optimum en changeant les débits d'alimentation. L'algorithme consiste 2
poser de fagon arbitraire un premier débit et a calculer la croissance qui en résulte. Un
deuxiéme dé€bit est imposé et son impact est calculé. Si le second débit augmente la
croissance plus que le premier, il devient la nouvelle référence, sinon le premier point
demeure le repere. Ce processus est effectué de part et d'autre du débit de référence
jusqu'a l'obtention du débit optimum. Cette procédure est répétée i chaque pas dans le
temps. De nature peu rigoureuse, cette technique consiste ni plus ni moins en une
procédure itérative centrée. Comme démontré par Hilary et coll. (1994), le profil
obtenu est similaire au profil optimum. Cette méthode exige aussi que le modéle
décrive parfaitement le systéme modélisé puisque le choix du débit optimisant est

calculé avec la fonction objectif, & partir du modéle et non du procédé.

Agrawal et coll. (1989) suggerent que l'optimisation du taux de croissance en fonction
de la concentration d'un nutriment puisse étre simplement réalisée par un contrdle

proportionnel a rétroaction de I'alimentation de ce nutriment :

F(k+1)=F(k)+K -¢(k) 2114
e(k)= i op —lk) 2.115

ot k représente l'incrément dans le temps et fiy est le taux de croissance optimal.

Hilary et coll. (1994) démontrent effectivement que ce type de contrdleur mime la
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performance d'un contrbleur optimisant obtenu par le principe du maximum de
Pontryagin. Cette performance s'explique par le simple fait que le contréleur force le
taux de croissance et la concentration du nutriment & demeurer & I'optimum. Agrawal
et coll. (1989) suggerent que le procédé soit opéré périodiquement en boucle ouverte
avec une alimentation maximale de maniére & déterminer le taux de croissance
optimal en fonction de ce nutriment. Pour parvenir a ses fins, cet algorithme requiert
une estimation en continu du taux de croissance. Ce contrdle optimal par rétroaction
apparait toutefois difficilement applicable a la régulation du débit d'alimentation de
plus d'un nutriment. En effet, I'erreur de commande entre le taux de croissance réel et
loptimum (équation 2.114) est supposé E€tre causée par un mauvais débit
d'alimentation et celui-ci est alors corrigé (équation 2.115). Dans le cas de plusieurs
variables, 11 est impossible de déterminer quel débit ou quel nutriment est la cause de

T'erreur et de le corriger sans perturber les autres.

van Impe (1993) propose une technique fort intéressante de contrble sous-optimal.
Considérée comme une extension des contrleurs adaptatifs présentés par Bastin et
Dochain (1990), cette technique permet de développer un contréleur optimisant le
profil d'alimentation d'un nutriment lorsque les cinétiques de croissance et de
production sont découplées par rapport & ce nutriment. Ce contrdleur combine une
performance quasi optimale avec une grande robustesse aux incertitudes du modéle et

aux perturbations du procédé. Hilary et coll. (1994) observent d'ailleurs qu'un
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contrOleur adaptatif optimisant génére 2 toute fin pratique le méme profil

d'alimentation qu'un contrleur optimal.

Repris par van Impe et Bastin (1993), ce contrbleur adaptatif optimisant est utilisé
pour maximiser la quantité finale d'un produit, I'acide poly-B-hydroxybutyrique (PHB)
produit par Alcaligenes eutrophus en I'occurrence, lorsque limité par deux nutriments,
les sources de carbone et d'azote. Ces auteurs démontrent que cette technique est une
excellente approximation du contrdle optimal dans le cas d'une limitation 2 deux

nutriments dont les cinétiques sont découplées.

L'optimisation proprement dite de bioprocédés multivariables n'est donc pas facile 4
réaliser de prime abord. Des méthodes paralléles a la commande optimale doivent étre
développées pour parvenir 4 une optimisation du procédé, au prix d'une légére perte de
performance et/ou de l'obligation de mesurer en continu 1'évolution des variables du
systtme. En plus du peu de littérature sur le sujet en culture de cellules végétales,
aucune optimisation de la concentration ni de la prolifération cellulaire n'a été

recensée pour les cultures de cellules végétales.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Lignée cellulaire et maintien

Les cellules végétales de l'espeéce Eschscholizia californica ont été utilisées comme
espece modele dans le cadre de ce projet. La lignée utilisée (EC6) a été développée par
le Dr Robert Williams du Centre de recherche en ingénierie des bioprocédés
(BIOPRO) de I’Ecole Polytechnique de Montréal. L utilisation de cette lignée qui date
de plus de 15 ans permet de faciliter la reproductibilité des résultats (Curtis et coll.,

1991), ce qui est primordial au succes de la modélisation généralisée de cette lignée.

Les suspensions cellulaires sont cultivées dans des flacons de culture de 500 ml de
type erlenmeyer contenant 200 ml de suspension, au moyen d’un milieu nutritionnel
BS5 standard (Gamborg et coll,, 1968)’ dont la composition est présentée a ’annexe A
et auquel sont ajoutés 0.2 mg L' d’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D),
0.1 mg L de kinétine et 30 g L! de sucrose. De plus, il importe de mentionner que le
sulfate d'ammonium est remplacé par du citrate d'ammonium. Le pH est ajusté 2 5.5 a
Paide d’une solution aqueuse de KOH (1 N) avant stérilisation & l'autoclave (20

minutes, 121 °C et { bar).

Les sous-cultures sont réalisées périodiquement (tous les 5 a 10 jours) lorsque le
volume de cellules sédimentées est de 60% a 70%. La proportion de I'inoculum par
rapport au volume total des sous-cultures varie de 20% a 35% selon la croissance des

cultures. Les flacons sont agités a 120 rpm a ’aide d’un agitateur orbital (G10
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a

gyratory shaker, New-Brunswick) sous illumination continue et & température

contrdlée (26 x 1°C).

3.2. Cultures en flacons

Une partie de I'expérimentation réalisée dans le cadre de ce projet a été exécutée en
flacons de culture de 500 ml de type erlenmeyer. Toutes ces expériences sont

effectuées en duplicata de maniére a apprécier l'erreur expérimentale.
3.2.1. Procédure générale

Le milieu de culture B5 est préparé selon l'objectif de l'expérimentation qui est
d’utiliser différentes concentrations nutritionnelles & I'inoculation. Pour chaque
expérience, un concentré de 120% a 150% est préparé de maniére A obtenir les
concentrations désirées apres l'ajout de I'inoculum (40 a 60 ml éelon I'expérience). Le
pH est ajust€ 4 5.5 a I'aide d’une solution agueuse de KOH (1 N) avant stérilisation 2
l'autoclave (20 minutes, 121 °C et 1 bar). Aprés refroidissement du milieu a la
température ambiante, la quantité adéquate d'inoculum est transférée dans le flacon de

culture et le suivi est effectué tel que décrit a la section 3.6.
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3.2.2. Etude de rendements

La détermination des rendements nutritionnels est trés sensible aux concentrations
résiduelles des nutriments du milieu de l'inoculum, de méme que dans les cellules de
cet inoculum. Afin de pallier cette difficulté, la procédure d'inoculation est modifiée.
Les cellules sont tout d’abord transférées dans un milieu de croissance ou le nutriment
a I’étude est abscent afin de purger les réserves de ce nutriment dans la cellule. Les
cellules sont transférées dans un milieu de croissance contenant une quantité connue
du nutriment étudié deés qu’une limitation de croissance est identifiée. Ceci évite un
effet néfaste sur le métabolisme cellulaire provoqué par une pénurie nutritionnelle
prolongée. En procédant de la sorte, il est possible d’associer la croissance observée a
Ia disponibilité du nutriment limitant se trouvant dans le milieu de culture sans biais

provoqué par des réserves intracellulaires.

De maniére plus spécifique, l'inoculum est tout d'abord transféré & 50% v/v dans des
flacons contenant 120 ml de milieu B5 dilué a 50% dans lequel le nutriment étudié est
absent. Les suspensions obtenues sont suivies (biomasse humide, biomasse séche,
volume sédimenté) de maniére a identifier une limitation de croissance en biomasse
séche, celle-ci survenant toujours aprés ou au méme moment qu'une limitation en
prolifération cellulaire (Sirois, 1997). La limitation observée est associée a une
limitation nutritionnelle de la croissance par le nutriment étudié puisque tous les autres

nutriments sont présents. Cette étape de transition dure habituellement de 1 a 4 jours.
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Lorsque la limitation en croissance est identifiée, la suspension cellulaire est filtrée a
I'aide de filtres (Glass fiber filter, Gelman Science) et de capsules de filtration (Micro
Culture Capsule 0.2 um, Gelman Sciences) préalablement stérilisés (20 min, 121 °C, 1
bar). A l'aide de la tendance des rapports biomasse humide/biomasse séche des
journées précédentes (xn/Xq), de la mesure de la concentration en biomasse humide
{(xn) de la journée d'inoculation, du volume de suspension (V) et de la concentration en
biomasse séche désirée (xq4), une quantité calculée de biomasse humide (my) est pesée
de maniére a obtenir précisément la concentration de biomasse séche désirée dans la

suspension finale selon I'équation 3.1 qui suit :

X
= Xn
m, = V(xd)désiré(x J 3.1
extrapolé

d
Cette biomasse humide est alors ajoutée a du milieu B5 non concentré qui contient le
nutriment 4 'étude 3 la concentration désirée. Le suivi est effectué normalement, tel

que décrit a la section 3.6.

3.3. Cultures en bioréacteur

Trois types de bioréacteurs opérés de maniére similaire ont ét€ utilisés dans le cadre de
ce projet. Ceux-ci possedent des volumes de culture maximum de 6 L, 3 Letde 2 L

correspondant a des volumes effectifs moyens de 5 L., 2.5 L et 1.5 L respectivement.
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3.3.1. Bioréacteurde6 L,

Le bioréacteur de 6 L posséde une hélice 4 doubles rubans hélicotdaux afin d’assurer
une agitation efficace a faible taux de cisaillement pour les cellules végétales. Sa
configuration a été déterminée selon les dimensions du réacteur de 11 L,
originellement concu par Jolicoeur et coll. (1992). Ce bioréacteur (Figure 3.1) est
équipé de sondes de mesure de température, de pH et d’oxygene dissous. La sortie des
gaz est reliée 2 un moniteur infrarouge pour la mesure de la concentration de bioxyde
de carbone (Modele 870, Rosemount Analytical). L’agitation de la suspension est
réalisée a I’aide d’un moteur de .5 hp a vitesse variable. Un tachymetre reli€ a I’arbre

de transmission permet le contrOle de cette vitesse d’agitation.

Le bioréacteur possede des ports d’échanﬁl]onnage, d’inoculation ainsi qu’un systéme
d’alimentation en nutriments et en milieu. Les gaz d’alimentation sont stérilisés par
pénétration a I'aide de lits denses de laine de verre, alors qu’un possible retour par les
gaz de sortie est stérilisé par interception a 'aide de filtres stériles de 0.45 pum

(Bacterial air vent, Gelman Sciences).
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Figure 3.1 : Bioréacteur de 6 L 3 doubles rubans hélicoidaux. Adapté de Aubry (1993)

3.3.2. Bioréacteurde 2 L

Le bioréacteur de 2 L possede une configuration similaire a celles du 6 L et du 11 L
(Jolicoeur et coll., 1992). Il est composé d’un réservoir en verre sur lequel repose un

couvercle en acier inoxydable (SS-316) usiné et fixé par des brides et un joint
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caoutchouté. 1’agitation est réalis€e par une hélice & doubles ou simple rubans

hélicoidaux ainsi que par des chicanes de surface.

Ce bioréacteur (Figure 3.2) est équipé de sondes permettant un suivi en continu de la
température, de la conductivité, du pH et de ’oxygene dissous. La sortie des gaz est
reliée au méme moniteur a infrarouge que celui mentionné précédemment, par
I'utilisation de vannes 3 voies qui permettent un cycle d'analyse de 15 minutes par
bioréacteur. L’agitation de la suspension est assurée par un moteur (Stir-pak®, modgle
4554-10, Cole Parmer) dont la vitesse est ajustée manuellement et mesurée
périodiquement a l'aide d’un tachymeétre portable (modéle 20904-010, VWR).
L’ensemble de l'instrumentation est relié au systéme de commande de Bioexpert

(Québec, Canada).

Ce bioréacteur posséde aussi des ports d’échantillonnage, d’inoculation,
d’alimentation en milieu et en nutriments, en plus d’étre relié a des réservoirs de
milieu et de nutriments de méme qu’a un flacon d’inoculation. Les méme conditions
de stérilité sont utilisées pour ce bioréacteur, a I’exception des gaz d’alimentation qui

sont aussi stérilisés par pénétration d'un lit compact de laine de verre.
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Figure 3.2 : Bioréacteur de 2 L. Adapté de Sirois (1994)

3.3.3. Bioréacteurde3 L

Le bioréacteur de 3 L nominal est une variante du bioréacteur de 2 L. 1l s'agit du méme
systeme de culture, & I'exception du récipient de verre d'un volume nominal de 3 L. De
maniére a assurer une agitation uniforme, l'arbre de I'hélice est allongé pour que cette
derni¢re descende dans la partie inférieure du bioréacteur. La partie supérieure de la

suspension cellulaire est agitée par entrainement des courants d'agitation. L'utilisation
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d'une sonde a oxygene dissous en téte de réacteur sert de chicane, empéchant ainsi la

création d'un vortex lors de I'opération.
3.3.4. Suivi et controle

La température est suivie en continu a I’aide d’une sonde a résistance électrothermique
(RTDj) coliée a la paroi extérieure du bioréacteur. Le maintien de la température est
assuré par un controle de la température de la piéce entiére ol se trouve la culture de

cellules végétales 226 = 1 °C.

Le pH de la culture est aussi suivi en ligne grice & une sonde stérilisable
prépressurisée (Ingold, Combined pH electrode). Elle est calibrée a ’aide de solutions
étalons & pH de 4.00 et de 7.00 (Fischer Scientific) avant la stérilisation. La dérive de
calibration est d’environ 1 x 10°°" H* it avec un temps de réponse approximatif de 2

min (Aubry, 1995).

La concentration en oxygene dissous des cultures est mesurée a I’aide d’une sonde
polarographique stérilisable (Ingold). Suite & une période de polarisation de 24 heures,
la calibration de cette sonde est réalisée aprés stérilisation dans le milieu de culture
saturé a I’azote (0% d’oxygene dissous) et a I’air (100% d’oxygene dissous). La dérive

maximum de la calibration est inférieure 2 0.1% j*.

La concentration en bioxyde de carbone dans les gaz de sortie est analysée grice a un

moniteur a infrarouge de haute précision (Modéele 870, Rosemount Analytical) d’une
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capacité de 0% a 10%. L'étalonnage est réalisé a ’aide d’azote (0%) et de gaz éeﬁiﬁés
3 1.21%, 3.50% et 8.00% en CO, (Air-Liquid). L’ utilisation de vannes solénoides trois
voies permet une lecture des gaz de sortie de chaque bioréacteur pendant 15 minutes.
Une période de 3 minutes sans acquisition de données est nécessaire au début de
P’analyse de 15 minutes afin de purger les conduites des gaz du réacteur
précédemment analysé. Cet intervalle est largement suffisant puisque le temps de

purge mesuré est inférieur a 1 minute.

Afin de fournir I’oxygeéne dissous nécessaire a la croissance des cellules végétales, un
systeme de contrdle des gaz est associé a chaque bioréacteur. Ce systéme mélange !’ air
et I’oxygéne de maniére a faire varier la pression partielle d’oxygeéne dans les gaz
d’alimentation. Le contrdle de la pression partielle d'oxygéne est réalisé par la
manipulation d'un débitmetre contrdleur (FC-260, Tylan General) placé sur le conduit
d’oxygene a un débit total constant des gaz assuré par un second débitmétre contrdleur
(FC-260, Tylan General). Le débit d’air s’ajuste de maniére & combler la différence
entre le débit total et le débit d’oxygene. L alimentation totale en gaz est ensuite
séparée en deux : aération de bullage et de surface par le contrble du débit de bullage

au moyen d'un troisi¢éme débitmetre contrleur (FC-260, Tylan General).

I’ensemble de Uinstrumentation servant a I’acquisition de données et au contrble de la
culture est reli€ a un systeme d’acquisition de données et de contrdle Bioexpert. La
période d’échantillonnage digitale imposée au systéme est de 10 s de maniére 2

accroitre les performances de contrle et d’estimation des différents algorithmes.
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Puisque les temps caractéristiques du procédé sont élevés (>5 h en consommation des
nutriments et >100 h en croissance), ceci permet au systeéme digital de s’approcher

d’un systéme de contrdle et d’estimation analogique.

3.4. Conditions d’opération

3.4.1. Conditions générales

L’inoculum des cultures est préparé de facon identique a la procédure décrite pour les
sous-cultures lors du maintien de Ia lignée cellulaire. Au moment de I’inoculation, 3 2
7 flacons contenant environ 200 ml de suspension cellulaire sont mélangés afin
d'obtenir le volume total nécessaire d’inoculum a la culture en bioréacteur (environ

25% du volume total de culture).

Des volumes de 2.1 L 2 6.4 L de milieu sont préparés pour les cultures effectuées dans
les bioréacteurs de 2 L et 6 L. Le sucrose est stérilis€ (20 min, 121 °C, 1 bar) dans une
partie de ’eau requise pour le milieu (300 g L, 400 m! par flacon d’un litre), alors
que les régulateurs de croissance (0.2 g L' 2,4-D, 0.1 g L'! kinétine) et les sels dissous
sont stérilisés dans ['autre partie de I'eau suite a I'ajustement du pH 2 5.5. Les deux

solutions stériles sont mélangées a 'inoculum dans le bioréacteur.

La vitesse d’agitation est de 60 rpm, ce qui correspond & un temps de mélange
d’environ 20 s et un taux de cisaillement de 30 s™ (Aubry, 1995) dans le bioréacteur

de 6 L. L’aération de la culture est assurée par une alimentation des gaz en surface qui
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peut Etre redirigée a I'aérateur de fqnd, au centre. Cette fagon d'alimenter la suspension
en oxygene permet de meilleures conditions de transfert ce qui se refléte par une
augmentation du coefficient de transfert d’oxygene (kia) par un facteur de 6. Dans le
bioréacteur de 2 L (60 rpm), le kya passe de 0.8 2 5 h! avec de I’eau (Sirois, 1994),
alors qu’il passe de 2.7 a 16 h! dans le bioréacteur de 5 L (Aubry, 1995). Le débit
d’aération disponible varie entre 50 a 1000 ml min” (bioréacteur de 2 L) et atteint
2000 ml min” dans le réacteur de 5 L selon la demande du contrdleur de la fenétre de
plage permise qui permet un incrément automatique des débits d'aération au besoin

(Sirois, 1997).
3.4.2. Alimentation des cultures en nutriments

Différentes expériences sont réalisées de maniere a vérifier I'impact d'ajouts soutenus
de différents nutriments sur la croissance des cultures. Ces ajouts ont été effectués de
deux facons : manuellement ou automatiquement & l'aide de pompes. Les 4 principaux
nutriments étudiés et contr6lés sont le glucose, le phosphate, le nitrate et I'ammonium.
Ils sont ainsi préparés indépendamment en solutions aqueuses concentrées. Un
concentré (1.5 X) de milieu B5, sans les 4 nutriments étudiés, est ajouté aux solutions
de glucose et de nitrate afin d'éviter une limitation nutritionnelle des autres nutriments
et hormones. Les solutions de phosphate et d'ammonium ne recoivent pas de concentré

de milieu BS5 afin d'éviter des problémes de précipitation et de réactions indésirables.
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3.4.2.1. Alimentation manuelle

Dans le premier cas, les concentrations initiales des nutriments ciblés ont une valeur
prédéterminée 1égérement supérieure a la consigne limite inférieure. Ces
concentrations 2 linoculation sont calculées de maniére & satisfaire 4 la demande
nutritionnelle des cultures pour les premicres 24 heures sans descendre sous la
consigne. Par la suite, des ajouts de nutriments concentrés sont réalisés a chaque jour.
Les ajouts sont effectués par gravité et le volume de solution est mesuré 2 l'aide d'une
seringue graduée incorporée au systéme. La quantité ajoutée pour chaque nutriment est
calculée a l'aide du modéele de croissance (généralement SIRECI, Sirois (1997)) de
maniére a ce que la concentration de chaque nutriment dans la suspension soit pres de
sa consigne limite 24 heures plus tard avant I'ajout suivant. Un profil de concentration

en dents de scie est ainsi obtenu et permet de maintenir la concentration des

nutriments pres d'une consigne sans toutefois la dépasser.
3.4.2.2. Alimentation automatisée

Lors des travaux de suivi et d'optimisation en continu des cultures, les pompes reliées
a chaque solution concentrée de nutriment sont activées automatiquement par un
algorithme d'ajout. Ceci permet de générer un débit préétabli, soit par l'utilisateur, soit
par l'algorithme d'optimisation. Deux types de pompes ont été utilisées: a débit
constant (action directe) et a débits variables (action avec retard). Les pompes utilisées

fournissant des débits (30 2 900 m1 h™') largement supérieurs aux débits d'alimentation
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requis (<10 ml nh, I'algorithme d'ajout active les pompes de fagon cycligue pour ainsi
obtenir les débits désirés. Les pompes a débit constant ne présentent pas de retard lors
de leur mise en marche et générent un débit nominal des leur activation. Dans le cas
des pompes a débits variables, elles présentent un retard avant de fournir un débit
nominal préfixé par l'utilisateur, ce retard étant parfois variable (= 10%). Méme si
celui-ci est mesuré et incorporé a l'algorithme d'ajout, une telle variation du retard peut

entrainer une erreur de 2% 2 5% sur le débit d'ajout.

Considérant les faibles débits requis, des pompes a débit constant sont utilisées pour
les ajouts des solutions de phosphate (Masterflex 7543-02, 2 rpm, 30 ml h! max. pour
les bioréacteurs de 3 L et de 6 L) et de nitrate (Watson-Marlow 96694, 200 ml h™
max. pour le bioréacteur de 3 L et Masterflex 7543-06, 6 rpm, 90 ml h” max. pour
celui de 6 L) ainsi que pour 'ammonium dans le cas du réacteur de 6 L. (Masterflex
7548-60, 60 rpm, 900 ml h” max.). En revanche, des pompes 2 débits variables
préfixés sont utilisées pour les solutions de glucose (Masterflex 7520-25, préfixé a 90
ml h! max. pour le bioréacteur de 3 L et Masterflex 7520-35, préfixé 2 60 ml h” max.
pour celui de 6 L) et dammonium dans le cas du bioréacteur de 3 L (Masterflex

7523-10, préfixé 3 30 m! h”' max.).
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3.5. Cultures témoins en flacon

Lors des cultures en bioréacteur, des cultures en flacon sont aussi réalisées afin de
comparer les résultats avec ceux obtenus en bioréacteur. En procédant de cette fagon,
il est donc possible de déceler toute anomalie li€e aux cellules. Les flacons utilisés
sont de 500 ml et contiennent 240 m! de suspension cellulaire. Les mémes conditions

d’inoculation sont respectées et du milieu BS normal est utilisé.

La culture en flacon permet aussi de comparer 1'état cellulaire de l'inoculum d'une
culture a l'autre. De cette maniére, si un résultat aberrant se présente, il est possible de
I'associer directement a l'expérience en cours ou a un ¢€tat cellulaire différent de

I'inoculum.

3.6. Echantillonnage et suivi

La durée des cultures varie de 8 a 20 jours. Afin du suivre la croissance cellulaire et la
consommation des nutriments, des échantillons sont prélevés a des fréquences de 1 par

2 jours en flacons et de 1 a 2 par jour en bioréacteur.
3.6.1. Paramétres de culture

Le pH (pHmeter, 805 MP, Fischer Scientific)et le volume de biomasse sédimentée
pendant 30 min (SCV, Settled Cells Volume) des échantillons sont immédiatement
mesurés. L’échantillon est ensuite filtré (Glass fiber filter, Gelman Science) et le

milieu de culture recueilli est analysé pour son contenu résiduel en ions et glucides. La
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biomasse humide récoltée est pesée, séchée (80°C, 24 h), puis pesée de nouveau. Ces
opérations permettent de mesurer les concentrations en biomasses humide et séche

ainsi que le rapport poids humide/poids sec des échantillons.

Un volume de 2 mi de suspension cellulaire est prélevé immédiatement aprés la prise
d'échantillon et utilisé pour mesurer la concentration cellulaire selon I'annexe B. La
masse cellulaire moyenne est calculée par le rapport biomasse séche/concentration

cellulaire.

3.6.2. Estimation des concentrations extracellulaires en nutrimments

Lors des cultures en bioréacteur, une partie du surnageant est utilisée pour mesurer la
concentration extracellulaire de glucose par glycométrie (Accutrend Instant,
Boehringer Mannheim), de méme que les concentrations de nitrate (420 nm;
NitraVer, Permachem Reagent (Hach)) et phosphate (605 nm ; PhosVer, Permachem
Reagent (Hach)) par colorimétrie (Colorimetre Smart, Lamotte). La concentration en
ammonium est estimée a l'aide d'un test semi-quantitatif a bandelettes (Em Quant

Ammonium (NH4") Test, Em Science).

3.6.3. Nutiriments intracellulaires

Une quantité précise (environ 0.1 g) de biomasse séche réduite en poudre est mise en
suspension dans 4 ml d'eau distillée et agitée a 60 rpm pendant 24 h a température

ambiante. Le surnageant est récupéré et l'extraction est reprise avec un méme volume
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deau distiliée (60 rpm, 24 h, température ambiante). Les deux solutions sont
mélangées et filtrées (Glass fiber filter, Gelman Science). Une partie de cette solution
est analysée par HPLC (voir section 3.7) pour déterminer ses concentrations ioniques
et en glu?:ide. La seconde partie de cette solution est utilisée pour l'analyse des

concentrations de glutamine et de glutamate intracellulaires selon la section 3.6.4.
3.6.4. Glutamine et glutamate intracellulaires

L'analyse des concentrations intracellulaires en glutamine et en glutamate est effectuée
lors de I'expérience sur les nutriments intracellulaires de maniére a vérifier le stockage
des réserves d'azote, particulierement de 'ammonium, par les cellules a 1'étude. Le
protocole utilisé (annexe C) permet de déterminer indépendamment les concentrations

en glutamine et en glutamate dans les échantillons.

3.7. Analytique

Afin de déterminer les concentrations en glucides et en ions, le milieu de culture

recueilli est analysé par chromatographie en phase liquide.
3.7.1.  Glucides

Les concentrations en sucrose, glucose et fructose du milieu de culture sont mesurées
par chromatographie en phase liquide & haute pression (HPLC) comportant une pompe
voluméirique (501, Waters), un injecteur automatique (AS3500, Spectra System), un

réfractometre (7515-A, ERC inc.), un élément chauffant (7980, Man-Tech) et un
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logiciel d’acquisition de données (PeakNet 5.1, Dionex). La séparation des glucides
est réalisée par une colonne analytique (HPX87C, Biorad®) maintenue 2 température
constante (80 = 3 °C). Le volume de milieu injecté est de 1.5 ul et la phase mobile

(eau déionisée filtrée) est alimentée 4 un débit de 0.9 ml min™.
3.7.2. Macronutriments inorganiques

Le contenu en ions du milieu de culture est mesuré par chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC) au moyen d'un détecteur électrochimique opéré
en mode conductivité (Dionex). L’appareil comprend une pompe et un injecteur
automatique (Dionex). Le logiciel Dionex A1-450 sert au contrdle du HPLC ainsi qu’a
Pacquisition des données pour l'analyse des cations, alors que le logiciel PeakNet 5.1

est utilisé dans le cas des anions.

Les cations sont séparés par une colonne 4 x 250 mm (IONPAC CS-12A, Dionex) et
par un suppresseur cationique (CSRS Ultra, Dionex). La phase mobile est une solution
aqueuse d’acide méthanosulfonique (20 mM) alimentée a 0.9 ml min’!. Les anions
sont séparés par une colonne 4 x 250 mm (JONPAC AS14, Dionex) et par un
suppresseur anionique (ASRS Ultra, Dionex). La phase mobile est une solution
aqueuse de bicarbonate (3.5 mM NayCO; et 1.0 mM NaHCOQO;3) alimentée 2

1.0 ml min™".
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3.8. Correction des concentrations extracellulaires

Les concentrations en glucides et en ions mesurés par HPLC correspondent a la phase
liquide de I’échantillon. Elles doivent donc étre corrigées de maniére a représenter la
concentration en nutriments rapportée au volume de culture global. van Gulik (1992)
suggere une correction des concentrations obtenues en fonction du volume de cellules

centrifugées (PCV, Packed Cells Volume) selon :

n, =n(l-0.5PCV) 39

Cette correction suppose que les cellules occupent 50% du PCV. La relation entre Ie
volume de cellules sédimentées (SCV) et le volume de cellules centrifugées (PCV)

(Sirois, 1997) est :

PCV =0.76SCV 33

1’équation 3.4 est obtenue en comparant les équations 3.2 et 3.3 :

n., =n{l-0.385CV) 34

Cette relation sert a corriger les concentrations en nutriments extracellulaires obtenues

des analyses avant leur utilisation pour interprétation et modélisation.
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3.9, Calcul des taux de croissance de la biomasse et de

prolifération cellulaire

Les mesures des variables de croissance, et plus particuli¢rement I'évolution de la
concentration cellulaire, présentent parfois des variations locales importantes
provenant d'erreurs d'échantillonnage, de mesure ou d'analyse. Le calcul des taux de
croissance a partir de ces variables est‘mathématiquement trés sensible a ces erreurs

diverses. Suite a une discrétisation explicite de I'équation de croissance :
— At
Xy = X870 3.5

le taux de croissance instantané est alors calculé selon :
Xis1 )
{5 36

La méthode de moyenne locale suggére plutot de calculer le taux de croissance actuel

a I'aide des échantillons précédent et du suivant selon :

) 37

u =
' 2At
La valeur obtenue est attribuée aux échantillons précédent, actuel et suivant, ce qui fait

que le taux de croissance moyen local est obtenu par la moyenne des trois taux

calculés pour chaque échantillon.

Mg TH T Hey
b 3

3.8
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Le méme processus est effectué pour la prolifération cellulaire. La Figure 3.3
démontre la validité de cette approche qui permet d'identifier des profils de croissance

méme en présence de mesures tres bruitées.
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Figure 3.3 : Comparaison de 'estimation des taux de croissance en biomasse séche et en
prolifération cellulaire par les méthodes du calcul instantané (O Jetdela
moyenne locale (4, ). [_] Données originales. A. Biomasse séche expérimentale et
reconstruite. B. Taux de croissance en biomasse séche. C. Concentration

cellulaire expérimentale et reconstruite. D. Taux de prolifération.
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3.10.Erreurs expérimentales sur les mesures

Une étude des erreurs expérimentales sur les mesures a été effectuée afin d'identifier
correctement les tendances obtenues des expérimentations et a ne pas les confondre
avec une fausse tendance provenant de l'erreur expérimentale. Celle-ci permettra donc
d'apprécier le rapport signal/bruit des mesures en plus de faciliter la modélisation du

systéme et ce, tout en améliorant sa compréhension.

3.10.1. Test statistique intergroupe

Dix échantillons d'une méme culture sont pris I'un apres l'autre dans une courte
période de temps (< 5 min) et sont analysés indépendamment par la suite. Les résultats
d'analyse sont ensuite regroupés pour en calculer la valeur moyenne, I'écart-type et le
coefficient de variation (cv = écart-type/valeur moyenne). Les résultats obtenus sont
présentés a la Figure 3.4. Ce test statistique permet d'apprécier l'erreur sur chaque
mesure ce qui est nécessaire pour une étude adéquate des interactions nutritionnelles et
une modé€lisation représentative des phénoménes réels et non des erreurs

expérimentales.
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Figure 3.4 : °  Erreurs expérimentales intergroupes sur les variables de suivi direct, les analyses

ioniques et les hydrates de carbone.

3.10.2. Test statistique intragroupe

Lorsque la mesure est obtenue par des lectures répétées d'un méme échantillon, une
estimation intragroupe de l'erreur expérimentale est obtenue, celle-ci représentant une

meilleure approximation de 'erreur expérimentale réelle (Clément, 1999).
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3.10.2.1.Glutamine et glutamate

Lors des mesures de concentration en glutamine et en glutamate au spectromeétre, deux
lectures successives du méme échantillon sont réalisées. De cette maniére, l'erreur due
a I'appareil est évaluée et utilisée avec les erreurs de manipulation pour estimer l'erreur

globale de la mesure.

3.10.2.2.Dénombrement cellulaire

Le dénombrement cellulaire est obtenu en faisant une moyenne de plusieurs comptes
cellulaires. En calculant I'écart-type de cette moyenne, une approximation intragroupe
de I'erreur expérimentale réelle est obtenue. Cette erreur se situe généralement autour
de 10%, mais peut étre plus €levée comme le démontrent les résultats du test

statistique présentés au Tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Erreur infragroupe du dénombrement cellulaire
Essai 1 C C3 C S cy
(%)

1 77 170 | 69| 72 | 04 | 56

2 65 | 9.2 1105 87 | 2.1 24

3 102 83 | 1251103 | 2.1 20

4 96 | 90 | 108 98 | 09 | 9.2




125

3.10.3. Estimation des concentrations extracellulaires en nutriments

L'erreur des 4 tests d'estimation rapide de la concentration extracellulaire du glucose,
du phosphate, du nitrate et de I'ammonium est beaucoup plus élevée que celle obtenue
par le test intergroupe suite a une analyse par chromatographie. Il s'agit toutefois du
seul moyen disponible pbur obtenir rapidement une estimation des concentrations
résiduelles de ces nutriments et ainsi étre en mesure de prendre promptement certaines

décisions lors des cultures.

La précision sur le test du glucose est d'environ 0.5 mM (résultats non présentés), soit
une erreur approximative de 1 g L™ en tenant compte de la dilution (1/10) effectuée
avant analyse. Dans le cas du phosphate et du nitrate, l'erreur de mesure se situe prés
de 0.2 mM en tenant compte des dilutions réalisées dans les deux cas soient 1/100 et
1720, respectivement. En ce qui a trait a la concentration en ammonium, le test semi-
quantitatif utilisé induit une trés grande erreur. La bandelette change de couleur en
fonction de la concentration de I’ion ammonium. Il faut donc comparer ces couleurs 3
celles de référence retrouvées sur l'emballage, lesquelles correspondent a des
concentration de 0 mg L (0 mM), 10 mg L' (0.6 mM), 30 mg L' (1.7 mM),
60 mg L (3.3 mM), 100 mg L (5.6 mM), 200 mg L' (11.1 mM) et 400 mg L™
(22.2 mM). Le seul moyen d'obtenir une mesure est de juger si 1a couleur obtenue sur
la bandelette se rapproche d'une couleur étalon ou si elle se situe entre les deux. Le
graphique présent€ a la Figure 3.5 illustre I'erreur expérimentale obtenue en fonction

de la mesure.
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3.10.4. Expérimentation en flacons

Toutes les expérimentations en flacons ont €t€ réalisées en duplicata. En procédant
ainsi, des divergences anormales peuvent &tre décelées et leur absence assure une
variation expérimentale égale ou inféricure & l'erreur de mesure intergroupe sur la

variable.
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3.10.5. Facteurs affectant le dénombrement cellulaire

Le dénombrement cellulaire peut étre fait sur différents types de plaques dont les deux
modeles testés sont I'hémacytomeétre de Bright-Lite et celui de Fushs-Rosenthal
ultraplane, tous les deux congus par Hausser Scientific. L'utilisateur peut affecter la
mesure puisque certains objets apparaissant sur la plaque lors du dénombrement
peuvent étre difficiles a classifier. En effet, il n’est pas évident de confirmer étre bel et
bien en présence d’une cellule ou d’un simple artefact. Un test statistique complet a 2
facteurs (plaquette, utilisateur) et 2 modalités (2 utilisateurs et 2 plaquettes
différentes), soit 2° essais, a été réalisé pour démystifier l'influence de ces deux

facteurs. Le Tableau 3.2 présente les modalités et les facteurs de P'expérience

statistique.
Tableau 3.2 :  Facteurs et modalités pour le test statistique de dénombrement cellulaire
Facteur | Identification | Modalité
Plaque P1 -
P2 +
Utilisateur Ul -
U2 +

Le Tableau 3.3 démontre le plan statistique complet 2° utilisé, de méme que les
résultats obtenus ou P, U et PU représentent respectivement la plaque, ['utilisateur et la

combinaison des deux. Les variables ¢, s et R désignent la moyenne, I'écart-type et
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I'étendue des trois dénombrements cellulaires ¢1, ¢; et ¢; effectués lors de chaque
essai. Toutes les formules utilisées pour l'expérience statistique se trouvent a

Pannexe D.

Tableau 3.3 :Plan statistique expérimental 2* pour le dénombrement cellulaire et résultats

obtenus
Essai p U PU Cq Co C3 c S R
1 - - + 77 170 1 69§ 72 ] 04 | 08
2 - + - 65 |92 |105} 87 | 2.1 | 4.1
3 + - - 1021 83 | 1257103 2.1 | 42
4 + + + 96 | 90 {108 98 | 09 | 1.8

L'usager Ul(-) effectue habituellement un dénombrement sur la plaque PI(-) et
P'usager U2(+) le fait généralement sur la plaque P2(+). L'habitude de ceux-ci se
refléte dans les valeurs de I'étendue R qui est moindre (<2) lors des essais représentant
cette situation, alors qu'elle est supérieure (>4) lorsque les usagers comptent les
cellules sur une autre plaque que celle qu’ils utilisent régulierement. Une analyse
statistique est nécessaire pour vérifier si ce phénomeéne génére une erreur

statistiquement significative sur le dénombrement cellulaire.

Le Tableau 3.4 présente une analyse statistique détaillée des résultats obtenus
précédemment. La colonne C contient les contrastes de chaque facteur calculés a partir

des résultats précédents, alors les autres colonnes regroupent le taux d'ajustement
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(TA), la somme des carrés (SC), le degré de liberté (DL), les carrés moyens (CM),

T'effet (B) et le paramétre de signification statistique de la loi de Fisher-Snedecor (Fs).

Tableau 3.4 :  Analyse staﬁstique de 'expérience sur le dénombrement cellulaire

Source | C TA | SC | DL | CM | E Fg
P 2.1 4 1.1 1 1.1 1.1 | 05
U 0.5 4 0.1 1 01 | 02 | 00
PU 1.0 | 4 0.3 1 03 | 05 | 01
intra | 192 | 8 | 24 /
totale | 14 11
n=3

Un facteur a un impact significatif, c'est-a-dire supérieur au bruit, sur le signal qui
correspond a la mesure si le paramétre Fs lui étant associé est supérieur au paramétre
théorique (Fy). Or, dans ce cas-ci, le paramétre statistique théorique ayant une
précision de 99% est de 7.6, alors que les parameétres statistiques des facteurs (P, U et
PU) sont d'au plus 0.5. Cette étude permet donc de conclure que ni le type de plaque
vérifié, m l'utilisateur n'ont d'impact significatif sur les résultats du dénombrement
cellulaire. En d’autres mots, l'erreur de ces deux sources est inférieure 2 l'erreur

provenant de la mesure elle-méme.
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3.11.Erreurs sur les calculs

De maniére générale, l'erreur sur les calculs effectués dans le cadre de ce projet de
recherche est déduite selon le principe de propagation de I'erreur des variables
aléatoires ou indépendantes présenté par Williams (1987). Cette technique est
fortement suggérée lors de calculs complexes faisant intervenir plusieurs variables
ayant chacune une incertitude expérimentale ou provenant de calculs antérieurs.
Contrairement au calcul traditionnel des erreurs qui a pour fondement la sommation
des incertitudes maximales de chaque variables intervenant dans le calcul, le principe
de propagation de l'erreur de variables aléatoires ou indépendantes repose sur la
sommation du carré des incertitudes individuelles, le résultat étant la racine
qguadratique. L'incertitude résultante est donc plus réaliste, évitant ainsi une
accumulation rapide des erreurs dépassant le résultat du calcul aprés quelques étapes

seulement,
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4. LIMITATIONS NUTRITIONNELLES DES CULTURES DE
CELLULES VEGETALES

Les nutriments sont souvent limitants & la croissance, soit par un effet d'épuisement,
soit par un effet de concentration. Dans ce dernier cas, la concentration du nutriment
dans le milieu de culture affecte, positivement ou négativement, les échanges ioniques
transmembranaires et du méme coup, le métabolisme cellulaire. Selon 'ensemble de la
littérature, les nutriments qui affectent le plus souvent la croissance cellulaire végétale
et ayant le plus d'importance sont ceux constituant les sources de carbone, d'azote et

de phosphate.

Dans la plupart des milieux de culture, la source de carbone est le sucrose ou le
glucose. Dans le cas de 'azote, son apport provient du nitrate et de 'ammonium dans
diverses proportions alors que le phosphate provient du phosphate de sodium.
Finalement, le pH étant réputé réguler plusieurs activités métaboliques (section 2.4.2),
la source et I'impact de ses variations lors des cultures, de méme que la possibilité de

les amoindrir sont aussi explorés.
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4.1. Glucides

La source nutritionnelle carbonée est absorbée par la cellule et utilisée a la fois comme
source d'énergie et squelette carboné pour la formation de composés complexes. Dans
fa composition de la plupart des milieux de croissance de cellules végétales, des
formes simples de glucides tels le sucrose et le glucose sont utilisées (e.g. Furner et
coll., 1978 ; Gamborg et coll., 1968 ; Murashige et Skoog, 1962). Suite a I'hydrolyse
du sucrose, les pentes d'absorption du glucose et du fructose sont similaires (Figure
4.1) réfutant ainsi I'idée d'une préférence des cellules pour I'un ou l'autre de ces deux

nutriments carbonés.
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Figure 4.1: Dégradation du sucrose et consommation des glucides lors de 1a culture de

cellules végétales, sucrose, lucose, A fructese, (7 ghicides totaux,
g

Afin de confirmer que la nature de la source carbonée n'affecte pas significativement
la croissance cellulaire, deux expériences paralléles sont effectuées : I'une alimentée
au sucrose et l'autre au glucose. Les résultats obtenus confirment que les parametres de
croissance des cellules d’Eschscholtzia californica utilisées, autant en biomasse s¢che
(Figure 4.2) qu'en prolifération cellulaire (Figure 4.3), ne sont pas affectés de manicre

significative par l'utilisation de 1'une ou l'autre des deux sources carbonées.
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Figure 4.2: Comparaison de I'impact de la source de carbone sur la croissance de la

biomasse séche. A. Concentrations en biomasse séche. B. Taux de croissance.

Source de carbone : [ ] sucrose, (O glucose.

Ceci se distingue par le suivi des concentrations (partie A des figures), mais aussi par
la comparaison des taux de croissance de biomasse et de prolifération cellulaire (partie
B des figures), lesquels sont mathématiquement plus sensibles aux variations de

croissance.



135

5 - 0.024

-0.016

- 0.008

0.000

I-

14 _.0.008

concentration cellulaire (10’ L™)
O
( ) uonemyioid op xne

or——mm—————"———————————1-0.016
0 40 80 0 40 80 120

temps (h)

Figure 4.3: Comparaison de I'impact de la source de carbone sur la prolifération cellulaire.
A. Concentrations en biomasse séche, B. Taux de croissance. Source de

carbone 7] sucrose, () glucose,

Selon la littérature (chapitre 2), la forme générale d'inhibition par concentration des
nutriments semble suivre une cinétique de cloche déformée (section 2.4.4). La
concentration habituelle en glucides se situe entre 20 et 30 g L. Des cultures
paralleles sont donc réalisées avec des concentrations initiales de 45 g L' dans un

premier cas et de 150 g L' dans un second. Comme le montre la Figure 4.4, une
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inhibition compléte, autant en croissance de la biomasse seéche (A) qu'en prolifération

cellulaire (B), est observée 4 trés forte concentration initiale en sucrose.
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Figure 4.4: Effet de fortes concentrations initiales en sucrose sur la croissance de la biomasse

séche et sur la prolifération cellulaire. A, Concentrations en biomasse séche.
B. Concentration cellulaire. Concentration initiale en sucre : [ ] 45 g sucrose L7,

(O 150 gsucrose L™,

Ceci peut s'expliquer par une trés forte pression osmotique dans le milieu de culture
perturbant les échanges ioniques. De fait, alors que la biomasse humide de

l'expérience & concentration initiale de 45 g ™! en sucrose a atteint les 350 g L, celle
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des cellules mises en contact avec la plus forte concentration est passée de 80 a55 gL’
! en un peu plus de 100 heures et y est demeurée stable jusqu'a la fin de I'expérience.
Le rapport massique biomasse humide/biomasse séche de l'expérience a 150 g L7 est
descendu sous les 20 immédiatement apres l'inoculation et a diminué jusqu'a moins de
15. Pour sa part, le rapport massique pour l'expérience a45 g L en sucrose a diminué

de 30 a 20 sur 150 heures pour remonter jusqu'a 30 autour de 350 heures de culture.

Cette expérience confirme donc, pour Eschscholtzia californica, l'inhibition de la
croissance a fortes concentrations en glucide tout comme I’ont constaté Zhong et coll.
(1994), Zhong et Yoshida (1995) et Sato et coll. (1996). Aussi, Mori et Sakurai (1994)
sont arrivés au méme constat pour des concentrations supérieures a 50 g L7, Ceci
indique donc que lors de cultures en bioréacteur ou de grandes quantités de carbone
sont nécessaires, une alimentation maximale soutenue en un cours laps de temps n'est
pas souhaitable. Celle-ci doit plutdt étre contrblée de maniére a éviter une pénurie,

tout en se protégeant d'une inhibition par concentration.

En ce qui a trait aux rendements de croissance, Sirois (1997) propose un rendement
constant de 0.31 = 0.05 g g obtenu par la moyenne des pentes de régression linéaire
de la concentration en biomasse séche en fonction de la concentration en glucides.
Ceci laisse croire a une absorption des glucides directement proportionnelle a
I'accroissement en biomasse seche. Cette absorption représente aussi la consommation
des glucides par les cellules d'Eschscholtzia californica puisque ces derni€res ne

peuvent accumuler significativement les glucides intracellulaires (Taticek et coll.,



138

1990 ; Aubry, 1995 ; Sirois, 1997). Toutefois, en observant la Figure 4.5, une tendance
exponentielle décroissante semble se dessiner entre la concentration en biomasse et la
concentration en glucides. Cette tendance suggere que le rendement en croissance par

rapport aux glucides est fonction de la concentration de ces derniers.
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Figure 4.5: Concentration en biomasse en fonction de la concentration en glucides pour les

14 cultures en bioréacteur utilisées lors du développement des modéles de

croissance.
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La forme de cinétique de Jerusaliwski et Engambervediev (1969) est adaptée au
présent cas et utilisée pour décrire ce genre de comportement pour une variation du

rendement:

H
. K

Yx/g = fx/g K] +g
g

4.1

Afin de déterminer les valeurs du rendement maximum (Y*X/g) et de la constante
d'inhibition (KJ ), des valeurs du rendement en fonction de la concentration en
glucides doivent étre calculés. L'approche choisie consiste a effecter une dérivée locale
(par régression linéaire) le long de la courbe expérimentale de la concentration de

biomasse s¢che en fonction de la concentration en glucides (Figure 4.5).

Les points présentés sur cette figure sont issus de deux groupes d'expériences. Un
premier groupe comprend les expériences ou la concentration initiale en glucides est
de 20 g L™ alors que le second groupe contient les expériences oii la concentration
initiale en glucides est de 40 g L. La technique de la dérivée locale est appliquée
indépendemment sur chacun de ces deux groupes pour éviter des calculs de pente
erronés (Figure 4.6). Le pas de différentiation (en concentration en glucides) a été
vari€ jusqu'a l'obtention d'une valeur minimisant le bruit des résultats finaux. Les
valeurs retenues pour ce pas de différentiation sont de 20% et 25% de la concentration
maximale pour les groupes a 20 g L'et40 gL? respectivement, soit des pas de

5gLllet10gL™
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Figure 4.6: Détermination des dérivées locales de la concentration en biomasse séche en

fonction de 1a concentration en glucides. M concentration initiale de 40g L en

glucides, () concentration initiale de 20 g L-1 en glucides.

Les valeurs du rendement maximum et de la constante d'inhibition sont obtenues par
régression linéaire sur un graphique de l'inverse du rendement local en fonction de la

concentration en glucides (démonstration E3 de I'annexe E) tel que présenté a la

Figure 4.7.
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Le rendement maximum décrivant une telle forme est donc de 0.634 g g alors que la

constante d'inhibition a une valeur de 8.8 g L.

4.2. Phosphate

Les travaux de Sirois (1997) traitent en partie d'une limitation possible de la
croissance par le phosphate. Reposant sur cette hypothése, des rendements de

croissance en biomasse séche et en prolifération cellulaire ont été estimés. Or, en
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observant plus en profondeur l'ensemble des résultats exposés dans cette these, il

apparait que les cultures réalisées en cuvées sont plutdt limitées en azote.

Afin de déterminer des rendements de croissance en biomasse et de prolifération
cellulaire représentatifs en phosphate, trois expériences ont été effectuées. Des
cultures en flacons agités sont inoculées a différentes concentrations initiales en
phosphate. L'inoculum est purgé du nutriment étudié (section 3.2.2), puis filtré pour
éviter tout transfert nutritionnel. La Figure 4.8 et la Figure 4.9 présentent les profils de

croissance obtenus en fonction de la concentration initiale en phosphate.

La partie A de chaque figure montre une limitation nutritionnelle par épuisement en
phosphate puisque les courbes de biomasse séche et de concentration cellulaire
plafonnent a des niveaux différents. Dans le cas de la biomasse seche, il apparait
qu'une certaine croissance a lieu dans la culture sans phosphate, méme aprés une purge
de I'lnoculum. Ceci ne semble toutefois pas le cas pour la prolifération cellulaire. Ce
phénomeéne peut €tre associé a une croissance en biomasse indirectement (et non
directement) fonction du phosphate (e.g. accumulation nutritionnelle), a une
réorganisation des réserves endogenes en phosphate ou simplement a une
accumulation intracellulaire des autres nutriments (e.g. azote), ce qui semble le plus

probable.
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Figure 4.8: Croissance de la biomasse seche a différentes concentrations initiales en

phosphate. A. Concentrations en biomasse séche. B. Taux de croissance.
Concentration initiale en phosphate :D 0.00 mM,O 0.25 mM,A 0.50 mM,

V 6.75 mM, <1.00 mM.

La limitation par épuisement a différents plateaux en fonction de la quantité initiale en

phosphate suggere que des rendements de croissance puissent €tre calculés. Le

phosphate est rapidement absorbé par les cellules d'Eschscholtzia californica (Sirois,

1997). Les rendements sont calculés & partir des croissances maximales obtenues et de

la quantité de phosphate présente a l'inoculation.
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Selon cette méthode, les rendements en biomasse séche et en prolifération cellulaire

sont calculés comme suit ;

4.2

43
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Les rendements ainsi obtenus sont présentés a la Figure 4.10. Dans les deux cas, une
tendance exponentielle décroissante du rendement en fonction de la concentration
initiale en phosphate est perceptible. En ce qui concerne la prolifération cellulaire,
P'erreur expérimentale suggere un rendement constant, ce qui n'est pas le cas pour la

biomasse séche.



146

80 36
50 -l - 30
40 - -24 ¢
o i ¢
3 l N -
E 30 ~ L L -18 &
R
NS !
3 l L i 5
3 20+ -12 2
> l H}H J ~
o] BB | s
0 v T 7 T 7 T T 4 T T 0
0.0 04 0.8 0.0 0.4 0.8 1.2
po, initiale (mM)
Figure 4.10; Rendements de croissance en biomasse séche et en prolifération cellulaire en

fonction de la concentration initiale en phosphate. [ Premitre expérience
(barres d'erreur foncées),() seconde expérience (barres d'erreur minces &
Iarges extrémités), /\ troisiéme expérience (barres d'erreur minces A petites

extrémités).

Dans ce cas, les rendements a faible concentration initiale sont significativement plus
€levés que ceux a haute concentration initiale en phosphate. Au surplus, les résultats

de croissance de la seconde expérience générent des rendements en prolifération
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cellulaire statistiquement identiques aux autres expériences, alors que la différence est

marquée dans le cas de la biomasse seéche.

Comme le phosphate intracellulaire influe sur les réserves nutritionnelles et que celles-
ci agissent a leur tour sur dautres métabolismes (section 2.4), ces deux biais
pourraient &tre le fruit dun réarrangement intracellulaire ou d'un métabolisme
endogene. Si tel est le cas ici, ce réarrangement survient lors d'une pénurie de sources
extracellulaires de phosphate, ce qui est non désiré dans le cas d'une optimisation de la
croissance. Afin de corriger le calcul des rendements, la croissance due 2 ces
réarangements doit €tre soustraite de la croissance effective obtenue du phosphate
ajouté a l'inoculation. Le calcul des rendements effectifs est corrigé pour tenir compte
de la croissance obtenue dans les flacons sans ajout de phosphate a I'inoculation. Ces

rendements effectifs s'obtiennent donc selon :

v 3 RAsmax " %507 (Xs,max —X50 )po4’0=0 s
X /pog .
s/ P04 p04’0
Crmax ~€g —’(Cmax '_CO) 0, =0
s POs 0
Y c/poy = 4.5

PO4p

Les rendements effectifs obtenus avec cette correction sont présentés a la Figure 4.11.
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Figure 4.11: Rendements corrigés de croissance en biomasse séche et en prolifération

cellulaire en fonction de Ia concentration initiale en phosphate. [1 Premiere
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expérience (barres d'erreur foncées),o seconde expérience (barres d'erreur

minces a larges extrémités),A troisieme expérience (barres d'erreur minces 3

petites extrémités), rendement moyen en prolifération cellulaire.

Une telle correction a pour effet de regrouper les rendements calculés, suggérant ainsi
une diminution des erreurs d'estimation du rendement. En ce qui concerne la biomasse
seéche cependant, les mémes tendances identifiées précédemment sont toujours

présentes, mais a moins grande échelle. Le fait que le rendement en biomasse tende a



149

augmenter en méme temps que l'apport nutritionnel diminue démontrerait un
accroissement de l'efficacité cellulaire dans l'utilisation de leurs ressources. D'autre
part, un rendement constant en biomasse d'environ 12 & 15 g mmol” pourrait étre
estimé en ne tenant compte que de la premiére et de la troisiéme expérience et ce, en
supposant que le phosphate n'est limitant qu'en deca de 0.6 mM dans ces expériences.
Il n’en demeure pas moins que les résultats de la seconde expérience présentent des
rendements nettement inférieurs 4 ceux des deux autres et ne suivent aucunement la
méme tendance. Ceci tend a confirmer que le rendement de croissance en biomasse
n'est pas directement relié au phosphate, mais plutdt indirectement, via un effet

domino provenant d'autres variables.

En ce qui concerne la prolifération cellulaire, la correction du calcul des rendements a
pour effet de regrouper tous les résultats autour d'une moyenne qui ne dévie pas
significativement d'aucun d'entre eux. En tenant compte des incertitudes
expérimentales et des erreurs de calculs engendrées, le rendement de la prolifération
cellulaire en fonction du phosphate semble donc étre constant 2
6.6 x 10° cellules mmol ™! et ce, méme a de tres faibles concentrations pour les cultures
en suspension. Wilson (1976) observe lui aussi un rendement cellulaire constant en
cuvée (environ 8.2 x 10° cellules mmol™) en fonction de la concentration initiale en

phosphate pour des cellules d’Acer pseudoplatanus L.

Un fait intéressant est observé en comparant deux tests effectués avec 0.5 mmol de

phosphate lors de la seconde expérience. Dans le premier cas (cercle inférieur a la
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Figure 4.10 et & la Figure 4.11), tout le phosphate est ajouté dés 'inoculation alors que
dans le second (cercle supérieur a la Figure 4.10 et 2 la Figure 4.11), la moitié du
phosphate est ajouté au début de la culture et I'autre moitié€ l'est a la troisieéme journée
de culture, avant qu'une limitation se fasse sentir. Pour ce qui est de la biomasse séche,
le rendement est significativement affecté par la stratégie d’alimentation du phosphate
alors que tel n'est pas le cas pour la prolifération cellulaire. Dans ce dernier cas, peu
importe le moment de 1’ajout en absence de limitation, le rendement en prolifération
cellulaire demeure relativement constant. Ceci renforce I'idée qu'un lien direct entre la

prolifération cellulaire et la disponibilité en phosphate existe.

En comparant les rendements en biomasse séche obtenus avec ceux préseniés dans la
littérature (Tableau 4.1), de trés grandes variations sont retrouvées. En effet, ces
rendements passent de 1.35 4 plus de 12.4 g mmol”, alors que tous les auteurs
alleguent la présence d’une limitation en phosphate. I1 est vrai que ces valeurs se
rapportent a différentes especes, mais de telles variations sont aussi observées chez

une méme espece (Daucus carota).
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Tableau4.1:  Rendements en phosphate pour la croissance de la biomasse séche
Rendement apparent

(e mmol'™) Espece Source
2.84 Banane Curtis et coll. (1991)
4.21 Bindweed Curtis et coll. (1991)
12.39 Claviceps purpurea Pazoutova et coll. (1981)

3.37a8.00 Daucus carota Dougall et Weyrauch (1980)
2.50 Daucus carota Curtis et coll. (1991)
3.24 Millet Curtis et coll. (1991)
1.35 Nicotiana tabacum Curtis et coll. (1991)
3.00 Papaver somniferum Curtis et coll. (1991)
2.24 Pomme de terre Curtis et coll. (1991)

Un nombre moins élevé de travaux ont été réalisés en termes de prolifération

cellulaire. Les quelques valeurs recensées sont présentées au Tableau 4.2.

Tableau 4.2:  Rendements en phosphate pour la prolifération cellulaire
Rendement apparent R
° 1 Espece Source
(10” mmol™)

3.95 Galium mollugo L. Wilson et Marron (1970)
2.47 Galium mollugo L. Wilson et Marron (1970)
8.2 Acer pseudoplatanus Wilson (1976)
6.6 Escholtzia californica présents travaux

Les rendements en prolifération cellulaire présentent aussi une certaine variation. Ces

variations dans les rendements peuvent &tre le résultat de conditions d'opération
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différentes, de milieux de culture différents, de lignées acclimatées ou de réserves

intracellulaires différentes a l'inoculation.

Suite a ces analyses de rendement, 'étude des taux de croissance est effectuée a partir
des courbes de croissance obtenues. De maniere générale, les taux de croissance
utilis€s pour fins de comparaison sont obtenus par une régression linéaire du
logarithme de la variable de croissance en fonction du temps. Cependant, lorsque les
taux de croissance doivent étre compar€s aux concentrations initiales d'un nutriment
étudi€ par des cultures en cuvée, de Tremblay (1991) suggere plutdt d'utiliser e taux
de croissance 4 l'inoculation. Etant donné que le phosphate est d'abord absorbé par les
cellules puis utilisé de maniére endogéne, son effet sur la croissance devrait se faire
sentir a plus long terme. Dans cette optique, le taux maximum de croissance de la
biomasse ‘séche devrait aussi étre utilisé pour une telle comparaison. Alors que le
premier taux de croissance décrit est obtenu par régression, les deux autres sont
déterminés suite au calcul des taux de croissance moyens locaux tels qu’exposés a la
section 3.9. La Figure 4.12 présente I'évolution de ces trois taux de croissance

spécifiques pour la biomasse séche.
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Figore 4.12: Estimation du taux de croissance de Ia biomasse séche en fonction de Ia

concentration initiale en phosphate selon trois méthodes. A. A V'inoculation.
B. Moyen (par régression). C. Maximum. D. Les trois méthodes regroupées.
carrés: premiére expérience, cercles : seconde expérience, triangles : troisiéme

expérience, — cinétique de Monod.

A premiére vue, il semble que la concentration en phosphate affecte le taux de
croissance. Celui-ci augmente avec une disponibilité accrue du nutriment. Toutefois,
les trois techniques présentent une idée ambigué du type de cinétique. Alors que les

taux initiaux montrent clairement une cinétique de Monod, les taux par régression
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varient lin€airement avec la concentration en phosphate et la courbe des taux maxima
se situe quelque part entre les deux tendances. Ceci laisse croire que l'utilisation
complémentaire des trois techniques améliore la compréhension du systéme. En
effectuant une régression sur la représentation de Lineweaver-Burk (annexe E), une
cinétique de Monod parait adéquate (r*=0.72) pour décrire l'effet de la concentration
en phosphate sur le taux spécifique de croissance en biomasse séche. Cette relation a
aussi été observée par Burns et coll. (1991) de méme que par Kato et coll. (1977).
Dans le cas présent, les taux de croissance sont représentés en fonction de la
concentration initiale en phosphate, donc de la disponibilité nutritionnelle, et non en
fonction de la concentration réellement présente lorsque le taux de croissance est
mesuré. Ce type de cinétique est donc significatif, mais les valeurs calculées pour ces
parametres n'ont pas de signification physique et doivent &tre mesurées ou estimées

autrement pour que la cinétique soit utilisée dans le cas d'un suivi de croissance.

Le méme type de figure est réalisé pour la prolifération cellulaire en fonction de la
concentration initiale en phosphate (Figure 4.13). Dans ce cas, les trois méthodes
d'estimation du taux de prolifération cellulaire en fonction de la concentration initiale

en phosphate vont dans le sens d'une cinétique de Monod.
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Figure 4.13: Estimation du taux de prolifération cellulaire en fonction de la concentration

initiale en phosphate selon trois méthodes. A. A l'inoculation. B. Moyen (par
régression). C. Maximum. D. Trois méthodes regroupées. carrés: premicre
expérience, cercles : seconde expérience, triangles : troisiéme expérience,

— cinétique de Michaelis-Menten.

11 est toutefois clair que les taux de prolifération initiaux de la seconde expérience ne
suivent pas la tendance générale. Ceci est fort probablement provoqué par une purge
nutritionnelle des inocula plus prolongée dans ce cas que lors des autres expériences.

Etant donné que la prolifération cellulaire est la premiére variable de croissance 2
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plafonner lors d'un épuisement nutritionnel (Sirois, 1997), celle-ci est plus sensible a
la période de purge préinoculatoire. Cet effet se fait aussi sentir sur les taux de
croissance obtenus par régression, puisquil s'agit d'une moyenne. Quant au profil des
taux de croissance moyens locaux maxima, il n'est pas affecté par la période de latence
accrue lors de la seconde expérience. Ce résultat suggére donc I'importance de
préconiser cette dernicre méthode pour déterminer le type de cinétique associée aux

nutriments rapidement absorbés.

En effectuant une régression linéaire sur une représentation de Lineweaver-Burk, une
cinétique de Monod permet de décrire la tendance générale des points expérimentaux
(r*=0.55). Néanmoins, en observant le graphique C de la Figure 4.13, il apparait que le
taux de prolifération cellulaire calculé pour une concentration initiale de 0.5 mM en
phosphate est significativement supérieur A ceux calculés 2 des concentrations de 0.25
et 0.75 mM pour la premicre expérience : ceci est moins évident pour la seconde
expérience. Cela laisse croire que la courbe présente un optimum dans cette région et
quil peut y avoir inhibition de la prolifération cellulaire a d'aussi faibles

concentrations que sous les I mM.
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4.3. Nitrate

Dans ses précédents travaux, Sirois (1997) soutient que le nitrate est utilisé des son
entrée dans la cellule, au méme titre que les glucides pour l'espece utilisée. Or, la
littérature (section 2.4.2.2) montre que ce nutriment est d'abord absorbé, entreposé au
besoin, puis utilis€é au gré du métabolisme cellulaire. Afin de déterminer les
rendements des variables de croissance en nitrate, deux expériences pour lesquelles ce
dernier est limitant ont &té€ réalisées, chacune précédée d'une purge préinoculatoire en

azote.

Les figures qui suivent présentent les courbes de croissance en biomasse séche (Figure
4.14) et en concentration cellulaire (Figure 4.15) obtenues lors de la premiére
expérience. Contrairement a la seconde (résultats non montrés), les profils
expérimentaux de la premiére expérience sont tronqués en fin de culture, ne
permettant pas didentifier clairement le maximum de croissance dans le cas de la
biomasse séche. Pour contrer ce probléme qui empéche le calcul de rendements, les
courbes du taux de croissance sont modélisées a l'aide de polyndmes d'ordres 2 4 6 de
maniére a reproduire le plus fidélement possible leur tendance. Puis, la concentration
en biomasse séche est reconstruite dans le temps pour chaque essai. De cette maniére,
les maxima de croissance obtenus pour chaque essai représentent une bonne
estimation des maxima expérimentaux puisque les valeurs obtenues découlent

directement des taux de croissance.
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Figure 4.14: Croissance de la biomasse séche & différentes concentrations initiales en nitrate.

A. Concentrations en biomasse séche. B. Taux de croissance. Concentration
initiale en nitrate : L 0 mM.O 2mMA 5 mM, V 10 mM, < 20 mM.

— courbes obtenues d'un modéle polynomial (2<ordre<6) du taux de croissance.

En ce qui concerne la prolifération cellulaire, quatre des cing essais montrent
clairement un maximum alors qu’il en va tout autrement pour le dernier. Cependant,
en prolongeant le profil du taux de prolifération cellulaire, il apparait que ce dernier

devient négatif en moins d'une période d'échantillonnage et que 'accroissement de la
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concentration cellulaire pendant ce temps est négligeable par rapport a Verreur sur la

mesure.
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Figure 4.15: Prolifération cellulaire a différentes concentrations initiales en nitrate.

A. Concentrations cellulaires. B. Taux de prolifération. Concentration

initiale en pitrate : [_| 0 mM,() 2 mM,/\ 5 mM, V/ 10 mM, O 20 mM.

A partir de ces courbes, des rendements conventionnels sont calculés et présentés a la
Figure 4.16. Cependant, ces derniers doivent étre corrigés comme antérieurement. En

effet, de maniére a effectuer les essais dans des conditions normales de culture et ainsi
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éviter tout effet secondaire non désiré (e.g. pH), les expériences sont réalisées en

milieu B5 conventionnel, et donc en présence d'ammonium.
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Figare 4.16: Rendements conventionnels et corrigés de croissance en biomasse séche et de

prolifération cellulaire en fonction de la concentration initiale en nitrate.
[ ] conventionnels, premiére expérience, () conventionnels, seconde expérience

l___l corrigés, premiére expérience, G corrigés, seconde expérience.

En conséquence, les rendements calculés doivent étre corrigés en associant la

croissance présente dans les cultures sans nitrate & la présence d'ammonium. Malgré
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une diminution de la plage sur laquelle s'étendent les nouveaux rendements en
biomasse séche, une différence significative entre ceux obtenus avec de faibles
concentrations initiales en nitrate (< 5 mM) et celui obtenu a haute concentration (18
mM) demeure. Un rendement constant s'avére impossible dans ce genre de situation.
A T'inverse, les rendements corrigés sur une base de prolifération cellulaire permettent
de tracer une droite entre 0.30 x 10° mmol ™ et 0.32 x 10° mmol” tout en croisant
I'ensemble des points expérimentaux des deux expériences a l'intérieur de leur erreur
expérimentale respective. Ceci suggére que le rendement en nitrate est constant sur
une base de prolifération cellulaire, alors que celui calculé sur une base de biomasse
est trés probablement biaisé par l'entreposage nutritionnel intracellulaire d'autres

nutriments.

Au surplus, le rendement en ammonium obtenu par Sirois (1997) est de
0.3 + 0.1 x 10° mmol™. Des rendements égaux en nitrate et en ammonium représentent
un résultat tout a fait logique puisque dans les deux cas, il s'agit d'une source d'azote et
que ces deux sources azotées se retrouvent ultimement réduites et liées a l'o-
cétoglutarate pour former la glutamine. Ces rendements se comparent d'ailleurs 2 celui
de 0.263 x 10° mmol’ calculé par King (1977) pour des cultures d’Acer

pseudoplatanus L. limitées en nitrate.

Quant aux taux de croissance et de prolifération, ceux-ci sont estimés selon les trois
méthodes décrites précédemment. La Figure 4.17 présente les taux de croissance en

biomasse pour les deux expériences réalisées en limitation de nitrate.
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Figure 4.17: Estimation du taux de croissance en biomasse séche en fonction de la

concentration initiale en nitrate selon trois méthodes. A. A Y'inoculation.
B. Moyen (par régression). C. Maximum. D. Trois méthodes regroupées.
carrés: premiére expérience ; cercles: seconde expérience ; — cinétique de

Monod.

Contrairement aux taux initiaux de croissance (A) qui semblent €tre constants, les taux
moyen (B) et maximum (C) laissent supposer une inhibition 4 une concentration
initiale inférieure a environ 6 mM. Il est important de rappeler que dans le cas de

cultures effectuées en cuvée, les représentations des taux de croissance en fonction des
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concentrations initiales en nutriments ne servent qu'a identifier des tendances et non 2
déterminer des valeurs de paramétres telles que les constantes d'inhibition. En
effectuant une régression sur une représentation de Lineweaver-Burk telle que décrite
a l'annexe E, un coefficient de régression (rz) de 0.02 est obtenu. La qualité de la
régression est grandement affectée par deux aspects majeurs : les taux initiaux ne
suivent aucunement la tendance des deux autres méthodes en plus détre
excessivement bas, et la présence de taux de croissance non nuls a des concentrations

trés pres de 0 mM.

Les taux initiaux trcs bas s'expliquent par la présence d'une phase de latence plus ou
moins prononcée. En les enlevant de la régression, le coefficient atteint 0.43. En ce qui
concerne les taux non nuls 2 trés faibles concentrations, ceci concorde avec les
résultats de Rho et André (1991) de méme que ceux de Clement et coll. (1978) qui
n'observent pas d'effet sur la croissance tant qu'il y a présence de nitrate dans le milieu
de culture. Cependant, alors que ces auteurs observent un taux de croissance constant
et indépendant de la concentration en nitrate, les résultats de la Figure 4.17 B et C
démontrent une inhibition lorsque la concentration initiale est inférieure a environ

6 mM.

Une cinétique de Monod ne convient donc pas telle quelle pour la description de ces
résultats, mais une forme présentant une borne inférieure non nulle ferait trés bien
I'affaire. Néanmoins, tel que mentionné dans la revue de littérature, Clement et coll.

(1978) observent une inhibition de la croissance a plus haute concentration en nitrate.
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Ceci empéche donc I'éventualité d’ajouter tout le nitrate en début de culture lorsque
celui-ci doit soutenir une croissance sur une longue période, ce qui représenterait une

importante quantité.

Les taux de prolifération cellulaire en fonction de la concentration initiale en nitrate
sont présentés a la Figure 4.18. Les profils obtenus ressemblent a ceux de la croissance
de la biomasse seche, a I'exception d'un maximum pour les trois méthodes lors de la
premiere expérience. Alors que ce maximum, statistiquement significatif, correspond
a une concentration initiale de 9 mM pour les taux initiaux, ce maximum se retrouve 2
4 mM pour les taux moyens et maximum. Lors de la seconde expérience, le essai a
concentration initiale de 4 mM est reproduit sans qu'un taux de prolifération si
important que lors de la premiére expérience soit obtenu. Il est toutefois impossible,
sans un essai a plus haute concentration initiale, de confirmer ou d'infirmer

systématiquement le maximum de la premiére expérience.

Une régression permettant d’apprécier la possibilité d'une cinétique de Monod est tout
de méme réalisée et le coefficient obtenu est de 0.10. Cette faible corrélation est
provoquée par la présence des maxima, par une forte dispersion des points a faibles
concentrations initiales et par la présence de taux de prolifération non nuls. Comme
pour la biomasse séche, la prolifération cellulaire ne suit trés probablement pas une

cinétique de Monod selon la concentration en nitrate.
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Figure 4.18: Estimation du taux de prolifération cellulaire en fonction de la concentration

initiale en nitrate selon trois méthodes. A. A V'inoculation. B. Moyen (par
régression). C. Maximum. D. Trois méthodes regroupées. carrés: premiére
expérience ; cercles: seconde expérience ; triangles: troisiéme expérience ;

- cinétigue de Monod.
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4.4. Interactions ammonium, nitrate et pH

Selon Raven (1985), I'absorption du nitrate par la cellule Tui demande plus d'énergie
par mole que dans le cas de I'ammonium. Au surplus, le nitrate doit ensuite étre réduit
en deux étapes successives avant d'étre utilisé par la cellule. II en résulte que
I'utilisation du nitrate comme source azotée est moins rentable pour la cellule que
celle de 'ammonium. L'utilisation de 'ammonium devrait donc étre préconisée comme

source azotée.

Cependant, l'utilisation simultanée de ces deux sources représente la norme puisqu'un
changement de proportion ammonium/nitrate affecte négativement la croissance
(section 2.4.2.3). Il est connu que la consommation d'ammonium s’accompagne d'un
relargage protonique qui implique ’acidification du milieu de culture. D'autre part, la
consommation du nitrate se fait par cotransport protonique alcalinisant le milieu. Il est
trés probable que la diminution de croissance observée par plusieurs auteurs quand le
rapport ammonium/nitrate est changé soit en fait le résultat d'une perturbation du pH

environnant.

Les échanges ioniques transmembranaires sont liés au gradient de protons chez les
végétaux. Ce va-et-vient continu de protons a un impact sur le pH intracellulaire. De
tels changements de pH ont pour effet d’inhiber fortement le métabolisme cellulaire.
A titre d'exemple, un changement de pH modifie I'état d'ionisation de tous les réactifs

et produits d'hydrolyse de 'ATP et influence profondément la variation d'énergie libre
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d'hydrolyse. Cette derni¢re est relativement constante 2 bas pH, puis diminue
linéairement 2 un pH supérieur 4 7.0, passant d'environ —9.0 kcal mol” (pH=7.0) 2
~13.0 kcal mol? (pH=10.0) (Rawn, 1990). Aussi, l'efficacité des systémes de
cotransport (symport et antiport) est directement reliée au gradient de protons chez les

plantes (Alberts et coll., 1992).

Le pH doit donc demeurer a l'intérieur de certaines limites. Lorsque le pH sort de ces
Iimites (~4.5 < pH < ~6.5, résultats expérimentaux non montrés), la croissance
cellulaire s'en trouve affectée. Par exemple, Ullrich-Eberius et coll. (1984) de méme
que Furihata et coll. (1992) observent que le taux de consommation du phosphate est
maximal a des pH se situant entre 5.0 et 6.0, ou la forme H,PO4 (pKa = 7.21) domine
grandement les formes H;PO, (pKa = 2.12) et HPO,> (pKa = 12.67). De plus, Bedell
et coll. (1999) mesurent des taux de consommation d'ammonium et de nitrate
constants chez les coniféres 4 des pH se situant entre 3.0 et 5.5. Veliky et Rose (1973)
avancent qu'un pH optimal pour la production de biomasse est de 5.0, résultat obtenu

avec Daucus carota.

Les sections qui suivent présentent les résultats obtenus lors de 1'étude des interactions

entre les sources azotées et le pH environnemental.
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4.4.1. Source azotée ef contre-ions

La premiére expérience réalisée dans cette optique avait pour objectif de vérifier I'effet
de I’élimination du nitrate du milieu de culture et d’examiner si les contre-ions
habituels de 'ammonium ont un effet quelconque sur la croissance. Des cultures en
flacons ont donc été réalisées ol la croissance (Figure 4.19) et I'évolution des
concentrations ioniques et du pH (Figure 4.20) ont été comparées pour différentes

modifications du milieu de culture B5.

Comme les résultats rapportés dans la littérature le laissaient présager, la suppression
totale du nitrate a un effet drastique sur les cultures qui provoque I'inhibition de toute
croissance en biomasse. Les taux de croissance des cultures sans nitrate se comparent
aux taux de croissance des cultures sans aucun azote. Par ailleurs, une certaine
prolifération cellulaire se produit pour les cultures sans nitrate, mais celle-ci est
réduite de moiti€. Toutefois, la prolifération des cultures avec ammonium uniquement
est significativement supérieure aux cultures sans azote pendant la période de
croissance positive (<150 h). Dans tous les cas, le contre-ion n'a pas d'effet significatif
sur les changements engendrés. L'inhibition de la croissance provient donc d'une autre

Source.
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Figure 4.19: Croissance et prolifération cellulaire en fonction de la source d’azote et

du contre-ion. A. Concentrations en biomasse séche. B Taux de croissance en
biomasse séche. C. Concentration cellulaire. D. Taux de prolifération cellulaire.
E} KNO; et (NH,),SO; (milien BS), O 50% NH4CI et 50 % (NH),SO;,,

AN NH,CL, AV} (NH4)ZSO4,<> sans azote,

Lors de cette expérience, 'ammonium disparait rapidement du milieu de culture. Afin
d'éviter une pénurie imprévue en azote, la consommation de ce nutriment pour une
croissance normale est estimée, puis des ajouts périodiques de solution d'ammonium

concentrée et tamponnée a un pH de 5.5 sont effectués. Il apparait que dés le premier
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ajout (environ 10 mM NHy a 65 h), les cellules n'ont déja plus la capacité d'absorption

habituelle puisque trés peu d'ammonium est consommeé.
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Figure 4.20: Concentrations ioniques en fonction de la source d'azote et du contre-ion.

A. pH. B. Source azotée (foncé : nitrate, clair : ammeonium). C. Chlore.

D. Sulfate. [_] KNO; et (NH,),SO4 (milieu BS), O 50% NH,CI et

50% (NH4),S04, ANH,CLY(NH,),S0,, $sans azote.

Pendant ces soixante premicres heures, le pH est descendu & pres de 4, ce qui est

beaucoup trop acide pour les cultures de cellules végétales. Le gradient protonique
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transmembranaire est alors perturbé. La consommation d'ammonium et 1'ensemble du
métabolisme cellulaire sont fortement perturbé, ce qui expliquerait l'absence de
consommation de lion. En comparant les profils des contre-ions, il semble que le
sulfate et le chlore ne soient pas davantage consommés. Toutefois, le pH suit
exactement le méme profil dans les deux cas, laissant croire que sa variation n'est pas
causée par les contre-ions mais bien par la consommation d'ammonium reliée a un

relargage protonique.

Cette expérience indique clairement qu'il est impossible d’éliminer (ou de réduire
fortement) le nitrate du milieu de culture sans provoquer un abaissement nocif du pH.
Certaines actions doivent donc étre envisagées afin de contrecarrer cette baisse de pH
s'1l est désiré de n'utiliser que 'ammonium comme source d'azote pour les cultures de

cellules végétales.
4.4.2. Contréle du pH extracellulaire

La premiére tentative pour rétablir une croissance cellulaire conventionnelle en
absence de nitrate consiste a contrdler le pH du milieu de culture 2 un point de
consigne a l'aide d'un contrbleur intermittent rudimentaire et d'une solution de KOH.
Lorsque le pH descend sous une valeur limite, le contrbleur envoie une dose de

tampon chimique, ce qui diminue instantanément V'acidité du milieu.

La Figure 4.21 présente la croissance et la prolifération cellulaire résultants de cette

expérience. 1l apparait que le taux de croissance en biomasse seéche des cultures a pH
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régulé est légérement supérieur aux cultures non contrblées. Néanmoins, les taux
atteints sont de loin inférieurs aux taux de croissance obtenus au moyen du milieu BS5,

ce qui se traduit par une concentration finale en biomasse séche moindre que la

normale.
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Figure 4.21: Comparaison de la croissance de cultures alimentées en ammonium et dont le pH

extracellulaire est contrdié. A. Concentrations en biomasse séche. B. Taux de
croissance en biomasse séche. C. Concentration cellulaire. D. Taux de
prolifération cellulaire. D KNQO; et (NH),SO0, (milien B5), OSO% NH;Cl et
50% (NH4),S0,, pH non contrdlé ,ZS 50% NH,Cl et 50% (NH,):S0,, pH

1imité 3 5.0 ;v 50% NH,CI et 50% (NH,),SO,, pH Hmité a 5.5.
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Dans le cas de la prolifération cellulaire, les taux des cent premiéres heures sont
inférieurs aux taux de prolifération en milieu B5, mais aussi aux taux des cultures non
contrdlées. Ce résultat, surprenant aux premiers abords, suggére que le contrdle du pH
extracellulaire perturbe l'activité cellulaire, amenuisant ainsi son taux de prolifération.
La concentration cellulaire finale atteinte dans les cultures contrélées est
statistiquement la méme que dans les cultures non régulées, confirmant ainsi que le
contrble extracellulaire du pH ne permet pas de régler les perturbations engendrées par

I'absence de nitrate.

La Figure 4.22 présente les profils ioniques et de pH obtenus lors de cette expérience.
Alors que les profils de concentration en sulfate démontrent des tendances semblables
dans le cas de cultures dont le pH est contr6lé ou non, les profils de concentration en
chlore présentent de grandes variations pour les cultures & pH régulé. Comme le
laissaient croire les profils de croissance, I'ammonium n'est pas accumulé dans le cas
des cultures a pH régulé. Ceci confirme donc que l'accumulation de I'ammonium dans
le milieu de culture est le résultat d'un blocage total ou partiel des mécanismes
d'absorption provoqué par une acidification du milieu de culture. Cependant, bien
qu'une régulation du pH extracellulaire provoque l'absorption de l'ammonium, le
métabolisme intracellulaire semble toujours perturbé, ce qui se répercute sur la

croissance et la prolifération qui sont toujours inhibées.
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Une action indirecte sur le gradient protonique par la régulation périodique du pH

extracellulaire s’avére donc inadéquate. Une autre approche doit étre envisagée.
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Figure 4.22: Comparaison de I'évolution du pH et d'ions de cultures alimentées en
ammonium et dont le pH extracellulaire est contrélé. A. pH.
B. Ammonium. C. Chlore. D). Sulfate. ['_] KNQO; et (NH),SO4 (milieu BS),
O 50% NH,CI et 50% (NH,),S0,, pH non contrdlé /\ 50% NH,CI et 50%
(NH,),S04, pH limité 2 5.0 K7 50% NH4Cl et 50% (NH);SOy, pH limité

a5.5.
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4.4.3. Régulation métabolique du pH

Les deux expériences suivantes testent d'autres moyens de régulation du pH moins
radicaux que ceux utilisés précédemment. Le premier essai consiste a utiliser un
tampon chimique biocompatible pour réguler le pH au fur et 2 mesure que le besoin se
fait sentir dans le milieu de culture. De cette manicre, les changements soudains de pH
provoqués par l'ajout d'une base ou d'un acide sont évités et le milieu de culture
demeure en pseudo-équilibre protonique. Le tampon wutilisé est l'acide

2-[N-morpholinoJethanesulfonique (MES) dont le pKa est de 6.1, le plus bas des

tampons biocompatibles disponibles.

Le second mode de régulation du pH est plus invasif. Il s'agit de remplacer le sulfate
d'ammonium par du citrate dammonium. Le citrate est un anion organique
intermédiaire du cycle de Krebs. Son utilisation devrait avoir un impact significatif sur

le pH et la croissance cellulaire.

Les résultats obtenus avec l'utilisation de ces deux tampons sont présentés a la
Figure 4.23. En comparant les cultures avec MES (symboles clairs en A) a celles sans
MES ni citrate (symboles clairs en B), il apparait que J'utilisation du tampon chimique
n'a pas d'effet significatif sur le pH extracellulaire. En effet, les cultures dont le rapport
NO3/NH4 est d'au moins 1/1 présentent un profil de pH similaire, alors que les
cultures dont ce rapport est moindre présentent une diminution significative du pH

avec ou sans utilisation du tampon.
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Figure 4.23: Evolution du pH extracellulaire en fonction du ratic NOyNHy et du mode de
régulation du pH. A. Premiére expérience : comparaison du MES et du citrate,
ratio exprimés en mM NOymM NH, (avec MES)/mM NH, (avec citrate).

B. Seconde expérience : comparaison du milieu conventionnel B5 et du citrate,
ratios exprimés en mM NOy/mM NH; (avec SO4)/mM NH, (avec citrate).
L] 0/0/0,> 20/0/0, AIS/S/0,0 IO/IOIO,VS/ISIO, <] 0/26/0, A15/0/5,

YV 510715, <q 0/6/20.

En ce qui concerne I'utilisation du citrate, il permet de maintenir fe pH dans une plage
acceptable, soit entre 4.5 et 6.0 et ce, méme en l'absence totale de nitrate (B). En

comparant les deux modes de régulation du pH, I'utilisation du citrate d'ammonium
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s'avere donc beaucoup plus efficace pour maintenir le pH extracellulaire dans une

plage plus acceptable pour la culture de cellules végétales.

La Figure 4.24 présente la consommation des sources d'azote pour chaque essai avec
du MES ou du citrate. Il appert que les taux de consommation ne sont en rien
perturbés par l'utilisation de ces deux produits chimiques. L'utilisation du citrate
d'ammonium permet méme une consommation de l'ammonium sans présence de
nitrate, ce qui €tait impossible sans régulation du pH extracellulaire (Figure 4.20),

mais possible avec un certain contrdle (Figure 4.22).

Finalement, la Figure 4.25 compare les taux de croissance et de prolifération moyens
(obtenus par régression) pour chaque essai. Il est trés clair que la régulation
progressive et constante du pH telle que proposée par les deux méthodes utilisées
rameéne les taux de croissance en biomasse séche au maximum, observés
indépendamment de la proportion des sources azotées, a I'exception du MES avec
utilisation unique de 'ammonium. La concentration de MES utilisée est constante & 20
mM. Il se peut qu'un ratio MES/NH, de 1/1 soit insuffisant pour soutenir la croissance
en biomasse seche, ce qui expliquerait le résultat obtenu. Tel n'est pas Ie cas pour le
citrate qui permet d'atteindre le taux maximum avec l'utilisation exclusive de
I'ammonium. En ce qui a trait 2 la prolifération cellulaire, un comportement semblable
est observ€ : les taux de prolifération s'approchent du taux maximum observé avec
I'utilisation de I'une ou l'autre des deux méthodes, indépendamment du rapport des

sources azotées.
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Figure 4.24: Consommation de I'azote en fonction du rapport NOy/NH, a Vinoculation, et de

P'utilisation ou non du citrate. A, Nitrate. B. Amunonium. Rapports exprimés en
mM NOymM NH, (avec MES)/mM NH, (avec citrate) [ ]  0/0/00>  20/0/0,

A 15/5/0,V 5/15/0, < 0/26/0, A15/0/5, VSI()/IS, <Q o/0n20.
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Figure 4.25: Taux de croissance et de prolifération en fonction du rapport NOy/NH, a
P'inoculation et du mode de régulation du pH. A. Taux de croissance en biomasse
séche. B. Taux de prolifération cellulaire. Premiére expérience ¢ NH; avee
citrate, @ NH, avec MES. Seconde expérience | aucune régulation,[Jj NH,

avec citrate

Ces résultats démontrent qu'ane régulation biochimique progressive est bénéfique a la
fois pour la croissance en biomasse séche et pour la prolifération cellulaire. L'action
du MES sur le pH suit les lois d'équilibre chimique des charges. Cependant, la

régulation du pH par l'utilisation du citrate est plus invasive.
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L'annexe F présente en détail un bilan protonique démontrant T'effet régulatoire de
l'utilisation du citrate en présence d'ammonium comme seule source d'azote. En
résumé, la réduction du nitrate consomme des protons et I'ammonium résultant est fixé
sur un o-cétoglutarate qui est obtenu par oxydation du glucose, ce qui génére des
protons. En utilisant uniquement de 'ammonium, il n'y a plus de consommation de
protons, mais il y en a toujours qui sont générés par la glycolyse. L'utilisation du
citrate combinée a 'ammonium élimine le besoin d'oxyder du glucose pour assimiler

I'ammonium et ainsi, annule la génération de protons.

En tenant compte de la consommation des nutriments en cause et de ce phénomene,
l'utilisation de citrate d'ammonium provoque un équilibre des charges générées et
consommées ne perturbant aucunement le métabolisme cellulaire. De plus, le citrate
est un tampon chimique naturel pouvant se retrouver sous 4 formes (CgHzOg,
pKa=3.128, CsH,0¢, pKa=4.761, C¢HsOs>, pKa=6.396, C¢HsO¢" ). 1l tamponne donc

directement le milieu de croissance.
4.4.4. Source azotée et masse cellulaire

La source azotée et la régulation du pH influencent donc la croissance en biomasse
seche ainsi que la prolifération cellulaire des cultures de cellules végétales. Le suivi de
la masse cellulaire moyenne (ng ou g 10”) permet d'apprécier l'influence combinée
d'un traitement sur les deux parameétres de croissance et de déterminer si, d'un point de

vue métabolisme de croissance, ce traitement favorise le grossissement cellulaire ou la
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division des cellules. Alors que dans le premier cas la masse cellulaire moyenne

augmente, elle diminue dans le second.

La Figure 4.26 présente 1'évolution de la masse cellulaire moyenne comparée 2 la
croissance en biomasse séche et en prolifération cellulaire. La partie A démontre que,
suite & une diminution de la masse cellulaire moyenne pendant les 100 premieres
heures de culture, la culture contenant plus de nitrate que d'ammonium (sans
régulation de pH) présente une remontée alors que la culture alimentée avec plus
d'ammonium que de nitrate demeure au minimum. Cette masse cellulaire moyenne
minimale semble avantageuse, a priori, puisqu'un des objectifs des présents travaux
est de maximiser la prolifération cellulaire. Cependant, en observant les données de la
partie B, il appert que cette masse cellulaire minimale résulte d'une forte inhibition de

la croissance de la biomasse séche.
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Figure 4.26: Effet du rapport NOy/NH, et de la régulation du pH sur I'évolution de la masse

cellulaire moyenne. A. Masse cellulaire moyenne. B. Biomasse séche.

C. Concentration cellulaire. Rapports exprimés en mM NO»/mM NH, (avec

SO,)/mM NH, (avec citrate) : /\ 15/5/0,\/ 5/15/0, A, 15/0/5, \J 5/0/15

En supposant que cette culture ait atteint une masse cellulaire minimale critique

(masse minimale pour qu'une cellule soit fonctionnelle), cette situation expliquerait le

ralentissement en prolifération cellulaire survenu vers 100 heures. 11 faut effectivement

garder a l'esprit que la croissance en biomasse séche et la prolifération cellulaire sont

deux variables caractérisant de facon différente I'évolution de mémes cellules. I est
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donc logique, voire évident, que ces deux variables soient reliées et complémentaires

et qu'une forte perturbation de I'une ou de l'autre ait des répercussions sur la seconde.

Dans le cas des cultures dont le pH est régulé au moyen du citrate, les profils de masse
cellulaire, de méme que la biomasse seéche et la concentration cellulaire, suivent la
méme tendance. Un seul point différe significativement dans le profil de concentration
cellulaire de la culture principalement alimentée en nitrate (vers 200 heures). Les deux
points entourant ce dernier suivent toutefois la méme tendance, soit une prolifération

cellulaire plus abondante dans le cas de I'utilisation d'ammonium.

Afin de vérifier cette possibilité, deux cultures en bioréacteurs dont les profils
d'alimentation en azote différent, ont &té réalisés en paralléle. Alors que ces deux
cultures sont alimentées en nitrate ¢t en ammonium pendant les 150 premiéres heures,
l'alimentation en ammonium est supprimée dans une des cultures. Tandis que la
biomasse croit sans différence significative (Figure 4.27A), la tendance de la

prolifération cellulaire semble changer en comparant les deux courbes.
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Figure 4.27: Effet de I'ammonium sur I'évolution de la biomasse séche et de la concentration
cellulaire. A. Biomasse séche. B. Concentration cellulaire. || Alimentation

soutenue en ammonium (citrate),(O) alimentation partielle en ammonium.

Dans les heures qui suivent le changement d'alimentation de la source d'azote, la
prolifération cellulaire de la culture ot I'alimentation en ammonium a été supprimée
semble plafonner alors que la biomasse continue de croftre. Dans le cas de la culture
ou l'alimentation en ammonium est soutenue, la prolifération cellulaire continue

paral¢llement a une croissance de la biomasse séche. Ces phénomeénes se répercutent
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sur la masse cellulaire (Figure 4.28). Toutefois, les grandes erreurs expérimentales
obtenues lors de ces calculs ne permettent pas de bien apprécier ce phénomeéne,

clairement illustré par la figure précédente.
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Figure 4.28: Effet de I'ammonium sur 'évolution de la masse cellulaire moyenne.

A. Masse cellulaire moyenne. B. Nitrate. C. Ammonium, [ Alimentation

soutenue en ammonium (citrate),() alimentation partielle en ammonium.

Alors que la masse cellulaire moyenne de la culture alimentée de facon soutenue en

ammonium demeure au minimum atteint (environ 0.75-0.80 ng), celle de la culture
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dont le nitrate devient la seule source d'azote s'accroit pour atteindre plus de 1.5 ng,
soit le double de la précédente. Ces résultats, aussi observés dans d'autres expériences
(résultats non montrés), suggérent que la nature méme de la source azotée a une
influence directe sur les mécanismes spécifiques de croissance. Ceci est soutenu par
I'observation de Crawford et Glass (1998) qui rapportent que la présence de nitrate
dans le milieu de culture altére le métabolisme cellulaire et induit certains génes. De
plus, I'ammonium affectecte fortement le métabolisme du nitrate (section 2.4.2.3).
Selon ces résultats, le nitrate favoriserait 1'élongation cellulaire (accroissement de la
masse) alors que l'ammonium stimulerait la division cellulaire tel que rapporté par

Pépin (1996) et Sirois (1997).

4.5. Discussion sur les rendements

En ce qui a trait aux rendements, leur calcul peut étre effectué par rapport a la
croissance en biomasse séche ou a la prolifération cellulaire. Dans le cas de la
biomasse séche, cette mesure tient compte de la croissance en tant que formation
d'organites et de macromolécules faisant partie intégrante de la cellule. Toutefois, cette
mesure comprend aussi 'accumulation intracellulaire, sous forme de réserves, d'ions et
de molécules qui ne sont pas, & proprement parler, de la biomasse. Ces espéces
chimiques intracellulaires n'ont pas de fonction active. Elles provoquent donc un biais

d'estimation de 'augmentation de la croissance des organismes vivants.
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A T'opposé, le dénombrement cellulaire ne tient aucunement compte de ce que les
cellules contiennent, mais uniquement de leur nombre. Cetie mesure est une
estimation épurée de la croissance des cellules. Aucun biais n'est induit par
accumulation ou non de nutriments intracellulaires. 11 est logique que les rendements
des nutriments accumulés soient relativement constants lorsqu'ils sont calculés sur une
base de nombre de cellules et qu'ils présentent des variations importantes sur une base

de biomasse.

Le rendement d'un nutriment utilisé principalement pour des fonctions structurales
doit étre calculé sur une base de biomasse séche dés son entrée dans la cellule. Le
rendement d'un nutriment utilisé pour diverses fonctions métaboliques dés son entrée
dans la cellule peut étre calculé sur la base de la biomasse séche ou du dénombrement
cellulaire. Le rendement d'un nutriment absorbé et partiellement entreposé de facon

intracellulaire doit étre calculé sur une base de dénombrement cellulaire.
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5. MODELISATION

Lorsque le bioprocédé est bien connu et compris, sa modélisation par les principes
premiers (boite blanche) devient possible. Cette approche est utilisée dans les sections
suivantes pour le développement des modeles massiques et cellulaire. Il est a noter
qu'une présentation au congres international de 'TFAC (Sirois et coll., 1999) de méme
qu'une publication (Sirois et coll., 2000 ; présentée a I’annexe G) sur les techniques de

modélisation présentées ici, sont extraites de ce chapitre.

A volume pseudo-constant, les modeles mathématiques des bioprocédés ont la forme

générale suivante (Bastin et Dochain, 1990) :

& Ko(g)-DE-qE)+£(2) 5.1

oli § est le vecteur des variables d'état, K, la matrice des constantes de rendement, 0, le
vecteur des taux de réactions, D, le taux de dilution, q, le vecteur des débits de sortie
(généralement sous forme gazeuse) et f, le vecteur des débits d'alimentation.
Cependant, lorsque le volume varie de maniére significative par l'effet de
I'échantillonnage, de I'évaporation et par I'ajout de concentrés de nutriments, le bilan
massique sur les variables d'état doit &tre repris en tenant compte de ces facteurs :
E-ro@)-[Lk-oE)reE) 52
dt
Cette forme originale du modele utilise des variables absolues (e.g. biomasse séche

totale en grammes). Dans le cadre de ce projet, il est souhaité que les modéles
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développés décrivent I'évolution de variables relatives (e.g. biomasse séche en
grammes par litre de culture). Lorsque les volumes d'échantillonnage et I'évaporation
sont négligeables, I'équation 5.1 demeure inchangée. Dans le cas contraire, il faut tenir
compte de ces variations et modifier le modéle en conséquence (démonstration a

I'annexe E) :

2 cole)- L un + 2 a0 +1(0) 3%

gy_zvif(ém)

dt m:la - Qévap - Qéch 5.3b

ot & est le vecteur des variables d'état, g, le vecteur des débits de sortie et f, le vecteur
des débits d'alimentation, tous relatifs au milieu de culture. Quant a Qech, Qevap €t Etm»
ce sont respectivement le débit d'échantillonnage, le débit d'évaporation et la

concentration de £ dans son débit d'alimentation ().

5.1. Modele massique non ségrégué

Le modele massique non ségrégué est le plus simple et le plus souvent développé. La
croissance n'est caractérisée que par la biomasse sc¢che totale et les autres variables
d'état sont liées par des rendements et/ou des taux d'absorption & la variable de
croissance massique. Cette facon de faire est généralement préconisée comme

premiere approche d'un bioprocédé.
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5.1.1. Retour sur le modéle non ségrégué de Sirois (1997)

Le seul modele du genre, développé pour les cellules d'Eschscholtzia californica en
suspension dans des conditions de culture similaires a celles de la présente étude, est

le modele de Sirois (1997) obtenu a partir du schéme réactionnel suivant :

po,, —=—po, 5.4a
nh,, —%>nh,, 5.4b
s+ 10, +po,; +nh, —EGX 5.4c

dont les matrices et les vecteurs correspondant a I'équation 5.1 sont :

E"=[x ¢ s no; po, nh, po, nhy] 5.5a
-0 0 k, O]
0 0 0k,
0 0 -k, O
k= ° 0 K O 5.5b
~Kpo,.0 0 0 0
0 Kan, o 0 0
K00 0 “Kp, 0
L 0 knh4,¢ "knm O_

o =[tx 0,x w,x p.c 5.5¢

7=l 0 f, f, f o] 5.5d

nog POse nh4€

q"=fo 0 0 0 0 0 0 0] 5.5¢
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K

* 3 n, x,4,1
Ma =Hi ¢ < 11 -~ 5.5
X5 +s X, o, T=1103,P04¢,00y ; Kx,n,i oo

K

* 8 el
we=pol——1| ]

T K., 5.5¢g
KC,S +s BZHOB’pOA,e'nh4,i KC,D,] +n ¢,n,

Toutes les variables, y compris les variables intracellulaires, sont exprimées en
concentration relative au volume de culture. De plus, la concentration cellulaire (c)
n'apparait pas explicitement dans le schéme réactionnel. La principale hypothese de
l'auteur, quant a cette variable, consiste a considérer la division cellulaire comme une
réorganisation de l'arrangement cellulaire plutdt qu'un accroissement nécessitant la
consommation supplémentaire de certains nutriments. L'évolution du modéle est donc
exclusivement basée sur la biomasse et la concentration cellulaire est considérée

comme une variable supplémentaire, indépendante de la croissance en biomasse.

Cependant, comme le démontrent les travaux présentés au chapitre précédent, ces
deux variables qui caractérisent la croissance sont intimement liées, l'une pouvant
méme étre une source de limitation de la seconde. Le schéme réactionnel et le modele
de Sirois (1997) doivent donc €tre modifiés pour incorporer ces deux variables de
croissance interdépendantes régissant chacune certaines parties spécifiques du

métabolisme cellulaire.
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5.1.2. Améliorations du modéle non ségrégué

La premiére modification du modéle non ségrégué consiste & incorporer la
concentration cellulaire dans le schéme réactionnel et a identifier la cause
d'épuisement de chaque nutriment. De plus, les concentrations intracellulaires des
nutriments sont exprimées relativement aurmﬂieu de culture, soif en mM. Quant au

volume de culture, il est considéré pseudo-constant.
5.1.2.1. Schéme réactionnel

Le premier élément d'un schéme réactionnel est sans contredit la variable de
croissance. Or, les présents travaux démontrent que I'emploi d'une seule variable de
croissance ne suffit pas a décrire adéquatement les phénomeénes de croissance et
d'utilisation nutritionnelle. La premiére modification au schéme réactionnel consiste a
utiliser conjointement deux variables de croissance intimement reliées entre elles
puisqu'elles décrivent différemment I'évolution des mémes cellules. Pour y arriver, une

nouvelle relation est utilisée pour compléter celle déja employée.

Dans un schéme réactionnel conventionnel (e.g. équation 5.4), la fléche continue
indique que le réactif de gauche est utilisé pour former le produit de droite. Cette
relation demeure, mais sa signification change légérement. Dans le contexte de
T'utilisation conjointe de deux variables de croissance, la fleche continue indique que
I'absorption du réactif de gauche est dirigée par le produit de droite. La seconde

relation est représentée par une fléche pointiliée et signifie que le réactif de gauche sert



193

aussi a la formation du produit de droite sans que son assimilation en soit directement
affectée. L'exemple suivant démontre ce concept par l'utilisation hypothétique du
nutriment n; consommeé proportionnellement a la biomasse et du nutriment n, qui I'est

en fonction de la prolifération cellulaire :

X
n X
L= 5.6

PN

n, “~—> ¢
En ce qui a trait aux nutriments, les résultats expérimentaux confirment que les
glucides (sucrose et glucose) sont utilisés proportionnellement a un accroissement de
la biomasse avec les cellules d'Eschscholtzia californica. L'épuisement de ce
nutriment est donc associé a la croissance en biomasse séche mais sa disparition du
milieu de culture affecte la prolifération cellulaire. Le schéme réactionnel partie! du

glucose résultant est le suivant :

My :
& = X 5.7a

RbSS
C

Comme rapporté aux second et quatricme chapitres, le phosphate est rapidement
absorbé par les cellules et cette absorption semble proportionnelle & 'aire interfaciale
cellule-environnement. La variable représentant le plus adéquatement l'accroissement
de cette aire et la plus utilisée est la biomasse séche. L'absorption du phosphate est
donc dirigée par la concentration en biomasse. Quant & son utilisation, les résultats
présentés a la Figure 4.8 suggerent fortement que l'utilisation de ce nutriment est
directement relice a la prolifération cellulaire. Ces deux phénoménes sont donc

représentés par le schéme partiel suivant :
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5.7b
PO — 3P0y
5 X

POy <5 ¢ 3.7¢

C

ol le taux d'absorption @04 est fonction de la concentration en biomasse seche.

De fagon similaire, les résultats précédents confirment que I'ammonium est
rapidement absorbé, proportionnellement 3 la concentration en biomasse seche et que
son utilisation sur une plus longue période limite la prolifération cellulaire. De

maniére similaire au phosphate, le schéme suivant est obtenu :

nh, —2 5nh, 5.7d
nh, <—> ¢ 5.7¢

c

ot le taux d'assimilation @4 est fonction de la concentration en biomasse séche.

La concentration initiale du nitrate est élevée et son profil d'absorption ressemble
énormément a celui du glucose. Ceci suggére que le nitrate est utilisé
proportionnellement a la biomasse. Les résultats de récentes expériences plus
détaillées (Figure 4.13) permettent de calculer un rendement constant en prolifération
cellulaire qui respecte les erreurs expérimentales. Ceci permet donc d'associer
I'absorption du nitrate a la concentration en biomasse et son utilisation proportionnelle

a la prolifération cellulaire :
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Pros 5.7f
No,, ——> N0y

[of

ol le taux d'absorption @3 est fonction de Ia concentration en biomasse séche.

Le schéme réactionnel final comprenant les deux variables de croissance de méme que
les nutriments qui les affectent significativement est obtenu en regroupant les schémes

partiels 5.7a a 5.7g et en ajoutant l'effet autocatalytique aux variables de croissance :

POse T POy >-8a

nh g, — a5 nh 4 5.8b

(pnog

X “ i 5.8d
poy+ mhy+ noy 2~ >sc :
4 4 «——éuc

5.1.2.2. Absorption du nitrate

Selon le schéme partiel 5.7f et 5.7g, le nitrate est consommé du milieu de culture pour
étre ensuite utilisé proportionnellement a la prolifération cellulaire comme source
azotée. Alors que I'assimilation du phosphate et de 'ammonium semble directement
reliée a la surface d'échange (représentée ici par la biomasse), I'absorption du nitrate

semble aussi dépendante de sa concentration extracellulaire. Des trois systémes de
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transport du nitrate, un seul serait efficace & plus de 250 uM (Crawford et Glass, 1998)
et serait linéaire par rapport 4 la concentration en nitrate dans le milieu de culture

(Crawford, 1995).

Les taux de consommation moyens en nitrate (mmol g'l h™') sont calculés entre chaque
échantillon (voir annexe E) de chaque série de flacons-test (premicre expérience) ou le
rapport de NH4/NO3 est changé d'une série & l'autre (section 4.4.3). Les résultats
obtenus sont présentés en fonction de la concentration moyenne en nitrate entre les
deux échantillons (Figure 5.1). Il apparait que les taux de consommation en nitrate
augmentent de fagon linéaire avec sa concentration extracellulaire. Cette particularité

doit donc étre insérée dans le modéle de croissance.
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Figure 5.1 : Taux de consommation du nitrate en fonction de sa concentration dans le milieu
de culture.| ] taux moyen calculés, ----- régression linéaire.

5.1.2.3. Concentrations intracellulaires

Lorsque les nutriments sont absorbés par les cellules, leur disponibilité et leur effet de
concentration (associés 2 un effet de proximité) sont logiquement définis par
I'environnement intracellulaire et ce, de facon exclusive. Exprimer leur concentration
par rapport au volume total peut s'avérer une bonne approximation lorsque la

croissance n'est quantifiée que par l'accroissement de la biomasse. Cependant, en

considérant la division cellulaire, cette hypothese ne tient plus.
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En effet, lorsqu'une cellule meére se divise, la concentration des nutriments
intracellulaires demeure la méme par rapport au volume de culture alors que la
quantité disponible dans chaque cellule fille a diminuée de moitié. Les concentrations
intracellulaire des nutriments limitant la prolifération cellulaire devraient donc Eétre
exprimées relativement a la concentration cellulaire (mmol 10®) de manitre

représenter la diminution de disponibilité nutritionnelle résultant des divisions

cellulaires.

Par ailleurs, les concentrations intracellulaires estimées par le modele sont relatives &
la concentration intracellulaire initiale. En d'autres mots, les profils obtenus sont
relatifs et non absolus, i.e. les concentrations intracellulaires initiales estimées sont
toujours nulles. IIs ne tiennent pas compte de la concentration intracellulaire du
nutriment déja présente dans l'inoculum. Il faut donc s'attendre & ce que les profils
estimés suivent la méme tendance que des profils mesurés, mais avec un décalage égal

a la concentration intracellulaire dans l'inoculum.
5.1.2.4. Variations du voelume

En ce qui a trait au volume de culture, celui-ci a jusqu'a maintenant ét€ considéré
pseudo-constant sur un interval d'échantillonnage mathématique (1 h), i.e. le temps
entre deux calculs lors de la simulation. Cetie hypothése est acceptable pour des
cultures en cuvée, effectuées dans des laps de temps relativement courts, dont le temps

caractéristique d'évaporation (> 2800 h) n'est ni significatif par rapport au temps de
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culture (< 500 h) ni par rapport aux temps caractéristiques de croissance (100 a

1000 h).

Il apparait que le temps caractéristique d'évaporation peut s'avérer assez pres des
faibles taux de croissance (facteur inférieur a 3). Autrement dit, a faibles taux de
croissance, le taux d'évaporation peut influencer significativement le comportement
des variables du modele et son exclusion peut engendrer des erreurs de prédiction. Ce
terme est absent du précédent modele. Cette erreur se trouvait directement incorporée
aux paramétres des taux de croissance qui étaient utilisés pour minimiser l'erreur

d'estimation.

5.1.2.5. Cinétiques de croissance

Lors de l'étude nutritionnelle du chapitre 4, I'expérience dont les résultats sont
présentés 2 la Figure 4.10 suggerait une cinétique favorisant la croissance en fonction
de la concentration initiale en phosphate. Or, puisque le phosphate est rapidement
absorbé puis utilisé sur une plus grande période de croissance, cet effet sur la vitesse
de croissance peut étre provoqué par un accroissement de la disponibilité et de la

conceniration intracellulaire de ce nutriment.

Une simulation a été réalisée pour vérifier si une cinétique d’inhibition de la
croissance par le phosphate extracellulaire peut se traduire par une cinétique apparante
de favorisation di & une absorption rapide de ce nutriment. Le modele simplifié utilisé

est le suivant :
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dx e Kp04e,1
- = ux K o4 X 5.9a
dt Kpode,i_*'poétepO “
dc * K
—=p, B o 5.9b
dt Kpo4e,1 +p04ep04e,2
dp04e — q)

dt POy 5.9¢
dpo ; * K ode,1
‘"a‘{i' = ¢p04x - kE)Oz;/cl'tc : Kiode,2 c 3.9d

Kpo4e,1+p04e '

dont les valeurs des parametres sont présentées au Tableau 5.1.

Tableau 5.1 :  Valeur des paramétres et variables utilisées dans le modéle simplifié

Paramétre Valeur Variable Valeur
[ 0.008 h* t 0-200h
pe* 0.010h" x(0) 3gL?
Kpot1 1 mM c(0) 2x10°L!
Kpot2 1 pode(0) 0-1mM
Kposre 0.152 mmol 107 (cellule) podi(0) 0 mM
Bpos 0.003 mmol g’ &

Les résultats de cette simulation, présentés & la Figure 5.2, démontrent qu'il est
possible que la tendance observée expérimentalement puisse étre le résultat d'un effet

de disponibilité nutritionnelle intraceilulaire.
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Figure 5.2 : Taux de croissance et de prolifération moyens simulés en fonction de la

concentration initiale en phosphate. [_] taux de croissance, () taux de

prolifération cellulaire, - ef mmmmen tendances interpolées.

En outre, la forme de la cinétique de croissance présentée par Sirois (1997) peut aussi
bien décrire une cinétique favorisant ou inhibant la croissance comme il est possible
de le constater a la démonstration E6 de I'annexe E. Pour ces raisons, cette cinétique

est utilisée dans le développement des modeles de croissance.



Développement du nouveau modéle non ségrégué

0 0 0
0 0 0
0 0 0
~Kpp O 0
K=| 0 Kuoyo O
0 0 —Kuy,
K o, 0 0 0
0 Ky 0
0 0 Ko

d'accroitre ou d'annuler l'effet du nutriment sur le taux de croissance concerné.

g =[x ¢ g po, nos nh, po, noy nhy]

k, 0
kC
—kg/y 0
0 0
0 0
0 0
0 “kpo4/c
0 “knog/c
0 _knh4/c_

(pT:[(bme ¢no3xn03 ¢nh4x My X “’CC]

= 0 £, f,, f

PO4 o3

f

0

., 00 0
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La méme réflexion s'impose dans le cas des autres nutriments. En utilisant la cinétique
de Sirois (1997), le second coefficient de cette derniére est utilisé pour décrire un effet

de favorisation ou d'inhibition. Quant au premier coefficient, sa valeur permet

En s'appuyant sur les modifications proposées ci-haut, un nouveau modele de
croissance non ségrégué est développé. Sa forme découle directement du schéme
réactionnel. En tenant compte des variations de volume (systtme 5.3) et de

I'absorption particuliére du nitrate, les matrices du modele résultent du schéme 5.8.

5.10a

5.10b

5.10¢

5.10d
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q"=[0 6 0 0 0 0 00 0] >10e

Dans le systéme 5.10, toutes les concentrations sont relatives au volume de culture.
Les équations 5.11a & 5.11c obtenues de ce systéme sont corrigées pour exprimer

I'évolution des nutriments intracellulaires en fonction de la concentration cellulaire (c).

dpoy; 1 av
dno,; 1 dv

dt3 = ¢no3x noz - kno3f<:!'f‘cc _V(Qéch +E)n03i 5.11b
dnh,; 1 v

at 4= = Oup, X~ Kop 7cheC “'\}'(Qéch +‘5t“)nh4i 5.11c

Cette correction se fait en divisant les deux cotés de I'équation par la concentration
cellulaire et en effectuant un changement de variable approprié des deux cOtés de
I'équation. Les concentrations des nutriments intracellulaires, relatives a la

concentration cellulaire, sont décrites par les équations 5.12a a 5.12¢.

dpoy; X 1 dVv y—

dt4 = q)pm (;)"kpo‘,/cp‘c "'{/_(Qéch +—a?jp04i 5.12a
dno,, ; 1 dVv \—

dt —= ¢no3( J kno3/c“c —V(Qéch + -a;)noﬁ 5.12b
dnh,; i dav
d—ﬁh = ¢uh4( ) nh4/cp‘c V(Qéch + dt )nhlh 5.12¢

Les variables surlignées représentent des concentrations relatives 2 la concentration

cellulaire. Le systéme matriciel résultant de cette opération est le suivant :

=[X C g POy 105 nhy poy N0y “ha,iJ >-13a
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0 0 0 0 0 0 k, O 0 ]
0 0 0 0 0 0 0k, 0
0 0 0 0 0 0 -kg, O 0
~Kpo, 4 0 0 0 0 0 0 0 0
K=| 0 Koo,.0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 —Ky,, O 0 0 0 O 0
0 0 0 kp, O 0 0 0 —kpre
0 0 0 0 Ky O 0 0 —Kye
0 0 0 0 0 Kue 0 0 —ky,]
5.13b

X

T X X
¢ :[¢po4x ¢n03XHO3 ¢nh4x ¢po4—c_ ¢n03_c—n03 ¢nh4"g PeX RC uc]

5.13¢
tT=[0 0 f, fo, fu, fm, 0 O O] 5.13d
q"=[0 0 0 0 0 0 0 0 0] 5.13e

De maniére a garder intégre la notion de matrice des taux de réaction (¢), Ja matrice K
peut &tre divisée en deux sous-matrices. Le systéme matriciel suivant résulte de cette

opération et s'incorpore au modele de I'équation 5.3.

iTle C g POy N0y mnh, poy noy nh4iJ 5.14a
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1
5

0 0 0 k, ©
0 0 0 0 Kk,
0 0 0  -ky, O
Koo, s 0 0 0 0
Ki=| 0 =Ky 0 0 0 5.14b
O O —.knh4,¢ O O
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0]
0 0 0 0 0 |
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
K,=| 0 0 0 0 0 5.14c
0 0 0 0 0
kP04,¢ 0 0 0 —kPOUC
0 kn03,¢ 0 0 _kno3/c
3 0 0 knh4,d) 0 ”knh4/c
0T =00, % Buo, X105 Gup X Hyx  Hec) 5.14d
f7=00 0 f, fo, fa, fun, © O 0] 5 146
qg"=[o 0 0 00 0 0 0 0] 5.14f

ou, dans le modéle 5.3,

1
Ko=K hd
¢=K9+K,0- 5.14¢
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K

% g I, x,n,1
Mo =Hy| 2 = I - 5.14h
2 824 +8 XTIy + 0=103,004 ¢ By 5 Kx,n,i +n ™

I

b =g g Ny PO4; Kens
[ K
Kc,g Tg Kc,nu +n t,i Kc,po4i + POy4; D=103,P04 o 0y ; Kc,n,l +n o

5.141

5.1.4. Evaluation des valeurs des paramétres du modéle

Les paramétres & déterminer dans le modele de croissance définit par le systéme
matriciel 5.14 sont les constantes de réaction des matrices K; et K,, de méme que les
taux spécifiques de consommation (@pos, Pnos €t Qung). En ce qui a trait aux taux
spécifiques de croissance (@x et p), ceux-ci demeurent inchangés. Le but est
d'apprécier l'effet des modifications de structure du modele. Les deux premiéres
cinétiques de Monod dans 1'équation 5.14h et les trois premicres cinétiques, elles aussi
de Monod dans I'équation 5.144, servent & provoquer un arrét de croissance lorsque le
nutriment correspondant est épuisé. Avec des constantes treés faibles, ces termes
deviennent des échelons dont la valeur est nulle & n~0 et non nulle autrement. Les
deuxiéme et troisiéme cinétiques de la seconde équation n'apparaissaient pas de facon
explicite dans le précédent modele. Des conditions de logique (u=0 si n=0) étaient

implicitement utilisées lors des simulations.

En ce qui a trait & la valeur des parametres, les constantes des réactions

autocatalytiques de croissance (ky et k.) sont égales a 1 selon les lois de conservation
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de la masse. Il en est de méme pour les constantes de consommation (ky ¢) puisqu'il n'y
a aucune perte lors de 'absorption nutritionnelle nette. Il reste donc quatre constantes
de réaction (k;) qui consistent en des rendements de croissance. Les rendements
utilisés dans le cas présent sont ceux obtenus au chapitre précédent, soient de
031gg’,66x 10° mmol™, 0.3 x 10° mmol™ et 0.3 x 10° mmol™ pour les glucides, le
phosphate, le nitrate et I'ammonium respectivement. Les constantes correspondantes

sont indiquées au Tableau 5.2 2 Ia fin de cette section.

Dans le cas des taux spécifiques de consommation (Qpos, (§no3n03) €t Pung), ceux-ci sont
mesurés expérimentalement. Celui du phosphate est déterminé par Sirois (1997) a
0.003 mmol g’ h”. Dans le cas du nitrate, le taux de consommation spécifique est
fonction de sa concentration extracellulaire, tel que démontré a la Figure 5.1. Le taux
spécifique relatif a la concentration en nitrate (¢q03) €St obtenu en calculant la pente

tracée sur le graphique de cette figure. Le résultat obtenu est de 0.0035 L g" h''.

Finalement, le taux de consommation de I’ammoniac est fonction du contre-ion
utilisé. Comme démontré a la section 4.4, l'utilisation du citrate d'ammonium
minimise l'effet pH des sources azotées. Ceci a un impact direct sur le taux
d'absorption de I'ammonium. Sirois (1997) détermine un taux spécifique de
0.016 mmol g” b lorsque 'ammonium est 1ié au sulfate. Toutefois, lorsque le citrate
d'ammonium est utilisé, le taux spécifique de consommation passe a

0.025 mmol g’ h’, lequel est déterminé graphiquement par la pente du taux de
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consommation en fonction de la concentration en biomasse, soit une augmentation de

47 %.

Le Tableau 5.2 résume des paramétres du modgle et de leurs valeurs respectives.

Tableau 5.2 : Paramétres du modéle massique non ségrégué
Parameétre Valeur Source
ki 1gg? conservation de la masse
k. 1 (cellule) (cellule)” conservation de la masse
Kpoto 1 mmol mmol™” conservation de la masse
Knoz.o 1 mmol mmol” conservation de la masse
Kot 1 mmol mmol” congervation de la masse
Keix 323gg’ Sirois (1997)
Kposse 0.152 mmol 10° expérimentation

(cellule)

Kuosre 3.33 mmol 107 (cellule) expérimentation
Knnasc 3.33 mmotl 107 (cellule)  Sirois (1997)
Bpos 0.003 mmol g b Sirois (1997)
Guo3 0.0035L g h? expérimentation
Guna (avec sulfate) 0.016 mmol g'1 h! Sirois (1997)
Ouna (avec citrate) 0.025 mmol g’1 nt expérimentation

Dans le cas des taux maximum de croissance (ux* et p.*) et des constantes d'inhibition

apparaissant dans les termes de produits (IT) de ces cinétiques, les valeurs des

parametres du modele sont déterminées & l'aide de cultures expérimentales par

minimisation de l'erreur d'estimation du modele tel que décrit au chapitre 6.
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5.2. Modele physiologique massique

Suite & son amélioration, le modele non ségrégué représente mieux les phénomenes de
croissance lors de cultures de cellules végétales. Cependant, quoigue la croissance en
biomasse seche et la prolifération cellulaire soient relides par I'absorption (fonction de
la biomasse seéche) et 'utilisation des nutriments (fonction de la concentration
cellulaire), ’évolution de celles-ci est définie par deux taux de croissance
indépendants, tous les deux fonctions des concentrations ioniques. Or, ces deux
variables de croissance sont intimement reliées puisqu’elles décrivent, chacune 2 leur
facon, le comportement en croissance de la méme culture. Un modele plus
représentatif de cet aspect est donc souhaitable et permettrait de décrire la croissance
dans son ensemble. Ces deux variables de croissance y seraient intimement reliées et

toutes les phases de croissance y seraient décrites.

Ce nouveau modele est de nature ségréguée et il est basé sur la physiologie primaire
des cellules. L’objectifs est de décrire 1’interévolution de différents types de cellules
desquelles seraient déduites a la fois la croissance de la biomasse séche et celle de la

concentration cellulaire.
5.2.1. Hypotheéses de modélisation

De maniére a développer un modele de croissance ségrégué basé sur la physiologie
primaire de la cellule (sa grosseur et sa masse), le cycle cellulaire de celle-ci sert de

point de départ a la modélisation.
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5.2.1.1. Cycle cellulaire

Les quatre phases successives du cycle cellulaire type d’une cellule eucaryote sont
présentées a la Figure 5.3 (Alberts et coll.,, 1992). La période entre deux divisions
cellulaires appelée interphase débute avec la phase G;. L’activité cellulaire pendant
cette phase est centrée sur les activités biosynthétiques. La cellule commence a
augmenter en masse. Cet accroissement massique se poursuit jusqu’a la fin du cycle.
La phase G; posséde la durée la plus variable de tout le cycle. Selon Alberts et coll.,
(1992), les cellules ne passeraient par le point de départ (point critique marquant la fin
de la phase G;) qu’aprés avoir atteint une taille critique. A ce moment, la cellule
débute la syntheése de son ADN, ce qui marque son entrée en phase S. Cette phase,
d’une durée constante, se termine par la fin de la réplication des chromosomes. Ace
stade, la cellule entre en phase G,. Cette phase est caractérisée par une latence
métabolique. La cellule y demeure jusqu’au début de la mitose qui marque le début de
la phase M. Lors de cette derniére étape, la division cellulaire s’accomplit et se

termine par la cytodiérese (division cytoplasmique).
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Figure 5.3 : Cycle et ségrégation cellulaires

Les deux variables qui caractérisent la croissance peuvent &tre relies a ce cycle
cellulaire. Ainsi, la ligne pointillée de la Figure 5.3 marque I’endroit dans le cycle
cellulaire oit la division apparente se produit. A ce moment, la cellule mére se divise
clairement en deux cellules filles. Le suivi de la concentration cellulaire correspond
donc au suivi du passage moyen des cellules 4 ce point. D’autre part, la masse
cellulaire augmente le long du cycle cellulaire. Les cellules en fin de phase G, ont une
masse deux fois plus élevée que celles en début de la phase Gy. Ainsi, en connaissant
la concentration cellulaire totale & un temps donné, la biomasse séche permet de
déterminer la distribution cellulaire le long du cycle de croissance. En admettant que

la masse des cellules & la fin de linterphase est le double de celle au début de
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I’interphase, ce qui est logique puisque la cellule se divise en deux, le suivi simultané
de la concentration cellulaire et de la biomasse seéche permet d’estimer si les cellules
en moyenne, sous certaines conditions, tendent vers une taille minimale (Ia division
force le métabolisme) ou vers une taille maximale (I’élongation cellulaire prime sur la

division).

5.2.1.2. Bases de modélisation

Pour la modélisation, les extrémités du cycle cellulaire sont utilisées comme limites du
systeme, i.e. plus la fraction cellulaire associée a une limite est importante, plus les
cellules en moyenne tendent vers cette limite. La séparation choisie est donc la
division apparente indiquée par un trait pointillé sur la Figure 5.3. Les cellules
localisées aprés cette démarcation sont dites de type "a" alors que celles qui se
trouvent a I"autre extrémité du cycle et qui s’apprétent a se diviser, sont dites de type
"bb". Le doublement de la lettre représente la taille de la cellule qui a le potentiel de se

diviser en deux cellules "a".

Certains facteurs affectent positivement ou négativement le taux de division cellulaire
(Sirois, 1997). Alberts et coll. (1992) rapportent que les cellules peuvent demeurer en
G,, attendant alors le moment propice pour effectuer la mitose. Ceci se traduit par une
latence de certaines cellules en interphase pendant un temps variable. Pour la

modélisation, un troisicme type de cellules est défini, soit les cellules "cc" qui ne sont



213

en fait que des cellules de type "bb" qui ne peuvent se diviser pour une raison

quelconque.

5.2.1.3. Schéme réactionnel

Le modele physiologique massique ségrégué est donc basé sur I’évolution de trois
types différents de cellules. Les trois variables de croissance principales sont donc les
biomasses X,, Xub €t Xee. D’un point de vue conceptuel, le passage de I’état "a" a I'état
"bb" correspond a l'expansion cellulaire, soit 'augmentation en biomasse séche.
Quant a la division cellulaire, elle est représentée par le passage des cellules "bb" a
I’état "a". Lorsqu'une limitation de la division cellulaire se présente, les cellules "a"
passent directement a l'état "cc” lors de leur expansion. L'inactivation des cellules
pleinement expansées peut aussi survenir et serait fonction des conditions

nutritionnelles extra et intracellulaires. Cette inactivation est décrite par le passage des

cellules "bb" a "cc". lLe scheme réactionnel partiel suivant représente ces

comportements.
Xy —S> x,
X, —L> xy
Xa &:{.} Ko 5.15a
Xbb _M!)—)’ Xee

Parallelement a ]a croissance, une partie des cellules meurent dii & divers facteurs
physico-chimiques. Toutes ces pertes sont regroupées en une seule réaction désignée

par expression mortalité cellulaire, dont le schéme partiel est le suivant.
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X, + Xyt X o> débrits cellulaires 5155

Ayant déterminé les liens entre les diverses biomasses, une relation doit étre définie
afin de relier ces phénomeénes de croissance a la concentration cellulaire. En
choisissant la division apparente du cycle cellulaire comme limite du systéme, les
biomasses de part et d’autre de cette limite sont reliées a la concentration cellulaire.
De cette maniere, la concentration cellulaire s’obtient directement par la sommation

des produits de chaque type de biomasse et de sa masse cellulaire moyenne.

L’augmentation de la concentration cellulaire est inclue dans le schéme réactionnel par
I'utilisation de la fléche pointillée puisqu'elle est indispensable au modéle et qu’elle
s’obtient a partir des biomasses sans toutefois en consommer. Il est donc évident que
sa croissance est due aux trois types de biomasses, mais que celles-ci ne sont
mathématiquement pas affectées par cette réaction. Le schéme partiel représentant ce

phénomene est le suivant.

Xt X+ Xg———>¢C 5.15¢

Le phosphate, I’ammonium et le nitrate sont accumulés rapidement par les cellules
puis utilisés sur une plus longue période pour la croissance, comme ce fiit le cas lors
du développement du modele non ségrégué. Il est aussi admis que 1'absorption se fait
proportionnellement a4 la surface de membrane disponible et donc,
proportionnellement a I'ensemble de la biomasse séche. Le schéme d'assimilation de

ces nutriments est le suivant.
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o ———a»q)po“ 04
POy POy

no 5.15d
no;, ——> N0y

Ouy
nh4e —"‘E"é“} nh4i

L’utilisation de chaque nutriment est associ¢ & une réaction adéquate de formation de
la biomasse. Cette tiche est simplifiée par l'interprétation des rendements de
croissance calculés aux sections 41, 4.2 et 4.3. En se basant sur les hypothéses de
modélisation, lorsqu’un nutriment est principalement utilis€ pour Pexpansion
cellulaire, son rendement est fonction de la biomasse. Par opposition, un nutriment
utilisé pour la division cellulaire ou pour toute activité proportionnelle 2 la

concentration cellulaire posséde un rendement proportionnel a celle-ci.

11 s'ensuit que la disposition des nutriments dans le scheéme réactionnel est grandement
facilitée. Ainsi, seuls les glucides ont un rendement qui est fonction de la biomasse
séche puisque leur utilisation est proportionnelle a Pexpansion cellulaire. Les trois
autres nutriments (phosphate, ammonium et nitrate) présentent des rendements qui
sont fonction de la concentration cellulaire. Le schéme réactionnel résultant est le

suivant :

By
poy + noy + nhy, — X,
Hg 5.15e
g — Xy

Le schéme réactionnel complet pour le modele physiologique massique ségrégué est

obtenu en combinant les schémes partiels 5.15a a 5.15e.



@
PO4ge ———> POy
nos;

nhy

1
PO4 + NO0s, + TDhy + Xpyp——> X

Hg

BT Xp—> Xpp

Hya
—

Wy v
Xbb > ch

@, o :
X, + Xyt X ——> (débriscellulaires)
Xa+ Xppt Xg———>c¢C

5.2.1.4. Cinétiques de croissance

216

5.16a

5.16b

5.16¢

5.16d

5.16e

5.16f

5.16g

5.16h

5.161

Les cinétiques de croissance (u) définies dans le schéme réactionnel 5.16 sont

fonctions des conditions nutritionnelles extracellulaires comme pour le modéle

précédent. Au méme titre que les cinétiques de croissance de la biomasse (iix) et de

prolifération cellulaire (p;) du modéle non ségrégué, les cinétiques associées a

T'expansion (pg) et a la division (yg) cellulaires sont reliées aux concentrations des

quatre nutriments majeurs. L'équation de p, est donc utilisée pour déterminer pg alors

que 'équation de p. sert de base pour piq.
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Le taux d'expansion de la biomasse ne pouvant se diviser (gy.) devrait logiquement
étre le méme que le taux d'expansion (ug), puisque ces deux taux caractérisent le
méme processus métabolique. Les seules différences résident dans 1'état de la
biomasse résultante et dans les causes d'activation/désactivation de ces cinétiques.
Puisque les cellules "bb" peuvent se diviser alors que les cellules "cc” en seraient
incapables, un groupe de termes est ajouté a chaque équation pour tenir compte de
cette particularité. Ces termes sont obtenus de 1'équation de division cellulaire (5.141).
Ce sont les termes d'épuisement des nutriments limitant la division cellulaire (n;; et
posi). Ils ne sont utilisés que pour faire passer la croissance d'une cinétique

d'expansion a 'autre.

pg =f D POy,
B~ )
Knt,i +nt,i I<po4i +p04’i 5.17a
Oy POy;
Ry, =f]1- _
Ko #04s Koo, T P04,

5.17b

Le taux dinactivation cellulaire (pyp) doit €tre reli€é aux facteurs activant ou
désactivant la division. Selon Sirois (1997), les deux principaux nutriments servant
d'interrupteurs a ce mécanisme sont I'ammonium et le phosphate intracellulaires. Le

taux d'inactivation serait donc inversement proportionnel a la concentration de ces
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deux variables. La cinétique d'inhibition de Jerusaliwski et Engambervediev (1969) est

donc utilisée pour chacun de ces nutriments.

K ¥.po4 K%lﬂu

Ky,po,, + po4i Ky,nm +nh 41

Hyop = M;,bb 5.18

5.2.1.5. Cinétiques de mortalité

Finalement, un certain nombre de phénomenes physico-chimiques affectent la viabilité
de tous les types de cellules. Cependant, certains types de cellules peuvent étre plus
sensibles i certains facteurs. A titre d'exemple, les cellules & paroi mince ou altérée et
les cellules plus grosses devraient étre plus sensibles a 'agitation mécanique que les
cellules a paroi plus épaisse et les petites cellules. Comme il est généralement admis,
le taux de mortalité est supposé €tre proportionnel a la concentration en biomasse (e.g.
Bailey et Nicholson, 1989 ; Bramble et coll., 1991 ; Hooker et Lee, 1992 ; Glicklis et
coll. 1998). Toutefois, la constante de mortalité peut varier d'un type de biomasse a
l'autre. Ainsi, les cellules de type "a" sont plus petites et résultent d'une division
cellulaire. Leur taux de mortalité devrait donc &tre beaucoup plus faible que les plus
grosses cellules. Considérant aussi que la mortalité survient principalement lorsque la

source en hydrates de carbone est épuisée, I'équation suivante est suggérée pour la

mortalité des cellules "a" :



219

* g 5.19a
Opa, =01 1—
m,a m,a{ Kg +g}

alors que la mortalité des cellules plus grosses devrait suivre une forme plus

traditionnelle :
8m,bb = ejn,bb 5.19b
6m,c:c: = e:;n,cc 5.19¢

5.2.2. Développement du modéle

Les matrices du modele différentiel (équations 5.3) s’obtiennent des bilans massiques

découlant du schéme réactionnel et des discussions précédentes :

&TZ[Xa Xpy Xee 8 PO4 NOj. nhy, poy N0y nh4i] 5.20a
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0 0 0 kia/xbb _kibbfxa
0 0 0 ~Komy  Kewi,
0 0 0 0 0
0 0 0 0 -kpily
R P 0 0 0
0 Kooy O 0 0
0 0 —Kg, 0 0
K po,.0 0 0 Ko, /x 0
0 kno3,¢ 0 "kno3/x 0
i 0 0 knh4,¢ knh4lx 0
~Kirn, 0 ~Kunsx 0 0 |
0 —-k?];/xbh 0 _km/xbb 0
ki‘;,xa kficcclxbb 0 0 __km/xcc
—kpaTy 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 o 0 5.20b
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

(PT:[%%ZXa Pro, n03zxi ¢nh4zxi BaXpy MpXy MyaXa HywwXe

em,axa em,be—bb em,cc:chJ 5.20¢

(=00 0 0 f, £, fu fm, O O 0 5.20d

POy no; nhy

g"=[0 0 0 0 00 00 0 0] 5.20e

ou
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J
;o= 5.20f
g K;+g

La particularit¢ de ce modele réside dans la concentration cellulaire qui n’est pas
obtenue par une équation différentielle, mais par une équation algébrique. La
concentration cellulaire est obtenue de la biomasse séche en utilisant la masse
cellulaire (p). Selon la limite du systeme, les cellules "cc" ont les mémes taille et
masse que les cellules "bb". Puisque ces derni¢res se divisent en deux cellules "a", il
s'ensuit que la masse cellulaire des cellules "bb" et "cc" est le double de la masse
cellulaire des cellules "a". La concentration cellulaire s'obtient donc selon 1'équation

5.21.

c= -}—(xa +0.5%,, +0.5% ) 5.21

Pa

ou P, est la masse cellulaire des plus petites cellules, celles de type "a".

Dans le modele décrit par I'équation 5.20, I'absorption des nutriments intracellulaires
se retrouve dans I'équation correspondant a la division cellulaire, mais est exprimée en
mmol g alors que les rendements calculés sont plutdt en mmol par million de
cellules. Pour effectuer la transformation d'unité, il s'agit de multiplier le terme de
croissance par l'inverse de la masse cellulaire correspondant au type de biomasse
exprimé dans ce terme. A titre d'exemple, le second terme de droite du bilan massique

suivant sur le phosphate intracellulaire :

dav

1
= oy, (xa + X4 +ch)‘kp04/xa“axbb ”‘;}(Qecn +“(‘£)P04i 5.22

dpo
dt
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est modifié pour effectuer un changement de variables sur le rendement de la

croissance.

dpoy _ Kpo, /e, 1 dv
Tdr Ppos, (Ko + X + X e )= p: HaXbb Y Qeen +‘at— poy 223

Ce modele est modifié pour que les concentrations intracellulaires soient exprimées en
terme de mmol par million de cellules. Les matrices composant le modéle final sont

les suivantes :

&T = {xa Xpp Ko € POy nOSe nh4e PO4  BOy 1'lh4iJ 5.74a
O O 0 kia/xbb _kibb/xa
Y 0 0 —kzb/x k:b /x
a bb bb a
0 0 0 0 0
0 0 0 0
K, =| Keo O 0 0 0
0 kg O 0 0
35
O O e knh4 q) 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
-kicc/xa 0 —.km/xa 0 0 ]
0 —kg}c)clxbb 0 —kmlxbb 0
kiccclxa kiiclxbb 0 0 - km/xcc
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
5.24b
O 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 |
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0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 ko
0 0 0 0 0
K= 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Kpopo O 0 —kyse O
0 kn03,¢ 0 “kno3/c 0
L 0 0 knh4,¢ "knm/c 0
0 00 0 O]
0 0000
6 0000
-k&% 0 0 0 0
0 00 0 0 5.24c¢
0 0000
0 0000
0 0000
0 0000
0 00 0 0

) :[Cbp%zxi Do, n03zxi ¢nh4zxi RoXpp HpXa HyaXa  HypoEw

8rn,axa em,bbxbb em,chch 524d

(7= 0 0 f, £, fo fm, O 0 O 5.24¢
T _

qg"=lo 0 0 0 0 0 00 0 0 5.24f

ot, dans le modele de I'équation 5.3,

Ko=K,;0+K,xo 5.24g
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¢ 0 06 0 6 0 00 0 0]
0 ¢t 0 0 60 0 0000
0 0 ¢t o0 06 0 0000
0 0 0 (pc)) 0 0 0000
(=0 0 0 0 ;)0 0000
0 0 O 0 0 I;;] 0000 5.24h
0 0 0 0 6 0 0000
0 0 0 0 60 0 0000
0 0 0 0 0 0 00 00
0 0 0 0 6 0 0 0 0 0]
1 .
c=—(x, +0.5x, +().5xcc) 5.241
Pa
et
KJ
J =——F 5.24j
g J -24]
Kg+g
Les cinétiques de croissance sont obtenues par :
| 8 ny POy4; Koot
TRETH — II
(Kg te J[ Knhi F 0y )[ KP°4i T PO4; Jﬂ~ﬂ037P04,e7ﬂh4,i (Ka,n,l + nKa’n’Z
5.24k
n, 04
Mg = Py B P04, 5.241
Knm + nt,i Kpo4i + p04,i

Bya =Hexpll— nt,i""" e 3.24m
, ' Knti +nt,i Kpo4i +p04,i
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Kypo, Ky, 5.24n
Ky,;xu + POy KY,rﬂu +nhy

By vp = My bo

K
* g ﬁ7n’1

Hexp = Hexp r H o Kpao 5.240

g tg 0=103,P04 ¢ 0l ; KB,n,l +n "

alors que les cinétiques de mortalité sont obtenues des équations suivantes :
0, =0,,/1-—2 5.24p
K, +g

O n = e*m,bb >-24q
6m,cc = 9i:n,cc 5.24r

5.2.3. Evaluation des valeurs des paramétres

Les constantes des réactions de transformation de la biomasse (Kyx et Kyy) sont
fonction de la référence choisie. Puisque la division cellulaire se produit selon un
mode binaire, la biomasse des petites cellules "a" doit doubler lors du passage en "bb".
Lors de cette phase, 1 g de biomasse "a", la référence, doit donc devenir 2 g de
biomasse "bb", ou "cc" le cas échéant. Pendant la seconde phase, soit le passage de
"bb" &4 "a", aucun gain de poids n'est obtenu, i.e. 1 gramme de biomasse "bb" devient 1
gramme de biomasse "a". Dans ce cas, la division cellulaire est considérée comme un

réarrangement de la biomasse. Les valeurs des constantes de réaction découlant de ces

déductions sont présentées au Tableau 5.3.
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Par ailleurs, une valeur unitaire est assignée a chacune des constantes de mortalité en
suposant que la perte dun gramme de biomasse, peu importe sa nature, résulte en un
gramme de fragments de biomasse morte. Les constantes d'absorption (k) ont aussi

une valeur de 1, en reconnaissant qu'il y a conservation de la matiere.

Les valeurs des constantes de rendements proviennent du modéle non ségrégué
puisqu'il s'agit exactement des mémes phénomenes. Les taux de consommation sont

aussi les mémes que précédemment. Le Tableau 5.3 résume ces constantes.
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Tableau 5.3: Constantes de réaction et taux spécifiques de consommation du modéle massique

ségrégué et leur valeur

Parametre Valeur Source

| G, ig g’1 conservation de la masse
kbbxa/xbb ig g'l conservation de la masse
K sbbixa 1gg?! conservation de la masse
K xbbrze 2g¢g” db. & cm.’

K xccixa 1gg?! conservation de 1a masse
K% ecra 2gg" db. & cm.'

kbbxcc;xbb Ig g’1 conservation de la masse
K combb lg g'l conservation de la masse
Kosza lg g'1 conservation de la masse
| SN ig g'1 conservation de 1a masse
Kanxee 1gg’ conservation de la masse
| 1 mmol mmol™ conservation de la masse
Kaos.¢ 1 mmol mmol™ conservation de la masse
| S 1 mmol mmol™ conservation de la masse
kmi“g,x 158 ¢ g? expérimentation

Kpouse 0.152 mmol 107 (cellule) expérimentation

Knosre 3.33 mmol 107 (ceilule) expérimentation

Konase 3.33 mmol 10” (cellule)  Sirois (1997)

Kjg 88gL?! expérimentation

Opos 0.003 mmol g b Sirois (1997)

Dpo3 0.0035Lg" h* expérimentation

uns (avec sulfate) 0.016 mmol g'l h! Sirois (1997)

Oung (avec citrate) 0.0625 mmol g’1 ht expérimentation

T d.b. & c.m. : exigence de la division binaire et de la conservation de la masse.

Les quatre cinétiques de croissance englobent vingt constantes dont trois d'entre elles

(Kpoai, Kg et Kpngj) servent a établir un échelon. Elles sont donc fixées a de faibles
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valeurs, soit environ un centieme de Ia concentration nominale du nutriment dans le
milieu de culture (un vingtieme dans le cas du glucose puisquiil v a un 1éger
ralentissement avant l'arrét total de croissance dans ce cas). Les autres constantes sont
déterminées au chapitre 6 par la simulation de cultures expérimentales de maniére 2

minimiser 'erreur d'estimation par le modele de la biomasse séche totale mesurée.

Finalement, les profils de concentration cellulaire sont directement reconstruits 2 partir
des profils de biomasse obtenus et de 1'équation 5.24i. La masse cellulaire minimum
(pa) est utilisée pour minimiser l'erreur d'estimation des profils de concentration

cellulaire par le modele.

Le modéle physiologique massique comprend donc quarante et une constantes, dont
vingt et une sont directement mesurées ou calculées. Toutes les autres qui sont
déterminées par minimisation de l'erreur d'estimation sont des constantes des
cinétiques de croissance ou de mortalité. A cela s'ajoute la masse cellulaire minimale

qui permet de reconstruire les profils de concentration cellulaire.
5.2.4. Simplification de la cinétique associée a la division

Les simulations présentées au chapitre suivant générent des valeurs de constantes de la
cinétique associée a la division cellulaire () qui suggére que les concentrations
ioniques n'ont pas d'impact significatif sur le taux de division dans les plages utilisées.

Clest ce que démontre Ja Figure 5.4 des taux de croissances spécifiques de la cinétique
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de division cellulaire en fonction de la concentration de chaque nutriment dans le

milieu de culture.

1.0 WAALLOO00
0.8 O_o-O*O‘O'O‘Oﬁ(
AR R A DDA
- AA~A-A‘A‘A'A'A_AE§5§€—D’D‘U’D' ”_
064 & o 8:8; -
v
=1 i G/:‘/ O/o
0.4+ o
/
. /o
0.24jo
0.0 &——r—r—pr—r—vrTTT T A
0.00000 0.00005 0.00010 0.00015 0.00020 1 2 3 45
po, (mM)
"‘IU'!IIOIIIII'SIIIII!!I//,/'Yl||l'i‘
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 1 2 3 45
no3 (mM)
iy
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nh4 (mM)
Figure 5.4 : Taux de prolifération cellulaire en fonction de la concentration des nutriments

principaux.D uw,o Ilnoa,A Bobs-

Ces cinétiques sont donc retirées du modele physiologique massique (équation 5.24k)

pour donner 1'équation 5.24k’".

g nh,; PO4;
Ka,g +tg \K +nh4,i Kot,po4i +POy4;

5.24K'

o = Hg

o,nhy
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ol seulement pq* est estimé. Le retrait de ces six constantes estimées fait diminuer le
nombre de paramétres estimés par rapport aux vingt et un parameétres calculés ou

mesurés. Le nombre total de paramétre passe donc de quarante et un a trente-cing.

5.3. Modele physiologique cellulaire

Le modele physiologique cellulaire est trés similaire au modele physiologique
massique. 1l repose sur Ia méme base, le cycle cellulaire, mais décrit plutdt I'évolution
de différents types de cellules plutdt que de biomasse. D'un point de vue conceptuel,
cette facon de faire est plus représentative du procédé a 1'étude. L'unité de base est bel
et bien la cellule et non la biomasse puisque c'est la cellule en tant qu'entité qui
métabolise, synthétise, produit, respire, et non la biomasse. Tous les modeles
précédents, soit ceux présentés ici et ceux publiés par d'autres auteurs, ne sont pas a

rejeter pour autant puisque leurs prédictions sont généralement acceptables.
5.3.1. Hypothéses de modélisation

Les hypothéses de modé€lisation reposent sur les mémes fondements que ceux du

modele physiologique massique, mais sont orientées différemment.
5.3.1.1. Cycle cellulaire et bases de modélisation

Comme pour le modele physiologique massique, le point critique est la division
apparente du cycle cellulaire de la Figure 5.3. Les trois types de cellules posées sont

celles qui se trouvent aux limites du systtme : de petites cellules filles (a)
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immédiatement aprés la division, des cellules meres prétes 2 se diviser (bb) avant la

division et des cellules expansées sans capacité de se diviser (cc).

5.3.1.2. Schéme réactionnel

Le schéme partiel des cellules est obtenu du précédent schéme partiel des biomasses

puisque les phénoménes physiologiques sont les mémes.

Cop BTN C,
¢, ras oo 5.25a
Cob Fe Cec

c,+ ¢+ > débriscellulaires 5.25b

Puisque la concentration cellulaire de chaque type de cellule est connue, la

concentration totale en biomasse peut directement étre obtenue de ces estimations.

Ca+ Cbb+ Ccc-——-—> X 5.25¢

L'absorption nutritionnelle, se fait proportionnellement a la surface de membrane
disponible, et donc, proportionnellement 2 l'ensemble de la biomasse séche. Ceci
n'implique donc aucun changement au niveau du schéme réactionnel, mais des

ajustements sont a prévoir dans les matrices du modele.

0. ooy o
POse P04

o
no;, ———> NOy;

h 5.25d
nh,, —*—> nhy;
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Les nutriments sont utilisés selon la cinétique qui leur sont associée. Le choix du cycle
cellulaire et de la division apparente comme point critique du systéme fait en sorte que
l'association nutriment-cinétique, la phénoménologie du systéme, est indépendante de
la base de calcul choisie (biomasse ou unité cellulaire). Seuls les valeurs des

parametres sont appelées a changer.

Puisque les glucides ont un rendement qui est fonction de la biomasse seche et que les
trois autres nutriments (phosphate, ammonium et nitrate) présentent des rendements
qui sont fonction de la concentration cellulaire, le schéme réactionnel obtenu est le

suivant :
B 2 5256

Le schéme réactionnel complet pour le modele physiologique cellulaire est obtenu

depuis les schemes partiels des équations 5.25a a 5.25e.
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POy —&2—9 POy 5.26a

Pyo
no,, — > jrlep 5.26b

(pnh4
nh4e —— nh4i 5.26¢

Ry

n
g+ ¢, —s Chb 5.26e

Mya
c, ——> C 5.26f

“y,bb
Cpp ——> Co 5.26g
.+ cyt Co—s (débriscellulaites)  5.26h
Cat Cppt Cor™™2>X 5.26i

5.3.1.3. Cinétiques de prolifération et de mortalité cellulaires

Les formes de cinétiques de croissance développées pour le modeéle physiologique
massique représentent des phénomeénes particuliers (division cellulaire, expansion
cellulaire, etc.) indépendants de la base de calcul choisie. Elles sont donc appliquées
au modele physiologique cellulaire. Il en est de méme pour les cinétiques de mortalité.
La version corrigée 5.24j', dont l'amplitude du taux est indépendante des

concentrations ioniques, est utilisée sans intermédiaire pour la cinétique de division.
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Développement du medeéle

Les matrices de prolifération cellulaire du modéele différentiel de I'équation 5.3 sont les

suivantes.

&T—[Ca Cpob Cec 8 PO4ge 003
0 0 0 K,
0 0 S
0 0 0 0
0 0 0 0
- ~Kpo, 0 0 0 0
0 ~Knop0 0 0
0 0 Ko, 0 0
kpo4,¢ 0 0 kpo4/c
0 kno3,¢ 0 ‘kno3/c
L 0 0 knh4¢ knh4/c
—kim/ca 0
0 ”kEZ/chb
kere,  Kewrey
YR 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

T

¢ :[¢po4x Onoy MO3X Opp X UgCpp  MpC,

nh,, poy noy nh4g] 5.27a
‘kihb/ca
ko e,
0
Kyl
0
0
0
0
0
0
~Kpnre, 0 0 |
U
0 0 _km/ccc
0 0 0
0 0 o | 527
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0 |
Mya€a  HypsCob
BmaCs OmiCop OmecCec) 5270
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(7=l 0 0 f, £, fu fum, O O 0 5274
T
g’=[0 0 0000000 0 5.27¢
ou
KJ
Jo ==+ 5.27f
K;+g

Les taux de consommation sont fonction de la concentration en biomasse, tel que
décrit par les trois premiers termes de 'équation 5.27c. Toutefois, la biomasse seche
n'est pas directement estimée par le modele physiologique de prolifération cellulaire
de I'équation 5.27. Elle s'obtient a l'aide de la masse cellulaire minimale (p,) puisque

les cellules "bb" et "cc" ont théoriquement une masse du double de celles des cellules

. n o,
a

X = pa (Ca +2Cbb +200c) 528

Le rendement en glucose est exprimé en grammes de glucose par gramme de
biomasse. Le premier terme de droite du bilan massique est corrigé avec la masse

cellulaire des cellules "a" (p,) selon I'équation 5.29.

d o 1 dv
-C—i%— = —kgl/l?i']gl (uﬁ TUya )paca _V[Qech +'at~)p04i + f(g) 5.29

Une correction est aussi apportée au modele cellulaire pour exprimer les

concentrations intracellulaires des nutriments, en fonction de la concentration
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cellulaire et non du volume de culture. Le modele physiologique cellulaire résultant de

ces opérations est le suivant.

E"=l, cp Ce 2 DOs MOz mhy poy moy mhy|  530a
0 0 0 kS Jog e,
0 0 0 =k, k&
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
K =| Ko O 0 0 0
0 ~ky, O 0 0
0 0 ~Ku, 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
~k2 o 0 ~Kue, 0 0
0 - ::)Z/cbb 0 —km/cbb 0
Koo, Koo 0 0 Ky,
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 5308
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 |
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1
i

0 0 0 0 0 0 0000
0 0 0 0 0 0 0000
0 0 0 0 0 0 0000
0 0 0 0 -kgi -kiy 0 00 0
0 0 0 0 0 0 000 0
K=l 0 0 0 0 0 00 0 o230
0 0 0 0 0 0 0000
Kpo,o O 0 -kpye O 0 000 0
0 Ky O kg, O 0 000 0
0 0 Kyo —Kase O 0 0000

T _
¢ "[¢po4x q)n% no3Xx ¢nh4x HoChb p‘ﬁca ”y,aca uy,bbcbb

em,aca em,bbcbb em,(:ccccj 530(1
= 0 0 f, £, fu fm 0 0 0] 5.30e
qg’=[o 0 000 000 0 0 5.30f

ol, dans le modéle 5.3,

Ko =K@+ K,xo 5.30g



238

et ou
¢! 0 0O 0 0 0000
0 ¢ 0 0 0 0 0000
0 0 ¢’ 0 o0 0 0000
0 0 0 c¢c' 0 0 0000
(=0 0 0 0 pJ; 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 pJ! 0000 5.30h
6 0 0 ¢ 0 6 00 00
6 0 0 0 0 0 00 0O
o ¢ 6 o 0 6 0000
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0]
X = pa (Ca + 2Cbb + 2Ccc) 5.30i
et
KJ
J,=—= 5.30
g K; +g
Les cinétiques de croissance sont obtenues par les équations suivantes.
o g nhy; PO4; 530k
ua - ua !
Kog T8 | Koan,, +0hg; | Ko po, +PO4;
g = Hpp| e P04 5.301
Kn,’i +nt,i :Kpo4i +p04,i

Mya =Wexp 1- T P04 5.30m
Ky, +ng A Ky, +pogy;
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_ Ky .po, Ky n,
By oo = My bp 5.30n
Ky po, T P04 | Ky, +1hy
oll
. g Kpas
“exp - uexp ?T H Kpnz 5.300
Be T8 0=103,p04 ¢ Ay 4 Kﬁ,n,l LR
Les cinétiques de mortalité sont obtenues des équations suivantes.
g
6,,=0.11- 5.30p
' ’ K,+g
Bbb = O >-30q
em,cc = em,cc 5.30r

5.3.3. Evaluation des valeurs des paramétres

Les valeurs des constantes de réactions cellulaires (ko et k) sont obtenues suivant
les principes de division binaire et de conservation du nombre. Contrairement au
modele physiologique massique précédent, 'expansion cellulaire (l'augmentation
massique) est considérée comme un réarrangement cellulaire dans ce cas-ci. Les
constantes d'assimilation (kp ) sont obtenues par conservation de la masse. Les valeurs
des constantes de rendements et des taux d'assimilation sont les mémes que celles

utilisées précédemment, telles que présentées au Tableau 5.4.
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Tableau 5.4: Constantes de réaction et taux spécifiques de consommation du medéle celiulaire
ségrégué et leur valeur

Paramétre Valeur Source
Kewewn 2 (cellule) (cel]ule)‘1 division binaire
Kepvrca 1 (celiule) (celiule)" conservation du nombre
Kecesen 1 (cellule) (cellule)‘1 conservation du nombre
Keeerenb 1 (cellule) (cellule)™” conservation du nombre
Kupvea 1 (cellule) (cellule)™ conservation du nombre
Kot 1 (cellnle) (ce]lule)'] conservation du nombre
Kuyece 1 (cellule) (cellule)” conservation du nombre
Kpoa,0 1 mmol mmol™ conservation de la masse
Koo 1 mmol mmol™ conservation de la masse
Kanao 1 mmol mmol™ conservation de la masse
K™ 158¢g¢’ expérimentation
Kpoasc 0.152 mmol 107° (cellule) expérimentation
Knosre 3.33 mmol 107 (cellule) expérimentation
Kubase 3.33 mmol 10° (cellule)  Sirois (1997)
K’ g 88glL’ ‘expérimentation
Ppos 0.003 mmol g™ h! Sirois (1997)
Duo3 0.0035Lg"'h’ expérimentation
dopas (avec sulfate) 0.016 mmol g’ b Sirois (1997)
Oupa (@avec citrate) 0.025 mmol g h’ expérimentation

Comme pour le modele précédent, les constantes des cinétiques de croissance sont

déterminées au chapitre 6 a l'aide de simulation de cultures expérimentales de manicre

a minimiser l'erreur d'estimation de la concentration cellulaire totale, & I'exception des

constantes échelons Kyosi, Ky et Kungi qui ont la méme valeur que pour le modéle

physiologique massique.
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La concentration en biomasse séche totale est estimée parallclement au modele
différentiel de I'équation 5.3 par 1'équation 5.30i a partir des profils de concentrations

cellulaires et de la masse cellulaire minimale (p,).

Le modele cellulaire différentiel comprend trente-cing constantes dont vingt et une
sont directement mesurées ou calculées. Celles déterminées par minimisation de
I'erreur d'estimation de la concentration cellulaire font toutes partie des cinétiques de
prolifération ou de mortalité. A cela s'ajoute la masse cellulaire minimale pour

T'estimation de la biomasse totale.
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5.4. Modélisation descriptive

Ies modeles développés dans les sections précédentes sont completement autonomes.
IIs ne requiérent aucun apport d'informations pendant leur fonctionnement, ce qui en
fait des modeles prédictifs mais les empéchent d'étre utilisés pour suivre le
comportement des cultures en temps réel. Un nouveau modele de croissance,

directement reli€ a la culture a suivre, est développé pour y parvenir.

54.1. Hypotheses de modélisation

Ce nouveau modele doit €tre relié 2 la croissance des cultures par des variables fiables
mesurées en continu. Le nombre de variables qui répondent a ce critére est peu élevé
pour le systeme utilisé. Le Tableau 5.5 présente les variables mesurées en temps
continu pour des cultures de cellules végétales et la raison de leur rejet comme source

d'informations pour le modele le cas échéant.

Tableau 5.5:  Variables mesurées en continu lors de cultures de cellules végétales en suspension

Variable Objet Raison du rejet

Conductivité Concentration ionique totale Quasi constante en milieu controié*
CTR Production de bioxyde de carbone -

OUR Consommation d'oxygéne e

Oxygene Concentration en oxygéne dans le milien  Concentration contrélée

dissous

PH Concentration protonique Non reli€ aux variables modélisées*
Rq Rapport respiratoire Non reli€ aux variables modélisées*

* observations expérimentales antérieures
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ILe CTR et le OUR sont donc deux variables qui peuvent servir au modele. A prime
abord, le nombre maximum de variables indépendantes pouvant Eétre suivies
directement (indépendemment du modele) en temps réel par un tel systéme est donc de
deux. Cependant, comme mentionné 2 la section 2.4.1, la demande en ATP et donc la
demande respiratoire, est directement li€e a la composition élémentaire de la biomasse
(Penning de Vries et coll., 1974). Puisque la composition de la biomasse est fonction
des ions absorbés (de Guch et van der Plas, 1996), la demande en ATP et donc les
colits respiratoires sont grandement fonction de l'absorption ionique et de la synthése
des protéines (de Visser et coll., 1992 ; Penning de Vries et coll., 1974 ; van der Werf
et coll., 1988). Pour ces raisons, les profils de respiration sont difficilement utilisables
pour assurer un suivi fiable de I'évolution des cultures. Ils dépendent de plusieurs
variables qui ne sont pas nécessairement reliées directement avec une variable du

modéle de croissance.

Le CTR est directement relié a la consommation en glucides et ainsi, au rendement
associé a ce nutriment. Comme démontré 2 la section 4.1, ce rendement peut varier en
fonction de la concentration en glucides dans le milieu de culture. Une faiblesse dans
la corrélation entre une variable de croissance et le CTR est donc a prévoir. Dans ce
contexte, une étude est réalisée sur la relation entre ces deux variables de suivi (le
CTR et le OUR) et les variables de croissance (c, X, fic, et fy), a l'aide des cultures

utilisées pour développer les modeles précédents. Les coefficients de régression
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linéaire entre ces variables de méme que les écarts types résultants sont présentés au

Tableau 5.6.

Tableau 5.6:  Moyennes des coefficients de régression linéaire (r’) et écarts types obtenus avec

Ies 14 cultures utilisées pour le développement des modéles

CIR OUR
c 0.8+03 0.8+0.2
X 0.6+04 0704
Ee -0.3+04 -0.3+£04
Bx 0105 -0.1x05

I semble donc que les meilleures corrélations correspondent & un suivi de la
concentration cellulaire a I'aide du CTR ou du OUR qui représentent des solutions
équivalentes d'un point de vue statistique. Cependant, le calculs des ces deux variables
de culture :

. E ~E E
Coir | YarQuir +Qo,

OUR,, =k a —= 5.31
yair Qflr +Qg2
1
CTRm = V(yg02Q§ - ngZ’inr> 532

indique que le OUR dépend de 1a mesure du coefficient de transfert d'oxygene (kpa).
Or ce paramétre n'est mesuré que périodiquement aux 12 heures et plus par la
technique de la pente respiratoire (Aubry, 1995). De plus, sa mesure est trés sensible
aux conditions de culture au moment de la mesure. Par ailleurs, e CTR est mesuré en
continu et ne dépend que des débits massiques des gaz, de la mesure du bioxyde de

carbone des gaz de sortie et du volume de la culture. Cette variable est donc choisie
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pour la description en temps réel du comportement des variables de croissance des

cultures en bioréacteur.

5.4.2. Développement du modéele

Puisque seul le CTR peut étre utilisé afin d'évaluer la croissance de cultures en
bioréacteur, il appert que seul le modéle non ségrégué peut étre utilisé puisque les
variables de croissances des modeéles ségrégués sont intimement liées, leur conférant

ainsi trois degrés de liberté.

Le suivi de la prolifération cellulaire des cultures en bioréacteur pourrait étre réalisé en

adaptant le bilan massique sur la concentration cellulaire en estimateur direct.

de_tu-L Q +§—Y— c+ (c —c) 5.33
dt | vV éch dt YC m .
avec
cn, =ACTR 5.34

Cependant, la lecture du CTR,, 2 chaque cycle d'acquisition (10s) est 1égérement
bruitée (<5%). Ce bruit de mesure est amplifi€ par le paramétre de suivi A et est
propagé dans le modéle ce qui affecte tous les signaux. Afin de minimiser ce bruit, un
régresseur de la concentration cellulaire mesurée (cy,) par les moindres carrés récursifs
avec facteur d'oubli (Astrom et Wittenmark, 1995) est développé de la maniére

suivante sous une forme discrétisée :
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- 5.353
Cfn,t = Cxen,t—l +K, (CTRt “Atlcem,t—l)
K., =P A7 (e +A7P, A7 ] 5.35b
c,t TRttt c + T Ao t-1t 2t
P, =(-K AT P, A 5.35¢

ol ¢y est lestimation directe de la mesure de la concentration cellulaire par le
régresseur des moindres carrés, K est le gain d'estimation et P est la matrice de
covariance. De plus, une étude expérimentale du parameétre de suivi A démontre que

sa valeur varie dans le temps tel que montré a la Figure 5.5.
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c
1

A (10" h mmol™)

Figure 5.5:

T k3 T ¥ T T 7 T ¥ ¥ ¥ 7 ¥ T ]

T T
50 100 150

temps de culture (h)

Variation de A, lors d'une culture type de cellules végétales en bioréacteur

Ce coefficient doit aussi étre suivi en continu. Pour ce faire, un estimateur (régresseur)

de A par les moindres carrés récursifs avec facteur d'oubli (Astrom et Wittenmark,

1995) est développé comme suit:

A=A Ky, (Am,t —At—l) 5.36a
1

Ka =Py ()"A + PA,H) 5.36b

Py = (1 —Ka, A,ijxl 5.36¢



2438

ou Ay, est le dernier quotient [c (CTR)’ll mesuré suite a 'échantillonnage.

La correction de la concentration cellulaire provenant du suivi du CTR représente une
compensation a une incapacité du modéle a prédire adéquatement la croissance
cellulaire. Or, connaissant la masse cellulaire & un instant donné et en admettant que
cette variable est pseudo-constante sur un court interval de temps défini (10 secondes
dans ce cas-ci), la correction de la concentration cellulaire peut directement €tre
appliquée a la biomasse séche. L'estimation en continu de la biomasse séche provenant

d'ane variable mesurée (x°y) se fait donc comme suit :

Xy e
Xp = (——‘—‘—Jcm,; 537

Cia

Il en résulte que le modele discret utilisé pour le suivi en continu des variables de

croissance est décrit par les équations 5.38a a 5.38m.

6 =& +T[K<o(a>—-—\17(czéch | SRR —a)} 538

V, -V, LEE,
It [VZ*@‘)‘QM —Qéch} 5.38b
z=1 Eaf,z t—1

&TZ{X C g pog, mnos nhy Ppoy, noy nh4iJ 5.38¢
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0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0
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(PT:[¢po4X $no, X003 O X U,X Hcc]
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Ce modele est utilis€ conjointement avec les estimateurs suivants.

Come = Cret T Ko, (CT R, —Ach ) 5.35a
K., =P, A7 (kc + AP, AL )“ 5.35b
Poo= (1 - KC,tA.tl c,t—l}\'::l 5.35¢
et
A=A +Ky, (Am,t “AH) 5.36a
Ky, =Py o r+Py o) 5.36b
Py, = (1 ~Kj, A,t—l};/\] 5.36¢

avec la correction simultanée de la biomasse séche selon I'équation 5.37.

X

€ 11 €

xS, =| 2L ke 5.37
Ci

54.3. Evaluation des valeurs des parametres

Les parameétres du modele descriptif sont les mémes que ceux du modéle non
ségrégué. Les valeurs des deux facteurs d'oubli (Ac et A,) sont déterminées en fonction

de 1a période historique désirée, sachant que l'intervalle d'échantillonnage est de 10
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secondes et que le nombre d'échantillons historiques considérés par le modele (Astrom

et Wittenmark, 1995) est obtenu par 'équation 5.39.

N = 5.39

_Z
1-A
Les valeurs obtenues sont présentées au Tableau 5.7. Les gains d'estimation (y) sont

déterminés par simulation de maniére a assurer une convergence du suivi sans

dégradation des mesures par le bruit ou l'action excessive.

Tableau 5.7:  Facteurs d'oubli, échantillons et périodes historiques

A N P (b
c 0.999 2000 5.6
A 0.9999 20000 55.6

5.5. Amélioration postoptimisation des modeles

La démonstration E4 de I’annexe E indique que l'absorption nutritionnelle est accrue
par une augmentation de la biomasse séche. Ceci repose sur I'hypothése voulant que le
transfert soit proportionnel 2 la surface disponible. Or, les cellules en se divisant,
accroissent la surface cellulaire totale sans qu'il y ait nécessairement augmentation de
la biomasse s¢che. De fait, I'absorption nutritionnelle augmente avec la division
cellulaire tel qu'observé lors des cultures d'optimisation. Cette démonstration (E5 de
I'annexe E) qui résulte d'observations faites pendant la phase d'optimisation en

continu, représente un ajout postoptimisation aux modeles de croissance.
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6. SIMULATIONS ET VALIDATION

6.1. Outils de simulation

6.1.1. Logiciel et fonctions

Les modeles développés au chapitre précédent sont simulés a l'aide du logiciel MatLab
5.3 (MathWorks inc.). La fonction ODE45 qui permet de simuler des systémes
d'équations différentielles est utilisée pour minimiser les erreurs d'estimation du
volume, mais génére des temps dattente trop importants et des problémes de
saturation de mémoire pour les boucles de minimisation des erreurs d'estimation des
cultures. I en est de méme pour les fonctions ODE23 et ODE23T. Une fonction
similaire a ODE23 utilisant I'approche de Runge-Kutta du second ordre (Bequette,
1998) a donc été programmée. L'utilisateur peut spécifier le pas maximum admissible
(1 heure dans ce cas-ci) d'intégration dans cette nouvelle fonction. Celle-ci utilise une
valeur de pas la plus prés possible, mais inférieure au pas maximum spécifié pour
générer un nombre entier d'étapes de calcul entre le temps initial et le temps final

spécifiés.

Quant a la minimisation des erreurs d'estimation des cultures, la fonction CONSTR
(maintenant remplacée par FMINCON) qui permet de minimiser une fonction 2
plusieurs variables sujette a certaines contraintes est employée. Le critére de
minimisation est défini a la section suivante et les contraintes sont spécifiées pour

chaque cas.
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6.1.2. Caleul des erreurs d'estimation

Afin de pouvoir comparer les performances d'estimation des modeles et d'optimiser
leur fiabilité, trois méthodes de calcul des erreurs d'estimation sont présentées. Les
deux premiéres sont utilisées pour quantifier et qualifier les performances des modeles

alors que la troisiéme méthode est utilisée pour minimiser l'erreur d'estimation.

6.1.2.1. Erreur relative moyenne

L'erreur relative moyenne (ERM) génére une valeur en pourcentage représentant
l'erreur moyenne d'estimation. L'erreur relative de chaque culture est tout d'abord

calculée selon :

e, = — 6.1

j
Z Vini
i=1

oll i représente 1'échantillon, j, le nombre d'échantillons, k, la culture, ve; et vnj, les
variables estimées et mesurées & l'échantillon i. L'ERM est obtenue en faisant la

moyenne des erreurs relatives des cultures :
L

2.8k

€ oy = E—*100% 6.2
L

moy

o L représente le nombre de cultures étudiées. L'avantage de cette méthode est qu'elle

exprime un pourcentage, ce qui donne une idée rapide de I'importance de l'erreur.
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6.1.2.2. Coefficient de détermination multiple empirique

Le coefficient de détermination multiple empirique (CDME) qualifie la capacité du
modele d'effectuer des régressions sur plusieurs tests indépendants. De maniére
similaire au coefficient de régression linéaire r*, le CDME ne peut étre appliqué qu'a
un seul essai ou & un ensemble d'essais regroupés indistinctement en un lot de

résultats. Le CDME est obtenu par 'équation suivante :

Z(Ve,i Vi )2 6.3
R? =1-—-=

3
Z(V m,moy - Vm,i )2

=1

ol Vmmoy Teprésente la valeur moyenne de la variable mesurée. Cette technique
présente comme principal avantage, une bonne sensibilité mathématique. Toute
déviation de la courbe destimation des points expérimentaux se fait sentir

significativement sur cet indice de corrélation.

ILe CDME donne une meilleure idée de la qualité de la corrélation & haute précision,
alors que I'ERM est plus significative lorsque les courbes s'éloignent I'une de l'autre.
Le coefficient moyen est obtenu par la moyenne mathématique des coefficients de

chaque culture.
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6.1.2.3. Carré pondéré des erreurs

Le carré pondéré des erreurs (CPE) est utilis€é comme critére de minimisation
simultanée des erreurs d'estimation de la biomasse séche et de la concentration
cellulaire. Le carré des erreurs d'une variable estimée pour une culture s'obtient par

I'équation 6.4.
ey = 2 (Ves = Vini f 6.4

Lorsque le carré de l'erreur doit étre compilé pour plus d'une culture, le carré de
chaque culture est pondéré par le nombre d'échantillons de cette culture afin d'éviter
que les expériences échantillonnées plus fréquement n'aient un poids plus important

dans le processus d'optimisation.

L Z<Ve,i ~Vmgi )2 | 6.5

De la méme maniére, il est facile de compiler le carré des erreurs simultanément pour
différentes variables selon I'équation 6.5. Par la suite, le carré total des erreurs est
calculé en additionnant le carré pondéré de chaque culture pondéré pour chaque

variable:

epp = WEE, 6.62
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T
B2 =[2 el . ey okl 6.6b
‘w, 0 0 0]
0 w, 0 0
W =
6.6¢
0 o wy,y, O
0 0 0w, |

Les gains de pondération wq sont définis par l'inverse du carré de la moyenne des

valeurs mesurées pour chaque variable.
Wa = Vamoy 6.6d

Dans le cas présent, la minimisation de l'erreur destimation est faite sur la
concentration en biomasse séche et la concentration cellulaire. Le systéme 6.6 devient

donc

w, O e
eop =I: } 12)" 6.7
0 w, epe

Afin d'éviter un amenuisement numérique du carré total des erreurs pouvant créer des

problémes de convergence, 1'équation précédente est normalisée pour la concentration

o2 :1 4] el%x
N0 wowi ] el 6.8

Le systéme 6.8 est utilisé pour minimiser simultanément les erreurs d'estimation de la

en biomasse séche :

biomasse seéche et de la concentration cellulaire.
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6.2. Modele massique non ségrégué

Le modele massique non ségrégué est implanté dans MatLab et la croissance de

cultures opérées sous différentes conditions est simulée.
6.2.1. Estimation des parameétres et généralisation

Les constantes des cinétiques de croissance de biomasse et de prolifération cellulaire
sont déterminées a l'aide des résultats expérimentaux de 14 cultures, de maniére 2
minimiser l'erreur d'estimation des variables de croissance. L'utilisation de plusieurs
cultures différentes représente un élément clé de ce projet de recherche qui permet de

généraliser le modele.

La croissance de la biomasse séche du modele massique non ségrégué est
indépendante de la prolifération cellulaire. Les constantes de la cinétique de croissance
sont donc déterminées en premier lieu de mani€re & minimiser I'erreur d'estimation de
la biomasse séche a l'aide de I'équation 6.5. Celle-ci est aussi utilisée a I'étape
subséquente lors de laquelle l'erreur d'estimation de la concentration cellulaire est
minimisée a l'aide des constantes de la cinétique de prolifération cellulaire. La forme
du modele massique non ségrégué ne permet que de prédire la phase de croissance
exponentielle. L'erreur d'estimation n'est donc comptabilisée qu'entre le début de la
culture et le moment ot il y a arrét de croissance. Les résultats de simulation pour

chacune des cultures utilisées sont illustrés a l'annexe H.
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Les valeurs des paramcires obtenues par minimisation des erreurs d'estimation des

variables de croissance sont présentées au Tableau 6.1.

Tablean 6.1 :  Constantes des cinétiques du modéle massigue non ségrégué
Parametre Valeur Source Parameétre Valeur Source
po* 0.013h" simulations i 0.029 v simulations
K pote,1 73 mM simulations K pode.1 2.0mM simuljations
K pote2 -0.64 simulations K x pote,2 G.15 simulations
K no3e 48 mM simulations K s no3et LimM simulations
K cnote2 1.7 simulations K xno3e2 0.16 simulations
K cnnai 1124 mM simulations K xondit 2.0mM simulations
K nnaz -0.20 simulations Ky onaiz 0.22 sirnulations
K, gL’ fixée (échelon)

Koosi 0.01 mM fixée (échelon)
Kas 0.2 mM fixée (échelon)

L'erreur relative moyenne (ERM) d'estimation de la biomasse séche est de 14 %, ce

qui correspond a un coefficient de détermination multiple empirique (CDME) de 0.63.

La Figure 6.1 présente les valeurs de ces deux paramétres pour les cultures utilisées

lors de I'ajustement des paramétres du modéle.
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Figure 6.1 : ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour chague culture lors de

I'ajustement du modéle massique non ségrégué. ----- MOYenne, - - + 1 écart-type.

Les cultures 2SH22 et 2SH24 sont grandement responsables des erreurs d'estimation
de la biomasse. En effet, 'ERM et le CDME passent a 10 % (-4 %) et 0.91 (+0.27)
respectivement lorsque ces cultures n'entrent pas dans les calculs. Ces variations, de
méme que l'erreur résiduelle du modele, peuvent étre causées par différents facteurs
externes non considérés par le modéle de croissance tel que la qualité et 1dge de

Pinoculum, la qualité du milieu de culture, la concentration des autres nutriments,
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I'état physiologique cellulaire, etc. L'utilisation de protocoles expérimentaux rigoureux

permet de limiter les variations majeures sans toutefois les éliminer.

Les erreurs sur la concentration cellulaire sont de 20 % pour I'ERM et de 0.56 pour le

CDME. Ceux-ci sont présentés a la Figure 6.2 pour chacune des cultures utilisées.
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Figure 6.2 : ERM et CDME sur la concentration cellulaire, obtenus pour chaque culture lors
de I'ajustement du modéle massique non ségrégué. ~---- moyenne, -+ 1 écart-

type.
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Les 3 premiéres cultures amplifient l'erreur d'estimation de la concentration cellulaire,
particulidrement la culture 2SH9. En retirant cette derniére culture, 'ERM et le CDME
passent & 17 % (-3 %) et 0.68 (+0.12) respectivement puis 2 12 % (-8 %) et 0.78
(+0.22) si 2SH8 et 2SH10 sont aussi retirées. La concentration cellulaire est sensible 2
I'efficacité enzymatique, & I'échantillonnage, aux nombreuses manipulations effectuées
sur l'échantillon, au temps de mise en solution, 4 la qualité des enzymes utilisées, a

I'expérimentateur, etc.

6.2.2. Analyse de sensibilité des paramétres

Afin de déterminer I'importance relative de chaque parametre du modele, leurs valeurs
sont modifiées de +50 % et leur impact sur l'erreur d'estimation est obtenu par
simulation. La Figure 6.3 présente la variation maximale résultantes pour I'ERM et le

CDME sur l'estimation de la biomasse séche.
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Figure 6.3: - Effets maximum d'une variation de 50 % des parametres du modele massique de

croissance non ségrégué sur I'estimation de la biomasse séche.[_| variation

provenant de ~50 %,[7] variation provenant de +50 %.

Les paramétres du taux de croissance de la biomasse (u,* et K) et la constante de
rendement en glucides (kg) affectent principalement la qualité d'estimation de la
croissance de la biomasse. L'impact des parameétres du taux de croissance s'explique
par l'accumulation rapide des erreurs produite par la forme exponentielle de la

croissance de la biomasse. La valeur de ces parametres est déterminée en minimisant
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le carré de l'erreur d'estimation du modéle ce qui diminue leur impact sur la précision

du modéle dans sa forme finale.

L'impact important de la constante de rendement en glucides sur la précision
d'estimation du modéle, particulierement sur le CDME, provient du fait qu'il s'agit
d'une constante minimale de rendement en glucides. Ce parameétre varie en fonction de
la concentration en glucides dans le milieu de culture selon les résultats présentés a la
section 4.1. Or, en variant uniquement la constante minimale sans ajuster la constante
de Jerusaliwski qui lui est associée, son impact devient important. En outre, le
changement de la valeur de cette constante provoque l'arrét prématuré ou le
prolongement indu de la phase de croissance en biomasse séche ce qui affecte
directement la qualité de description (prédiction) du modele. L'impact des autres

paramétres est moindre que celui des parametres discutés plus haut.

La Figure 6.4 présente la variation maximale obtenue pour I'ERM et le CDME sur

Testimation de la concentration cellulaire.



265

S

~ 703 77—

= 604

% 50 - 7

— 404 7z

5 304 2

W e

= 203

g 30 U e v on

S T IWMMU'MW@@Q-?T’?”H

~ -2

o

- 43

C:'ni 3 /]

5 °1 1 @

"10": _A_
-124
N D e E kTN AR s TSNS OIT N ~-2005 0
IO XEIZ I FFICIOEEFTFLEXNIITETTED
33¢ ¢ S8IIg8gSoSiiseegIvERze
N & AN e,
Figure 6.4 : Effets maximum d'une variation de 50 % des parametres du modéle de

croissance sur I'estimation de la concentration cellulaire.[:] variation provenant

de -50 %, variation provenant de +50 %.

Comme précédemment, les paramctres qui influengent le plus l'estimation de la
concentration cellulaire sont ceux du taux de prolifération cellulaire. Cependant, leur
impact est beaucoup plus grand (70 % a 80 % d'erreur supplémentaire comparé 2 30 %
a 40 % précédemment pour 'ERM et -4 & —12 comparé a —1 a -3 pour le CDME). La
précision des estimations des profils de concentration cellulaire est donc largement

affectée par les valeurs des parametres de la cinétique de prolifération cellulaire. Le
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taux d'absorption en phosphate se fait ensuite sentir par son impact sur la
concentration extracellulaire en phosphate qui influencent la cinétique de prolifération.
Par la suite, les parameétres de la cinétique de croissance en biomasse affectent la
prolifération cellulaire par l'assimilation nutritionnelle qui est fonction de la

concentration en biomasse et qui influence la cinétique de prolifération.

6.2.3. Validation

Le modéle massique de croissance non ségrégué est validé au moyen cultures autres
que celles utilisées pour son développement afin de vérifier sa généralisation. Les trois
cultures simulées, dont les résultats sont illustrés a l'annexe I, furent alimentée en

continu avec 3 ou 4 solutions nutritionnelles alors que le modele fut développé avec

des cultures en cuvée ou alimentées avec un seul nutriment.

La Figure 6.5 compare les erreurs d'estimation de la biomasse séche pour ces trois
cultures. L'estimation de la concentration en biomasse des cultures 2SH35 et 2SH37
est décrite par le modéele avec des ERM de 17 % et 15 % et des CDME de 0.78 et 0.76
respectivement.Les erreurs obtenus sont plus grande (28 % et 0.64) pour la culture
2SHA40. Ceci est provoquée par une croissance soudaine vers 160 h. Le profil est

rejoint par le modele vers 380 h (Figure 1.3).
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Figure 6.5 : ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour les cultures
postdéveloppement par le modele massique non ségrégué, ----- moyenne,
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Les performances du modeéle pour I'estimation de la prolifération cellulaire des 3
cultures alimentées sont supérieures a la moyenne des précédentes cultures (Figure
6.6). Ces résultats confirment la généralisation du modéle massique de croissance non
ségrégué et sa capacité a prédire le comportement de cultures opérées différemment

que celles utilisées lors de son développement.
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6.3. Modele physiologique massique

La méme procédure d'ajustement et de validation que précédemment est utilisée pour
le modeéle physiologique massique. En plus, une expérience réalisée en flacons est

présentée pour tenter de valider I'nypothése de base de ségrégation.
6.3.1. Estimation des parametres et généralisation

Pour généraliser le modele physiologique massique, les constantes des cinétiques
d'expansion, de division et de mortalité sont déterminées au moyen des 14 cultures de
développement. L'équation 6.8 est utilisée pour minimiser simultanément les erreurs
d'estimation de ces deux variables de croissance intimement liées. Contrairement au
modéle non ségrégué, le modele physiologique massique couvre toutes les phases de
la croissance cellulaire. Les erreurs d'estimation calculées résultent donc de
prédictions qui couvrent I'ensemble des culture. Les résultats de ces simulations sont

présentés a l'annexe J.

Les valeurs des paramétres des cinétiques qui minimisent les erreurs d'estimation des
variables de croissance sont présentées au Tableau 6.2. La valeur de la masse

cellulaire minimale caractérisant I'ensemble des cultures est de 1.43 ng.
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Tableau 6.2 : Constantes des cinétiques du modéle physiologigue massique

Parameire Valeur Source Parametre Valeur Source

fho* 0.060h7  simulations Pexp® 0.020h"  simulations
Kopote,1 90.0 mM simulations Koxppote,1 1.8 mM simulations
Kopote,2 -0.42 simulations Kexppose2 0.16 simulations
Konoze1 74.0 mM simulations Kexpnote,1 4.0 mM simulations
Konote2 -0.92 simulations Kexponote,2 0.18 simmlations
Ko nhaiz 1140 mM simulations Kexp.uni,g 2.3 mM simulations
Kannai2 -0.21 simulations Kexp.nnai2 0.27 simulations
Pyn™® 1.8x10°h7"  simulations B2 0.0050 h™! simulations
Ky pos 0.050 mM simulations Bbb on? simulations
K sns 0.16 mM simulations Once 0.013 1™ simulations
K, 1.0gL?  fixée (échelon)

Kposi 0.010 mM fixée (échelon)

K 0.20 mM fixée (échelon)

L'ERM global d'estimation de la biomasse séche est de 15 % avec un CDME de 0.83.
La Figure 6.7 compare la valeur de ces deux paramétres pour chaque culture utilisée
lors de la quantification des paramétres des cinétiques de croissance. L'ERM est
accrue significativement pour les cultures 2SH16 et 5SH23. Le CDME est plutdt
abaissé par les cultures 2SH22 et 5SH23. En retirant ces cultures du calcul de I'indice
concerné, les valeurs de 'ERM et du CDME passent respectivement a 13 % (-2 %) et

0.89 (+0.06).
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Figure 6.7 : ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour chaque culture Jors de
I'ajustement du modéle physielogique massigue, ~=«-- moyenne,
----- = 1 écart-type.

L'ERM et le CDME obtenus suite a la phase de minimisation sont de 17 % et 0.67
respectivement pour la prédiction de la prolifération cellulaire. La Figure 6.8 présente

la valeur de ces indices pour chacune des cultures utilisées. L'erreur est partagée entre

toutes les cultures.
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Figure 6.8 : ERM et CDME sur la concentration cellulaire obtenus pour chaque culture lors

de I'ajustement du modéle physiologique massique. ----- moyenne,

----- + 1 écart-type.

L'estimation conjointe des deux variables de croissances induit une source de variation
supplémentaire dans le modele. En effet, 1a concentration cellulaire est déduite des
concentrations des trois types de biomasses séches. La minimisation de l'erreur
d'estimation d'une des deux variables de croissance entraine inévitablement une
correction semblable (ajustée par la masse cellulaire minimale) sur I'autre variable,

quelle soit bénéfique ou non pour l'estimation de cette derniére. Les valeurs des
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paramétres qui ont été retenues sont donc un compromis de minimisation du carré des

erreurs d'estimation des profils des deux variables de croissance.

Il est important de rappeler que ce modéle de croissance permet de prédire le
comportement de Ia croissance durant toutes les phases de culture. Cette amélioration
est trés significative puisqu'elle permet non seulement de prédire la fin de la phase de
croissance exponentielle, mais aussi d'en comprendre la cause et d'évaluer des
stratégies d'alimentation pour la relancer. De plus, le comportement des différents
types de biomasses suggere fortement l'état physiologique cellulaire, & savoir la

tendance des cellules a se diviser ou a s'expanser.

6.3.2. Analyse de sensibilité des parameétres

L'erreur d'estimation maximale de la biomasse seche résultant d'une modification de
+50 % de la valeur de chaque parametre du modele est présentée a la Figure 6.9. Il
appert que le modele physiologique massique est plus stable par rapport aux erreurs de
détermination de ses parametres que le modele non ségrégué (i.e. les perturbations de
+50 % génerent des erreurs moins grande). Ainsi, 'augmentation de I'ERM maximale
est de 22 % alors qu'elle était de 41 % pour le modele massique non ségrégué (Figure
6.3). De méme, la plus importante diminution du CDME générée par le modéle non

ségrégué est de 2.5 (Figure 6.3) alors qu'elle est de moins de 0.90 dans le présent cas.
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Figure 6.9 : Effets maximum d'une variation de 50 % des paramétres du modele de

croissance physiologique massique sur I'estimation de la biomasse seche.

D variation provenant de -50 %, variation provenant de +50 %.

La précision du modele est fortement reliée a la valeur des constantes de la cinétique
d'expansion cellulaire. L'impact réel de la valeur de ces paramétres, amplifié par une
croissance exponentielle, est diminué puisqu'ils sont déterminés par minimisation du
carré de l'erreur destimation du modéle. L'imact significatif de l'autre paramétre

d'importance majeure, la masse cellulaire minimale, est tout a fait logique puisqu'il fait
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le lien entre les différents types de biomasse séche et la concentration cellulaire.
Puisque l'utilisation des nutriments ionigues est proportionnelle a la prolifération
cellulaire, cette constante affecte directement les profils de croissance en biomasse
séche. Les autres paramétres ont un impact moindre sur la convergence du modele

physiologique massique comme celui observé pour le modéle massique non ségrégué.

La Figure 6.10 présente les effets maximum sur les erreurs d'estimation de la
concentration cellulaire du modeéle physiologique massique lors du test d'analyse de
sensibilité des parametres. Les effets maximum sur I'ERM et le CDME sont moindres
pour le modele physiologique massique que pour le modele massique non ségrégué ce
que confirme la plus grande stabilité du premier par rapport aux erreurs de
détermination des valeurs de ses parametres. Cette amélioration est flagrante pour
I'estimation de la concentration cellulaire ot l'effet maximum se situe sous les 18 %,
alors qu'il était de pres de 80 % pour le modéle massique non ségrégué (Figure 6.4).
De méme, I'effet maximum sur le CDME du modéle physiologique massique est passé
sous l'unité alors qu'il dépassait la dizaine pour le modéle massique non ségrégué.
Comme il fallait s'y attendre, les parameétres influencant l'erreur d'estimation de la
concentration cellulaire sont sensiblement les mémes que ceux pour la biomasse

séche.
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Figure 6.10:  Effets maximum d'une variation de 50 % des paramétres du modéle de
croissance physiologique massique sur I'estimation de la concentration cellulaire.
[ variat ati
variation provenant de —50 %4 variation provenant de +50 %.
6.3.3. Validation

Le modéle de croissance physiologique massique doit étre validé pour sa

généralisation et pour sa ségrégation.
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6.3.3.1. Généralisation des prédictions

La généralisation du modéle physiologique massique est vérifiée a l'aide des cultures
2SH35, 2SH37 et 2SH40, dont les profils sont présentés a l'annexe K. La Figure 6.11
compare les erreurs d'estimation de la biomasse séche pour chacune des trois cultures
et pour lerreur moyenne d'estimation du modéle. L'ERM des trois cultures
postdéveloppement (12 % a 19 %) se siiuent pres de l'erreur moyenne du modele (15

%), ce qui confirme sa généralisation.
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Figure 6.11: ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour les cultures
postdéveloppement par le modéle physiclogique massique. »---- noyenne,

----- + 1 écart-type.
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Le CDME des cultures 2SH37 et 2SH40 (0.70 et 0.95) se situent dans la zone normale
d'erreurs de prédiction (0.65 a 1.0), alors que la culture 2SH35 présente un coefficient
plus faible de 0.60. Selon la figure K.1 (annexe K), il appert que les prédictions des
variables de croissance ne sont plus valides a partir de 240 h suite 2 un arrét de
croissance imprévu. L'étude plus approfondie des variables de cette culture permet
d'identifier une limitation nutritionnelle autre que celles modélisées, soit 110on sulfate

(Figure 6.12).
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Figure 6.12 : Evolution des variables de croissance et du sulfate lors de la culture 2SH35.

[ ] biemasse séche, () concentration cellulaire, /\ sulfate.
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Le CDME est plus sensible & ce genre de situation puisque l'erreur y est cumulée au
carré (équation 6.3) contrairement 2 I'ERM. Cette situation rappelle une propriété
importante des modeles mathématiques, soit que leur fiabilité se limite aux variables

modélisées et aux conditions environnementales similaires.

les erreurs de prédiction de la prolifération cellulaire (Figure 6.13) des cultures
postdéveloppement sont en deca de l'erreur résiduelle du modele, a la fois pour 'ERM

(4 % 3 6 %) et pour le CDME (0.97 2 0.99).

Effet sur 'ERM (%)
3

Effet sur R

25H35
28H37
2SH40

Figure 6.13: ERM et CDME sur la concentration cellulaire, obtenus pour les cultures
postdéveloppement par le modéle physiclogique massique. =~--- moyenne,

----- + 1 écart-type.
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6.3.3.2. Ségrégation physiologique

La principale hypothése du modele physiologique massique repose sur le cycle
cellulaire stipulant qu'il existe trois types de cellules, deux expansées et une divisée.
Quoique logique en division binaire, il est actuellement tres difficile voire impossible
de mesurer la concentration ou la proportion de chaque type de cellule. Les
observations au microscope confirment la tendance générale de la suspension vers de

petites ou de grosses cellules, mais leur quantification demeure trop subjective.

Afin de pallier ces difficultés, une expérience en flacon est réalisée ou le modele tui-
méme est mis a profit pour valider cette hypothese de modélisation. Une culture mére
inoculée au jour 0 est suivie et utilisée pour inoculer chaque culture fille dont
I'évolution est aussi suivie. A la fin de l'expén'ence,’ le modele physiologique massique
est utilisé pour prédire le comportement de la culture mére. Les prédictions obtenues
pour chaque journée de la culture meére servent ensuite de conditions initiales au
modele physiologique massique appliqué 2 la prédiction des cultures filles. Si
I'hypothese de base est exacte, les tendances des prédictions de croissance des cultures
filles devraient étre adéquates lorsque leurs conditions initiales sont imposées par les

prédictions de la culture mére.

Les résultats de cette expérience sont présentés a I'annexe L. Ils indiquent que les
profils prédits de biomasse seéche et ceux de concentration cellulaire suivent les

tendances des résultats expérimentaux jusqua linstant ol l'arrét de croissance est
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prédit. Cet arrét de croissance et de prolifération survient généralement quelques
heures trop t0t et est trés probablement causé par des variations dans les valeurs de
certains parametres du modele (e.g. les rendements, les taux maximum de croissance)
entre l'environnement utilis€é pour développer le modéle (en bioréacteur) et

I'environnement expérimental (en flacons).

Toutefois, en ne tenant compte que des 200 premiéres heures de culture, de maniére &
éliminer les erreurs de limitation provoquées par un changement de systéme, la
moyenne des erreurs de prédiction des cultures filles et de la culture mére est de 17 %
pour I'ERM et de 0.78 pour le CDME pour la biomasse séche et de 11 % et 0.73 pour
la concentration cellulaire. Ces erreurs sont donc semblables a celles du modéle
(157 % et 0.83+0.18 pour la biomasse séche, 17+8 % et 0.67+0.20 poﬁr la
concentration cellulaire). En outre, les profils de croissance différents deé cultures
filles pendant les phases de latence et de croissance exponentielle sont adéquatement
prédits par le modele dans les plages des erreurs résiduelles du modeéle avec des
conditions initiales imposées par les prédictions de la culture mére. Cette expérience
suggére donc que l'hypothése de ségrégation cellulaire du modele physiologique

massique est justifiée.
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6.4. Modele physiologique cellulaire

Le modéle physiologique cellulaire posséde la méme forme que le modéle
physiologique massique & l'exception de 1'unité de base. Les parametres de cinétique
sont déterminés au moyen des mémes procédures que celles utilisées avec le modele

physiologique. Il en va de méme pour la procédure de validation du modeéle.

6.4.1. Estimation des parameétres et généralisation

Les constantes des cinétiques d'expansion, de division et de mortalité sont déterminées
au moyen des 14 cultures de développement afin de généraliser le modele
physiologique cellulaire. Pour ce faire, I'équation 6.8 est utilisée pour minimiser
simultanément les erreurs d'estimation de la biomasse séche et de la concentration
cellulaire totale. Les résultats de ces simulations sont présentés a l'annexe M et les

valeurs des paramétres obtenues sont résumés au Tableau 6.3.

Tableau 6.3: Constantes des cinétigues du modéle cellulaire ségrégué et leur valeur

Parameétre Valeur Source Paramétre Valear  Source

K, 1gL?! fixée (échelon)  plex* 0.020h"  simulations
Kposs 0.010 mM fixée (échelon)  Keyppote,r 1.8 mM  simulations
K 0.20 mM fixée (échelon)  Kexppoter 0.16 simulations
P 0.060 h! simulations Kexpnose,1 4.0mM simulations
Hyn® 1.8x10%n? simulations Kexpnoze 0.18  simulations
Ky pos 0.050 mM simulations Koxpnnsin 2.3mM  simulations
Ky 0.16 mM simulations Kexpandi2 0.27 simulations
Bna 0.0050 (cellule) (celtule)”  simulations

Ombb 0 (cellule) (cellule)’  simulations

Brmcc 0.030 (cellule) (cellule)”’ simulations
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La masse cellulaire minimale caractérisant I'ensemble des cultures est de 1.43 ng, ce

qui est cohérant avec celle observée expérimentalement.

L'ERM associée a la prédiction de la croissance de la biomasse séche est de 15 %,
alors que le CDME est de 0.83. La Figure 6.14 compare les valeurs minimales de ces
indices pour chaque culture simulée lors de la détermination des valeurs des

parametres des cinétiques.

.......................................................................

0.2 4
0.0 : : : ; ; ' : v T .l I. . y
o0 (o2} < et o o) j<o P~ o — N o <3 0
T T — o — e e ™~ (4] [q¥] [4Y] [a%] o d
73] 7] I I I xI X I I - I I X X
o o™ o 2} 172} 9] %2} w 2} [} 7] [72} 2} 23]
(o} o o w3 (8] [T e) o™ 2 9] N W N wn

Figure 6.14: ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour chaque culture lors de

P'ajustement du modele physiologique cellulaire, --o-- meyenne, - + 1 écart-

type.
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Encore une fois, les résultats obtenus présentent moins de variations que dans le cas
du modele massique non ségrégué. L'ERM et le CDME de la prédiction de la
prolifération cellulaire sont respectivement de 18 % et 0.65. La Figure 6.15 illustre les

résultats obtenus pour chaque culture.
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type.
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Les mémes sources d'erreurs identifiées précédemment peuvent affecter la précision
du modele cellulaire. De plus, l'estimation conjointe des deux variables de croissance
interdépendantes constitue un compromis entre les estimations optimales de chacune
de ces deux variables. Des erreurs d'estimation réduites et donc de meilleures
prédictions seraient obtenues si la valeur de la masse cellulaire minimale était
déterminée de maniére indépendante pour chaque culture. Cependant, le but premier
de la phase de modélisation de ce projet est de développer des modeéles prédictifs

généralisés. Cette option n'a donc pas été retenue pour les présents travaux.

6.4.2. Analyse de sensibilité des parametres

La Figure 6.16 présente l'erreur d'estimation maximale de la biomasse séche résultant
d'une modification de #50 % de la valeur de chaque parametre du modele
physiologique cellulaire. I apparait immédiatement que le modele est de loin plus
sensible 4 la valeur de la masse cellulaire minimale qu'a tout autre parameire.
Toutefois, comme pour les constantes de la cinétique d'expansion qui suivent dans
I'ordre d'influence du modeéle, la masse cellulaire minimale est déterminée par
minimisation de l'erreur conjointe d'estimation des variables de croissance. L'impact

de ces parametres sur la convergence du modéle est donc minimisé.
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Figure 6.16 :  Effets maximum d’une variation de 50 % des parameétres du modéle de
croissance cellulaire sur 1'estimation de la biomasse séche. D variation

provenant de -50 %,[7] variation provenant de +50 %.

Il est préférable que les parametres qui ont un impact significatif sur la stabilité du
modele soient déterminés par minimisation de lerreur dlestimation plutot
qu'expérimentalement. De cette manicre, la divergence du modele est réduite au
minimum admissible imposé par le choix des variables modélisées et la forme

mathématique du modele.
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Les erreurs d'estimation maximales de la concentration cellulaire résultant d'une
modification de 50 % de la valeur de chaque paramétre du modéele physiologique

cellulaire sont présentées a la Figure 6.17.
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Figure 6.17 :  Effets maximum d'une variation de 50 % des parameétres du modele

physiclogique de creissance cellulaire sur I'estimation de la concentration

cellulaire. [_| variation provenant de -50 %,[Z] variation provenant de +50 %.

Les parameétres qui influencent principalement la stabilité du modele sont les mémes

que pour les modeles précédents, mais dans un ordre différant légeérement.
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L'importance moindre de la masse cellulaire minimale ici en comparaison avec les
prédictions de croissance en biomasse séche provient de la base de calcul du modele
qui correspond maintenant 2 la concentration cellulaire. L'estimation de la biomasse

dépend donc principalement de cette masse cellulaire minimale.
6.4.3. Validation

Les expériences de validation réalisées pour le modéle physiologique cellulaire sont

les mémes que celles effectuées pour le modele physiologique massique.
6.4.3.1. Prédiction de cultures postdéveloppement

Les cultures 2SH35, 2SH37 et 2SH40 sont utilisées afin de valider la modéle
physiologique cellulaire et les résultats des simulations se trouvent & l'annexe N. Les
erreurs d'estimation de la biomasse séche de chacune des cultures sont représentées a
la Figure 6.18 et comparées a l'erreur résiduelle du modele physiologique cellulaire.
LERM de méme que le CDME des trois cultures se trouvent a moins d'un écart-type
de la moyenne du modéle physiologique cellulaire, confirmant ainsi la généralisation

de ce modéle.
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Figure 6.18: ERM et CDME sur la biomasse séche, obtenus pour les cultures

postdéveloppement par le modele physiclogique cellulaire. ----- moyenmne,

----- + 1 écart-type.

La Figure 6.19 présente les valeurs de I'ERM et du CDME pour les prédictions de la
concentration cellulaire. Il s'avére que les estimations générées par le modele
physiologique cellulaire sont précises puisqu'elles se situent entre 3 % et 6 % pour

I'ERM et a plus de 0.98 pour le CDME.



290

50
s °%
g 40 5
o
B 20
“ ]
D E
% 10 TR R
03 ! , . 1 1
B
o~ 0-8—
fa'd 1L N I
o064 0T
m d
“5 B R R e e R
= 0.4
5 .
0.2+
0.0 r :

28H35
28H37
28H40

Figure 6.19: ERM et CDME sur la concentration cellulaire, obtenus pour les cultures

postdéveloppement par le modéle cellulaire, ----- moyenne, - %1 écart-type.

6.4.3.2. Prédiction de cultures méres et de cultures filles

L'hypothese de base du modele physiologique cellulaire est trés similaire a celle du
modele physiologique massique, mais elle place plutot la cellule au centre du systeme
biologique en la considérant comme entité de base. Selon cette hypothese, , il existe
trois types de cellules : un type de petites cellules divisées et deux types de grosses

cellules prétes a se diviser. L'expérience décrite pour la validation de la ségrégation du
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modele physiologique massique 2 la section 6.3.3.2 est donc utilisée pour la validation
de la ségrégation du modele physiologique cellulaire. Dans ce cas-ci cependant, ce
sont les prédictions des différents types de cellules de la culture mére qui sont utilisées

comme conditions initiales des cultures filles.

Les résultats de ces simulations sont présentés a I'annexe O. Comme dans le cas du
modele précédent, les tendances des profils de biomasse séche et de concentrations
cellulaires suivent les tendances expérimentales. En outre, le modele cellulaire prédit

aussi un arrét prématuré de la croissance.

De maniére a éliminer les erreurs provenant d'un changement de systeéme de culture,
les erreurs de simulation sont compilées pendant les 200 premieres heures. Les valeurs
moyennes des indices de suivi, pour toutes les cultures filles et la culture meére sont de
19 % et 0.76 pour I'ERM et le CDME de la biomasse séche, alors qu'ils sont de 12 %
et 0.68 pour la concentration cellulaire. Ces valeurs sont comprises dans les marges
d'erreurs résiduelles du modele cellulaire (157 % et 0.8320.23 pour la biomasse
séche, 18+9 % et 0.65+0.21 pour la concentration cellulaire). La capacité de ce modéle
a reproduire des profils aux allures différentes pour chaque culture fille confirme que
I'hypothese de ségrégation cellulaire de méme que le choix de la cellule comme centre

du systeme soient justifiées.
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6.5. Comparaison des trois modeles

Les trois modeles élaborés au chapitre précédent et analysés dans ce chapifre-ci
possedent des caractéristiques qui leur sont propres et qui influencent leur capacité de
prédiction du comportement de cultures de cellules végétales en suspension. Le
modele massique non ségrégué se différencie principalement des deux autres du fait
que les deux variables de croissance sont estimées indépendamment. D'autre part, le
modele physiologique massique est basé sur 1'évolution de trois types de biomasses
alors que le modele physiologique cellulaire considére la cellule au centre du systéme

de croissance.
6.5.1. Prédiction des profils de croissance et de prolifération

Les trois modeles sont utilisés pour prédire le comportement des mémes cultures. Les
profils comparés de ces trois modeles (annexe P) indiquent que les modéles
phystologiques ségrégués posseédent un avantage majeur sur le modeéle massique non
ségrégué. Ils décrivent entierement les courbes de croissance, incluant une phase de
Iatence ou méme une régression suite a l'inoculation, alors que le modeéle ségrégué ne
décrit que la phase de croissance exponentielle sans donner aucun indice sur ce qui

peut survenir par la suite.

La Figure 6.1 compare les erreurs de suivi (ERM et CDME) pour ces trois modeles.
Les modeles physiologiques ségrégués présentent des niveaux d'erreurs comparables

au modele non ségrégué malgré leur description plus étendue des cultures, ce qui est
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tres positif. De plus, les modeles ségrégués représentent mieux les différents
comportements des cultures et sont plus facile & généraliser, ce qui se traduit par un

écart-type moindre.
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* évalués uniquement sur la période de croissance exponentielle.

Figure 6,20 :  Comparaison des indices de prédiction ERM et CDME des trois modéles de

croissance. [:] biomasse séche, concentration celiulaire.
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6.5.2. Prédiction des concentrations nutritionnelles intracelluiaires

Aux annexes H a O, les profils d'estimation des variables de croissance de méme que
ceux des concentrations extracellulaires en nutriments sont comparés aux résultats
expérimentaux. Cependant, aucune mesure expérimentale des concentrations
intracellulaires de ces nutriments n'y est rapportée. Une expérience en flacons est donc
réalisée de mani€re a valider les tendances similaires d'estimation des nutriments

intracellulaires par les trois modeles de croissance.

Selon les modéeles de croissance, les sources d'azote et de phosphate sont consommées
rapidement, accumulées puis utilisées au besoin sur une plus longue période. Les
nutriments azotés sont le nitrate et I'ammonium. Il est généralement admis qu'ils se
trouvent sous diverses formes dans la cellule (section 2.4.2). L'ammonium est fixé a
l'acide o-cétoglutarate pour former le glutamate, puis une seconde molécule
d'ammonium s'y fixe pour former la glutamine (section 2.4.2.1). Afin d'inclure ces
deux dernier composés dans la comparaison des profils nutritionnels intracellulaires
mesurés et estimés, la somme des concentrations mesurées de ces composés (et
normalisées en fonction de leur contenu en azote, e.g. [gln]in = 2[gln];, [glu}in=[glul})
est comparée a un profil typique de la somme des concentrations intracellulaires en
ammonium généré par les modeles. La Figure 6.21 présente les résultats obtenus des

cultures en flacons
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Figure 6.21 :  Mesures expérimentales des variables de croissance et de concentrations

nutritionnelles extracellulaires et infracellulaires en flacons.

Les profils de phosphate et d'ammonium intracellulaires (D et G) confirment
I'hypothese de modélisation des nutriments endogeénes. En effet, une phase
d’accumulation prédomine le métabolisme de ces nutriments jusqu'a leur disparition

du milieu de culture, laquelle est suivie par une phase de consommation intracellulaire
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jusqu'a la fin de la prolifération cellulaire. Dans le cas du nitrate, le profil de sa
concentration intracellulaire suggére que ce demnier est rapidement transformé suite a
son entrée dans la cellule comme rapporté a la section 2.4.2.2. Les résultats obtenus
avec le phosphate et I'ammonium suggerent que 'utilisation d'un terme d'accumulation
jumelé & un terme de consommation endogéne des nutriments limitant rapidement
absorbés convient a la description de la croissance des cellules végétales en

suspension.
6.5.3. Indices statistiques de comparaison

La détermination de paramétres d'un modéle par minimisation des erreurs d'estimation
doit reposer sur un minimum de points expérimentaux afin d'étre significative. Dans le
cadre de ce projet, l'utilisation de 14 cultures différentes permet une généralisation des
modeles comme démontré précédemment. Le Tableau 6.4 présente les conditions

d’opération de ces cultures.

Le nombre de points expérimentaux ayant servi a la détermination des paramétres des
cinétiques de croissance de la biomasse séche et de prolifération cellulaire est de 149
en biomasse séche et de 77 en concentration cellulaire; pour un total de 226 points
expérimentaux. Le Tableau 6.5 présente le rapport nombre de points expérimentaux/

nombre de constantes déterminées par minimisation des erreurs (NP/NC).
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Tableau 6.4 :  Conditions d’opération des 17 cultures utilisées lors des simulations de

développement et de validation

Caractéristiques des ajouts

Culture Bioréacteur .
Temps (h) Glucides (gL7) POy (mM) NH;(mM) NO,; (mM)

25HS8 2L 177 1.5 5

5SH9 5L 177 1.5 8

2SH10 2L 70 1.5 8

5SH11 5L 70 1.5 8

2SHI12 2L (aucun ajout)

5SH13 5L (aucun ajout)

2S5H16 2L (aucun ajout)

5SH17 5L (aucun ajout)

2SH20 2L 0 2

58H21 2L 0 2 {glutamine)

2SH22 2L 24 0.3
69 04
118 04

5SH23 5L 24 ' 2
54 3
78 3
102 5
127 7
151 i2
177 10

2SH24 2L 30 0.8
49 0.5
74 0.9
97 15
123 2.1

150 2.6
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Tableau 6.4 : Conditions d’opération des 17 cultures utilisées lors des simulations de
développement et de validation (suite}
Culture Bioréacteur Caractéristiques des ajouts
Temps (h) Glucides (g LY PO, (mM) NHy (mM) NOG; (mM)

58H25 5L 30 5
48 6
74 10
97 i2
123 5

Culture Bioréacteur Caractéristiques des ajouts

Temps (h) Glucides (gL PO, (mM) NH, (mMh") NO;(mM)

25H35 2L 48 2 29 0.09 0
73 1 0.1 0.07 1
96 2 0.2 0.08 1
119 i 0.1 0.08 1
144 2 02 0.13 2
167 2 02 0.15 2
191 3 0.2 0.17 2
215 4 03 0.28 2
239 5 04 044 4
263 8 0.5 0.28 4
293 4 03 0.32 4

28H37 2L 48 5 3 0.1
73 0.1 2 2 0.2
96 0.2 2 2 0.2
119 0.3 3 2 02
144 0.2 2 2 0.1
167 0.3 4 3 0.1
191 0.4 5 4 0.27
215 0.5 7 5 0647
239 0.6 7 5 0.68
263 0.5 8 6 04
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Conditions d’opération des 17 cultures utilisées lors des simulations de
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Culture Bioréacteur

Temps (h) Glucides (L") PO, (mM)

Caractéristiques des ajouts

NH; (mM b)) NO; (mM)

25H40

2L 22
53
71
95
120
146
167
193
214

241
264
286
309
334
358
366
381

2
0
0
0
5
2

1

L - I S -« N L e L

0.0
0.0
0.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.1
0.3
0.3
04
0.3
0.4
0.5
04
0.6
02

0.11
0.00
0.06
0.00
0.07
0.10
0.08
0.12
0.22
0.20
0.00
0.14
0.27
0.28
0.26
0.38
0.00

3

By W L B W W W W RN T NN D = D

Tableau 6.5: Rapport NP/NC pour les trois modéles de creissance

o sesiuer PISO0Ee  phyiclog
NP 226 226 226
NC 14 15 15
NP/NC i6 i5 i5

* phase de croissance uniquement
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Ces résultats démontrent que la détermination des constantes des équations de
cinétique repose sur plus de 15 points par parametre pour tous les modeles développés

dans le cadre du présent projet. Ceci renforce la signification des résultats obtenus.

L'indice de complexification utile (Equation 6.9) est un autre outil utile pour comparer
les résultats de différents modeles et évaluer la nécessité du niveau de complexité
entre chacun.
PM

I PMy
(NC 6.9

e,
PM y représente la précision du modele, NC, le nombre de constante et R référe au
modele de référence. De maniére a comparer les trois modeles de croissance, la
précision du modéle est définie par la moyenne des deux indices ERM et CDME selon

I'équation 6.10.

PM :-;-((1 —ERM)+ CDME) 6.10

et le modéle non ségrégué sert de référence (I¢c=1). Le Tableau 6.6 présente l'indice de

complexification utile pour les trois modeles.
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Tablean 6.6:  Indexe de complexification utile pour les trois modéles de croissance
non ségrégué*  physiologique cellulaire
NC 14 i5 15

Biomasse séche

ERM 14 % 15% 15%
CDME 0.63 0.83 0.83
PM 0.75 0.84 0.84
Ic 1 1.05 1.05
Concentration cellulaire

ERM 20 % 17 % 18%
CDME 0.56 6.67 0.65
PM 0.68 0.75 0.74
Ic 1 1.03 1.02

* phase de croissance exponentielle uniquement

Cette analyse révéle que les indices statistiques sont semblables pour les trois
modéles. L'augmentation de I'lc justifie le niveau de complexité des modéles
physiologiques ségrégués. Au surplus, puisque le modele non ségrégué n'est plus
valable a ]a fin de la phase de croissance exponentielle, I'obtention de ces résultats
confirme que la complexification mathématique des modeles permet de poursuivre la
description des cultures au-dela de la croissance exponentielle sans perte de fiabilité,

ce qui serait impossible avec le modele ségrégué.
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6.6. Modéele descriptif

Le modele descriptif est validé en deux étapes. Premiérement, une simulation est
réalisée afin de vérifier la capacité du modéle a filtrer le bruit de mesure. Dans un
second temps, le modéle descriptif de suivi en continu est implanté sans action basée

sur ses prédictions. Les ajouts nutritionnels sont effectués manuellement.
6.6.1. Filtre de suivi de la concentration cellulaire

L'efficacité du filtre par régression par les moindres carrés est vérifiée a 1'aide d'une
simulation ot la mesure du CTR évolue 2 un rythme de 0.01 (mM h™) (h) pendant 12
h, puis régresse au mé€me rythme pendant les 12 h suivantes. De plus, un bruit
aléatoire (j+w]<5 %) est ajouté a cette mesure. Ces deux particularités permettent de
mieux représenter les conditions expérimentales. La Figure 6.22 présente les résultats

obtenus de cette simulation.

Il appert que le régresseur minimise le bruit aléatoire, générant ainsi une mesure
indirecte de la concentration cellulaire non bruitée. En comparant ce profil filtré avec
le profil de référence obtenu directement de 'évolution du CTR non bruité, il apparait
que l'erreur d'estimation provenant de l'utilisation de ce filtre demeure sous les 1 %, ce
qui est négligeable. Cet algorithme sera donc utilisé en situation réelle ol le bruit de

mesure se situe généralement sous le seuil du 5 % utilisé pour les simulations.
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Figure 6.22:  Simulation du régresseur par les moindres carrés sur la correction en continu de

1a concentration cellulaire
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6.6.2. Suivi en temps réel d'une culture de cellules végétales

Par la suite, l'algorithme entier de prédiction du modéle descriptif est implant€ pour le
suivi d'une culture en temps réel. Les résultats d'expérimentation illustrés a la Figure

6.23 sont obtenus avec des gains de suivi (Y. et Yx) de 0.5.
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Figure 6.23:  Suivi en continu de la culture 5SH57 a I'aide du modéle descriptif de croissance
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Le modele descriptif permet de suivre en continu les variables de croissance (x et ¢) de
méme que I'"évolution des concentrations en nutriments extracellulaires jusqu'a la fin
de la période de croissance exponentielle. Cependant, lorsque la croissance en
biomasse et la prolifération cellulaire cessent, entre 200 et 225 heures, le modele
descriptif ne semble plus satisfaisant. Ce comportement est normal puisqulil s'agit
d'une caractéristique du modele non ségrégué utilis€é comme structure de base du

modele descriptif.

Le suivi en continu de la concentration cellulaire s'effectue a l'intérieur de l'erreur
expérimentale du dénombrement cellulaire ce qui valide l'efficacité du suivi de la
croissance par le CTR. Aussi, le modéle décrit le comportement de la biomasse seéche
avec une erreur généralement inférieure a 10%. Cependant, le réajustement de la
concentration cellulaire entre les échantillons de 24 et 72 heures est directement
amplifié par la masse cellulaire surestimée pendant cette période faisant ainsi diverger
I'estimation de la concentration en biomasse seche. Une réinitialisation des valeurs de
la concentration en biomasse séche et de la concentration cellulaire permet de ramener
les profils de suivi prés des valeurs expérimentales. Toutefois, une correction un peu

trop importante a 72 heures impose une seconde correction vers 150 heures.

Cet exemple illustre une limitation du modele de suivi. En effet, l'utilisation de ce
modele permet le suivi des 11 variables (3 de croissance (x, ¢, p¢), 4 nutriments
extracellulaires, 3 nutriments intracellulaires et 1 volume de culture) basé sur une seule

mesure, le CTR. Alors que le comportement de chaque variable (représenté par les
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dérivées) est interrelié, leurs valeurs initiales représentent des degrés de liberté
supplémentaires. A l'inoculation d'une culture, ces degrés de liberté sont comblés par
les valeurs initiales imposées par les conditions de culture. Toutefois, lors d'une
réinitialisation pendant la culture, les variables réinitialisées présentent des degrés de
libertés additionnels impossibles a combler autrement que par une mesure

expérimentale précise et immédiate.

En ce qui concerne les cultures de cellules végétales, la mesure de la biomasse séche
n'est disponible que 24 heures apres I'échantillonnage. Le degré de liberté associé a sa
réinitialisation doit €tre comblé par l'opérateur qui pose une valeur en se basant sur
son expérience et les tendances des profils expérimentaux et descriptifs dans
I'ensemble. II est facile d'admettre que, dans cette situation, une erreur de

réinitialisation est possible.

Cette erreur de réinitialisation se répercute sur les estimations en continu des
concentrations des nutriments. En effet, les consommations en glucides et en nitrate
(qui n'étaient pas modifiées selon la section 5..1.2.2) sont alors surestimées
puisqu'elles sont directement reliées au taux de croissance et a la concentration en
biomasse séche par leur rendement. Une réinitialisation des concentrations
nutritionnelles est donc effectuée parall¢lement & celle de 1a biomasse. Dans le cas de
la culture 5SHS57, une mesure imprécise surévaluée de la concentration en glucose

implique que ce profil doit étre réinitialisé plus tard (vers 150 heures). De méme, une



307

fausse valeur initiale en phosphate impose une réinitialisation aprés 24 heures de

culture.

En résumé, le modele descriptif permet de suivre en temps réel les variables du
modele de croissance en admettant que leurs valeurs initiales soient mesurées de fagon
précise. Dans la négative, les variables présentant une déviation importante par rapport
aux profils expérimentaux doivent €tre réinitialisées prudemment. La principale
limitation de ce modéle consiste donc en un effet pervers découlant de sa propriété la
plus intéressante : l'estimation simultanée en temps réel de onze variables de culture

basée uniquement sur une mesure en continu.
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7. STRATEGIE D'OPTIMISATION EN TEMPS REEL

L'objectif de cette derniére partie du projet consiste a développer et implanter une
stratégie d'optimisation en temps réel de la prolifération cellulaire d'une culture de
cellules végétales. Pour ce faire, le probléme d'optimisation est tout d'abord
explicitement défini, puis un aper¢u des principes de commande optimale et sous-
optimale est effectué. Par la suite, un contrfleur adaptatif sous-optimisant
multivariable (CASOM) est développé et implanté pour P'optimisation en temps réel

d'une culture de cellules végétales en bioréacteur.

7.1. Définition du probleme d'optimisation

L'objectif d'optimisation du bioprocédé consiste & maximiser la prolifération
cellulaire, ce qui revient & maximiser la concentration cellulaire dans un temps de
culture donné. Puisque l'indice de performance s'écrit généralement sous l'une des

formes suivantes (van Impe, 1993) :

Llul=0, 1t - 8,V 71
3,ul=- ! >0y 7.2
By te

ou J est l'indice de performance, u, la variable manipulée, 4 l'indice de coft de la
variable v et t;, le temps final d'opération du procédé. L'indice de performance 2

minimiser dans le cas du procédé étudi€ est défini par
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Llel=8, t -8 7.3
ou
P 7.4

et ce, pour des conditions initiales fixes (&), indépendantes de Il'algorithme
d'optimisation. Les contraintes d'optimisations encadrant ce probléme sont les

suivantes :
vte [0,t,] £, 20 75
vee [0t ] f, 20 7.6
combinées a I'une des deux contraintes exclusives suivantes :

ty estfixé 7.7a
i

N=E&, + J(an (t)at 7.7b
0

cette derniére équation signifiant que la quantité totale (N) d'un nutriment (n)
disponible et utilisé est fixée. Vouloir déterminer a la fois la quantité totale de
nutriment a utiliser et le temps de culture résulterait en une impossibilité
mathématique quant a l'optimisation du systéme. Selon van Impe (1993), définir la
quantité totale de nutriment ajoutée est équivalent a une contrainte physique sur le

volume sous la forme :
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th est fixé 7.8

Les résultats précédents obtenus en cuvée alimentée (e.g. 5SH57 du chapitre précédent
et autres résultats non présentés) démontrent qu'un arrét de croissance se produit
généralement suite 2 une limitation autre que celles identifiées par les modéles de
croissance entre 200 et 300 heures de culture. L'utilisation de la contrainte 7.8 permet
d'assurer une optimisation continue de la phase de croissance jusqu'a ce que le volume
maximum du bioréacteur soit atteint (Vy=Vnax) Ou jusqu'a ce qu'une limitation externe

survienne.

7.2. Commande optimale

7.2.1. Changement de variables

De maniere 2 faciliter les calculs & venir, des variables absolues (e.g. mmol totale)
sont utilisées a la place des variables relatives (e.g. mM). Les indices de performance

et la contrainte 7.7b sont réajustés sous la forme suivante :

1ltl=9, 1, -0.C 79

9.C
J,lf|=——=
== 710

te

£
N=&, + [F,(t)t 7.11
0
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La forme originale du modele de croissance non ségrégué, représentée par I'équation
5.2, est utilisée conjointement a I'équation 5.3b ou le volume est incorporé a la

sommation pour utiliser les débits nutritionnels absolus.

dt v 7.12a

d= ¢

= K@(E)_(Q&‘HJE -QE)+FE)+I:(E, -E)
dv G F(E,
e Z"’“‘ém ) ~ Qevap ~ Qecn 7.12b

z=1

Ce mod¢le peut étre réécrit sous la forme de modele d'espace d'états linéaires :

-

o
(=
)

Une attention particuliere doit €tre apportée a &VD qui désigne ici les termes qui

sont fonctionsdes variables d'état (et non le vecteur des débits relatifs) tel que décrit

par

= K@(E)~(Qé€h]’: QE)+T:(2, -E)

f{[v} = 7.13b
Qeévap = Qecn

00 0 O 0 0 0 0 O]

00 0 0 O 0 000

00 1 0 0 0 000

00 0 1 0 0 000
L0000 1 0 00 0 7 13c

00 0 0 0 1 000

00 0 0 O 0 000

00 0 0 0 0 000

00 0 0 O 0 000

0 0 gf' po; mnoj nhy O O O]
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7.2.2. Principe Minimum d'optimisation

Le Principe Minimum stipule que le Hamiltonien décrit par I'équation suivante doit

tre minimisé pour toute valeur de la variable manipulée (F(Z)) :
H=2"(f(E)+bFE)) 7.14a
qui devient, par définition :
H=¢+yF(=) ' 7.14b

Il en découle donc que

o= mﬁiﬂ 7.15a

et
W=A"b 7.15b

Le vecteur adjoint (A) satisfait le systéme différentiel suivant :

T
A __H__ ",

—d?*“"gt"—"az 7.16a

En combinant ces équations avec le modele despace d'états (7.13), il résulte un
systéme différentiel comprenant 20 équations de premier ordre (deux fois l'ordre du
vecteur des variables d'état dans le modele). Afin de résoudre ce systcme, 20
conditions limites doivent étre spécifiées. Alors que 10 d'entre elles proviennent des

valeurs initiales des variables d'état qui sont fixées, une condition supplémentaire
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provient du volume final théorique qui doit étre €gal au volume maximal. Les 9 autres
conditions limites sont obtenues par la différentiation de 1'indice de performance tel

que décrit par van Impe (1993) :

o

= 7.17
9,

Astr)
7.2.3. Controle extréme : Principe Minimum de Pontryagin

Le Principe Mimimum de Pontryagin stipule qu'une loi de contrdle extréme découle de
la minimisation du Hamiltonien pour toutes les fonctions de contrdle admissibles.

Ceci implique que

dH

=0 7.18
OF(Z)

Or, le terme de la variable de commande apparaissant de fagon linéaire dans les
équations du systéme, celle-ci disparait lors de la différentiation. Ce résultat typique
des cuvées alimentées provoque un systéme de contrdle bang-singulier-bang. En effet,
I'action de contrble est uniquement basée sur le signe du coefficient de la variable de
commande () dans I'équation 7.15b. Pour chaque variable manipulée (F,), les actions

de contrble découlant de cette loi de commande sont définies par

Fu,max si > 0
F =<F s =0 Lt+1
B nsing v [ [ 719

0 si y<O0
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En plus d'étre une loi de commande avec action "tout ou rien", il peut donc exister des
intervalles de temps singuliers pour lesquels la loi de commande optimale ne peut
déterminer d'action a prendre. van Impe (1993) présente un raisonnement simple pour
déterminer la loi de commande pendant ces intervalles, mais générant une multitude
de calculs analytiques lors de sa résolution. Il s'agit de différencier le coefficient y de
Ia loi de commande jusqu'a ce que cette dernicre apparaisse de facon linéaire dans
I'équation résultante. Ceci se produit lors de la seconde différenciation. En posant u

comme €tant ]a loi de commande et d comme étant défini par

d-—-éib 7.20

s

il résulte que la loi de commande singuli¢re est obtenue par

0. (t) _ AT [(af/aé)d - (Bd/aﬁ_,)f] 7.21
sing AT(3d/0E )b

Contrairement au contrdleur optimal présenté par van Impe (1993), le contrbleur
obéissant aux lois 7.19 et 7.21 est directement relié¢ & la culture en temps réel par
I'utilisation du modele descriptif développé au chapitre précédent. Le contrdleur ne
repose donc pas uniquement sur la précision du modele, mais aussi sur les
perturbations du procédé qui seraient considérées par leurs répercussions sur le CTR.
Toutefois, la structure mathématique du contrdleur résultant est complexe et génére

d'importants développements analytiques.
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7.3. Commande adaptative sous-optimisante multivariable

Comme alternative aux problémes générés par le contrdleur optimal, van Impe (1993)
propose une démarche qui rallie les notions de commande optimale et de commande
linéarisante adaptative. Le contrleur obtenu de cette fagon combine des performances
sous-optimales et une robustesse face aux incertitudes du modéle et aux perturbations

du bioprocédé€.

Le conirdleur présenté par van Impe (1993) permet de contrbler une variable
manipulée de maniere a optimiser simultanément deux taux de réactions : les taux de
croissance et de production. L'objectif de cette section est de généraliser cette loi de
commande de maniére & manipuler simultanément plusieurs variables afin d'optimiser
plusieurs taux spécifiques. Une importante propriété soulevée par van Impe (1993) est

utilisée a cette fin : soit le découplage des cinétiques et des nutriments.

Lors de lélaboration de contrbleurs sous-optimum linéarisants, le probléme
d'optimisation devient un probléme de choix de points de consigne. En effet, les
situations traitées par van Impe (1993) consistent & optimiser les cinétiques de
croissance et de production par la manipulation du débit d'alimentation de la source de
carbone. De maniére similaire, le présent cas traite de la manipulation de débits

d'alimentation en nutriments de maniére a optimiser la croissance de cellules végétales

en bioréacteur. Quant & la partie linéarisante ou adaptative du contrdleur, il s'agit
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d'appliquer la procédure de conception de ce type de contrdleurs tel que présent€ par

Bastin et Dochain (1950).

7.3.1. Découplage des taux spécifiques de prolifération cellulaire

L'objectif d'optimisation étant de maximiser la prolifération cellulaire, I'équation du

modele descriptif devant étre maximisée est le taux de prolifération cellulaire décrit

par
b= g N; POy,
[
Kc,g + g KC,nt'i + nt,i Kc,p04i + p04,i
I<c,po4,l Kc,n03,1 Kc,nh4,1

Kc,p04,2 Kc,nog,? Kc,nh4,2
K¢ pos1 7 P04 K¢ no,1 T 105 K, 1 +0hy 5.38m

Alors que le premier terme de cette équation (iuc*) est un paramétre du modele, les
trois taux spécifiques qui suivent ne sont en fait que des interrupteurs permettant
d'induire un arrét de prolifération cellulaire lorsqu'un de ces trois nutriments vient a
manquer. Ces cinétiques ne réagissent aucunement aux variations des concentrations
nutritionnelles tant et aussi longtemps que ces nutriments sont présents dans le milieu
de culture. Elles deviennent donc des conditions au probléme d'optimisation sous la

forme :
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vie [0,t;] g, >0 7.22
vie [0,t] (noy +nh,), >0 7.23
vte[0,t;]  poy, >0 7.24

L'équation & optimiser, soumise aux conditions des équations 7.22 a 7.24, est donc

réduite a :

K K K
c,po4,2 €,n03,2 ¢,nhg,2
He | Kpo,1 TPO4 K 0,1 11105 K, 1 t0hy

Mc _ Kc,po4 1 Kc,n03,1 Kc,nh4 1
> 7.25

Or, il appert que les trois taux spécifiques demeurant dans l'équation a optimiser sont
indépendants les uns des autres, et chacun est fonction de nutriments différents. Ces
trois taux spécifiques peuvent donc &tre découplés et maximisés indépendamment par

la manipulation des débits d'alimentation de chacun des trois nutriments concernés.
7.3.2. Conception du controleur CASOM

Le controleur CASOM consiste en quatre contrleurs & action indépendante, mais
interreliés par le méme modele descriptif. Chacun de ces quatre contrOleurs peut étre
déduit indépendamment selon la procédure proposée par Bastin et Dochain (1990) et

présentée ci-dessous.

La premicre étape consiste 2 obtenir un modele reliant la variable contrdlée a la

variable manipulée sous une forme entrée/sortie. Ceci correspond ici au modele
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descriptif développé au chapitre 5. Le bilan massique correspondant au nutriment dont

la concentration doit &tre contrblée en est extrait.

dn i dav E
dt 0 v (Q“h dt ) v

Par la suite, un modéle de référence stable et linéaire (A>0) pour le suivi de l'erreur
doit étre spécifié :

d(n—n*)

= haln-n%) 727

ot n* représente la consigne a laquelle la concentration nutritionnelle doit Etre
maintenue. La loi de commande linéarisante est alors obtenue en comparant les
équations 7.26 et 7.27 de manicre a éliminer la dérivée de la concentration cellulaire et
en remplacant la dérivée du volume de culture par son expression tirée du modele
descriptif (équation 5.38b) :
—?»n(n—n*)+¢nx+~“—(vf—5~—qévap]
VT

(2]

7.28

ot la notation (V-n) signifie que Ia sommation est effectuée par rapport a toutes les

variables d'état excepté n.
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7.3.3. Choix des points de consigne

La derniére étape de la conception du contrSleur CASOM consiste 2 choisir des points
de consigne générant un minimum de perte de performance par rapport a la commande
optimale, d'ou l'obtention d'une loi de commande sous-optimisante. La Figure 7.1

illustre les cinétiques de croissance et de prolifération spécifiques a chaque nutriment.

I U SO —

H nhé
o
=S

1

I s e e o e —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

concentration du nutriment (mM)
Figure 7.1: Cinétiques de croissance et de prolifération spécifiques 4 chaque nutriment
majeur. ----- cinétiques spécifiques de croissance, — cinétiques spécifiques de

prolifération
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Les points de consigne doivent donc étre choisis en fonction de ces courbes mais aussi
en fonction des conditions décrites par les équations 7.22 a4 7.24 en plus de tenir
compte des contraintes expérimentales. Le taux de prolifération spécifique au
phosphate est maximum pour des concentrations extracellulaires supérieures a environ
2 mM selon le modéle. La condition associée a ce nutriment (7.24) stipule que sa

concentration intracellulaire doit étre non nulle.

Selon ces principes théoriques, la consigne en phosphate devrait €tre de maintenir sa
concentration extracellulaire au-deld de 2mM. Toutefois, ceci impliquerait une
accumulation soutenue en phosphate intracellulaire. Or, selon la littérature,
d'importantes accumulations nutritionnelles en phosphate peuvent s'avérer toxiques
pour les cellules végétales. De maniere a éviter tout risque de "choc toxique”, une
approche plus conservatrice est adoptéé. Une concentration extracellulaire entre 0.1 et
0.3 mM en phosphate est maintenue jusqu'a ce que la concentration intracellulaire
atteigne la barre du 1 mM. De faibles concentrations extracellulaires permettent de
maintenir 1'accumulation intracellulaire en phosphate et de I'interrompre rapidement
en cessant d'alimenter la culture. Lorsque la concentration intracellulaire estimée a
atteint 1 mM, un contrdle 2 action lente est effectué pour maintenir cette concentration

a ce niveau.

Pour réaliser les deux phases de contrble (maintien du phosphate extracellulaire a

pos.* = 0.1 puis maintien du phosphate intracellulaire a poy* = 1.0), I'équation 7.28
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est utilisée avec une légére modification pour accommoder les deux phases distinctes

de contrble. L'équation utilisée est la suivante :

V-poy
0 K
n+ p\; < Z - Qévap
i Sf 7.29

POy 1 B poy
POys

7.30

n -‘-{ o, (PO4e —PO4e *)+0,x  pour to<t< tpo=tmM
-A

po4i(P04i’P04s *)+kpo4/cucc pour ty, v StSt

Lorsque la premicre des deux conditions est utilisée, soit avant que la concentration

intracellulaire n’atteigne 1 mM, cela revient a I'équation de commande originale.

Dans le cas du nitrate, la cinétique de prolifération suggeére que sa concentration
extracellulaire tende vers zéro. Toutefois, la condition 7.23 stipule qu'il se produit un
arrét de prolifération s'il vient 4 manquer d'azote extracellulaire. L'expérience de
cultures antérieures démontre qu'il est extrémement difficile de réactiver la
prolifération cellulaire une fois celle-ci désactivée. Méme dans le cas d'une
réactivation, le profil obtenu serait trés loin d'un profil optimal. Pour ces raisons
d'ordre pratique, la consigne en nitrate est fixée a 3 mM de mani€re a maintenir une

marge de sécurité, tout en minimisant son impact sur 'objectif d'optimisation.

En ce qui a trait 2 'ammonium, la cinétique de prolifération spécifique de ce nutriment

demeure a 1 (az maximum) peu importe sa concentration. Sa consigne ne peut donc
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8tre basée que sur la condition 7.23. Comme dans le cas du nitrate, la concentration
extracellulaire en ammonium doit étre maintenue supérieure a zéro afin de s'assurer
que la concentration totale en azote extracellulaire ne soit jamais nulle. Cependant, des
concentrations excessives en ammonium extracellulaire provoqueraient des
bouleversements importants sur le métabolisme cellulaire tel que démontré a l'annexe
F. Ceci concorde tout 2 fait avec la littérature. La consigne est donc fixée a 5 mM en

ammonium extracellulaire.

Finalement, la seule contrainte qui s'applique a l'alimentation du glucose est celle
présentée par I'équation 7.22. Puisque de fortes concentrations en glucides ont un
impact négatifs sur le métabolisme cellulaire (voir section 2.4.1), la consigne pour ce
nutriment est fixée 2 10 g L' sachant que cette concentration peut varier dans une
plage approximative de 5 a 30 g L' sans affecter significativement le métabolisme

(résultats non présentés).
7.3.4. Algorithme final du contréleur CASOM

En somme, les débits d'alimentation apparaissant dans l'algorithme du modcle
descriptif (équations 5.35 a 5.38) pour le suivi en temps réel de I'évolution des cultures

sont maintenant déterminés par le systéme matriciel suivant :
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0
0

‘V’-—o
ek §{ S -0,
fi
-%.)
g
| () ] +p04e V§4 F Q
0 k gf: Fep

’ (l*p%/ )
Fpo4 POy

1 V-0
flEY\=—IF = no; S 3
(F’) AV —)»nOS (no3 — N0, )+¢no3xno3 +—— Z Qéva,p 731
Fnh4 éfl
; "% )
0 Noy ¢
nh, [ "3 E
-~ 0 N *}\nh4(nh4—‘nh4 )+q)nh X+ . Z Qévap
&f:
nh
(1— %h“)
0
0
0

—}\'po4e (p04e ~ POy *)+ ¢nX pour tO sts 1:poﬁzlmM
n= A 7.30

T poy (p04i POy >i<)"}-kpo‘glcp“lcc pour tpo4i=lnﬂvl sts te

Dans leurs formes actuelles, les bilans nutritionnels de 5.38 et les actions de
commande de 7.31 qui comprennent un terme de taux de croissance de biomasse séche

ou de prolifération cellulaire sont biaisés par les incertitudes du modele. En effet, les
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taux de croissance ou de prolifération utilisés jusqu'a maintenant sont ceux du modele
non ségrégué. Ceux-ci doivent €tre corrigés selon les corrections du suivi de la
concentration cellulaire afin de compenser pour les erreurs de modélisation. En
comparant I'équation 5.38a du modele descriptif & son homologue du modéle prédictif

pour la concentration cellulaire, le taux de prolifération cellulaire corrigé est décrit par

€

c

ur =p, +yc[l——-@—j 7.32
c

1 en est de méme pour le taux de croissance en biomasse séche corrigé :

B =+, (1—4’5‘3) 7.33
X

Le controleur CASOM est donc constitué des équations 5.35 a 5.37, 5.38a a 5.38f,
5.38g a 5.38m et 7.31, ou les taux de croissance et de prolifération sont remplacés par

les taux corrigés des équations 7.32 et 7.33.
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7.4. Optimisation en temps réel de cultures de cellules végétales

Le conirbleur CASOM est implanté en temps réel de maniére & vérifier s'il est
physiquement réalisable et sil peut mener & une optimisation en temps réel. Le
Tableau 7.1 présente les valeurs des paramétres de suivi et de contrdle utilisés lors de
I'expérimentation qui a généré les résultats présentés a la Figure 7.2, suite aux actions

de contrdle décrites a la Figure 7.3.

Tableau 7.1 :  Valeurs des paramétres de contrile utilisés lors de I'implantation du CASOM
g 0.12
Apote 0.4
Aposi 0.2
Ao 0.24
Y 0.16

En observant les profils des variables de croissance (x, ¢ et p) des graphiques B, D et
F, il appert que les estimations découlant du modele descriptif en boucle fermée
concordent avec les points expérimentaux jusqu'a 160 heures. A ce moment,
d'importantes oscillations dans la mesure du CTR (graphique J) se répercutent
simultanément sur les estimations de la concentration cellulaire et de la biomasse
séche. Ces oscillations proviennent d'une limitation exteme provoquant I'arrét de la

croissance dans les heures qui suivent.
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Suivi et sous-optimisation en temps réel de la croissance d'une culture de cellules

végétales en suspension & I'aide du CASOM. [ ] mesure expérimentale,

— gstimation en temps réel. I. — phosphate extracellulaire,

intracellulaire. J. — mesure en continu.

----- phosphate
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Figure 7.3: Débits d'alimentation des solutions nutritives générés par le CASOM.

Tel quillustré a la Figure 7.2H, l'implantation d'un régresseur des moindres carrés sur
le gain destimation en temps réel de la concentration cellulaire (A) permet

effectivement de suivre ses variations pendant la phase de croissance, jusqu'a environ
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175 heures. A partir de ce moment la cinétique de variation de ce paramétre accélére

rapidement, provoquant des lors le décrochage du suivi.

La derniére catégorie de variables regroupe les concentrations nutritionnelles. En plus
d'étre suivies en temps réel, celles-ci doivent étre contrlées aux points de consigne
spécifiés. Le suivi de ces variables par le modele intégré au CASOM correspond aux
points expérimentaux, confirmant ainsi sa capacité i décrire I'évolution des cultures
avec les modifications apportées a la section précédente. Quant & la commande des

concentrations nutritionnelles, chaque profil doit étre étudié indépendamment.

Un probléme d'étalonnage de la pompe du débit de glucose provoque une
augmentation de la concentration a un peu plus de 15 g L dans les deux premiéres
journées de culture. Le débit d'alimentation est alors réduit au minimum (Figure
7.3A‘). Cependant, comme la présence de glucose est critique & toute forme de
croissance avec l'espéce étudiée, une boucle de sécurité assurant un débit minimal non
nul en tout temps est ajouté au systéme de commande. Considérant que la
concentration en biomasse est faible 2 ce moment ( < 5 g L'l), le taux de
consommation du glucose est peu élevé pendant la période qui suit (0.15 g h” en
moyenne). Ceci explique la descente de la concentration en glucose sur une période
d'une centaine d'heures. A ce moment, le contrfleur recommence & agir sur le débit

d'alimentation.
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Dans le cas du nitrate, les trente premiéres heures de culture sont réalis€es avec une
concentration maintenue prés de la consigne de 3 mM. Par la suite, la concentration en
biomasse séche est initialisée a nouveau vers le haut, provoquant une augmentation
théorique soudaine de la demande en nitrate. Le contrbleur réagit a la demande et
accroit la concentration en nitrate. Comme la consigne est dépassée, l'action du
contrdleur devient nulle. Malgré une prédiction ascendante de la concentration en
nitrate a partir de 100 heures, la mesure par colorimétrie indique une faible
concentration. Un ajout manuel est alors réalisé. Un emballement de la pompe du
débit de nitrate triple la quantité a ajouter et la concentration en nitrate se retrouve a
plus de 10 mM. Par la suite, le contrbleur laisse descendre cette variable et reprend
son action vers 170 heures, de maniére 4 maintenir avec succés sa concentration au

point de consigne.

En ce qui concerne l'ammonium, le CASOM maintient la concentration de ce
nutriment & son point de consigne pendant plus de 100 heures, malgré les actions
(parfois importantes) faites sur les autres variables. A ce moment, une légere
diminution (environ 2 mM) de la concentration en ammonium est observée. Le
contrbleur maintient cette concentration pendant les 100 heures qui suivent jusqu'a ce
quun arrét de croissance et de prolifération survienne et qu'une accumulation

nutritionnelle en résulte.

Quant au phosphate, le contrdleur de premiére phase effectue des ajouts graduels de

maniére & assurer une augmentation progressive de sa concentration intracellulaire
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jusqu'a I'atteinte d'une millimole par litre interne. Cependant, il semble avoir failli 2 la
tAche & deux reprises : vers 125 et 150 heures. Dans ces deux cas, la concentration
extracellulaire est devenue nulle, provoquant un ralentissement de l'accumulation.
Suite a l'atteinte du point de consigne intracellulaire, le contrSleur entre dans la
seconde phase et maintient la concentration intracellulaire du phosphate prés de cette
consigne. La Figure 7.3B montre que le controleur génére une action « tout ou rien »
pendant cette seconde phase. Ce phénomene prévisible est provoqué par I'impossibilité
de relier directement la variable manipulée (Fyo4) et la variable conirblée (pogs;) sans la
présence d'une dérivée de la concentration intracellulaire de ce nutriment. Cette
méthode expérimentée précédemment (résultats non montrés) géneére dimportants

coups de dérivée, résultant en une dégénérescence de la qualité de controle.

En résumé, la majorité des sources de dégradation de la qualité de contrdle survenus
lors de la culture sous-optimisée (Figure 7.2) sont le résultat de problémes techniques
indépendants du contrdleur. En outre, malgré ces sources d'erreurs qui sont en fait des
perturbations externes, le CASOM permet de corriger la situation et de ramener les
profils des concentrations nutritionnelles prés de leur consigne respective. Dans
T'ensemble, les résultats obtenus confirment que la structure du CASOM développé
dans le cadre de ce projet permet de générer un suivi multivariable de méme que des
performances sous-optimisantes limitées par le choix des consignes et les

perturbations externes.
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8. CONCLUSION, RECOMMANDATIONS ET CONTRIBUTIONS

8.1. Conclusion

Les objectifs de ce projet de recherche étaient de développer des outils permettant
d’améliorer la compréhension et la description de la phase de croissance des cultures
de cellules végétales en suspension, puis de permettre leur optimisation multivariable

en temps réel & partir d'un minimum d'informations obtenues en continu.

L'élaboration de deux modeles de croissance ségrégués, un centré sur la biomasse et
l'autre sur la concentration cellulaire, a permis de décrire tous les stades de croissance
observés (latence, exponentiel, plateau et mortalité) avec un minimum derreur
d'estimation (moins de 15 %). Ces modéles, développés en ayant pour base le cycle
cellulaire, ont permis de rrﬁeux cerner les phénomenes de disponibilité nutritionnelie
menant 4 une limitation de la croissance de la biomasse ou de la prolifération
cellulaire. De plus, la structure de chacun de ces deux modeles leur confere la
possibilité de prédire simultanément la croissance de la biomasse et la prolifération
cellulaire, confirmant ainsi de maniére mathématique l'intime lien unissant ces deux

variables de croissance.

Le développement d'un modele descriptif de suivi de I'évolution de culture de cellules
végétales en bioréacteur en temps réel a permis de confirmer que le métabolisme
cellulaire repose principalement sur le phénoméne de la division cellulaire, suivie par

la mesure de la concentration cellulaire, plutdt que sur la croissance de la biomasse.
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En effet, le lien ralliant 'évolution de la culture en bioréacteur a celle du modele de
croissance se fait directement entre 1a concentration cellulaire et le taux de transfert du
bioxyde de carbone (CTR), ce dernier étant considéré en €quilibre avec la production

de bioxyde de carbone (CPR), suite & une perturbation singuliére.

Finalement, la mise au point d'un contrdleur adaptatif sous-optimisant multivariable
(CASOM) a permis de réaliser le contrble simultané de quatre concentrations
nutritionnelles en bioréacteur, alors qu'une seule variable est mesurée en continu. Ces
résultats valident I'hypothése de base sur laquelle reposait le développement de ce
contrdleur, c'est-a-dire que les taux spécifiques de prolifération modélisés peuvent €tre
découplés, donc maximisés indépendamment, lorsque la forme de cinétique de Sirois
(1997) est utilisée. La généralisation de ce constat dicte donc que d'autres nutriments
possiblement limitants et/ou affectant la proliféraﬁon cellulaire et/ou la croissance de

la biomasse peuvent étre directement ajoutés au CASOM sans modifications majeures.

Compte tenu de ces considérations, il est possible de conclure que les objectifs de
départ initiant ces travaux de recherche sont pleinement atteints et que les résultats

obtenus ouvrent la voie a diverses perspectives d'études.

8.2. Recommandations

Suite a ce projet de recherche, différentes avenues demeurent a explorer. Avant tout,
un retour sur les travaux effectués s'impose. L'étude des nutriments et de leur potentiel

de limitation a permis la mise en lumiere du role prépondérant de la cellule en tant
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quentité propre régissant le métabolisme cellulaire végétal en culture. 1l est primordial
que les études & venir traitant de 1'évolution des suspensions de cellules végétales,
soient centrées sur ceite variable de croissance ou, du moins, l'incluent dans leur

description (prédiction) de 'évolution de ces cultures.

En ce qui a trait 2 la modélisation des suspensions végétales, il serait avantageux de
propager les prédictions du modele non ségrégué a tous les stades de croissance. Ceci
peut étre réalisé par I'ajout d'une constante de mortalité dans les bilans de masse des
variables de croissance. En plus d’améliorer les prédictions de ce modele, ceci aurait
un impact certain sur la qualité du suivi en temps réel des cultures par le modele

descriptif et sur la qualité de controle du CASOM.

Combiné 4 un modéle métabolique, le modele cellulaire pourrait étre mis a profit pour
une étude plus spécifique de I'évolution des différentes phases du cycle cellulaire ainsi
que leur impact direct sur certains réactions métaboliques en particulier. Ceci
permetirait de déterminer les principales limitations métaboliques et d'effectuer un

meilleur contrle/suivi physiologique des cultures.

Pour ce qui est du contrdleur CASOM développé au chapitre 7, il serait trés
avantageux de raffiner son protocole d'implantation afin de minimiser les
perturbations extemes. De cette maniére, il pourrait révéler son plein potentiel et

générer des cultures quasi optimales. En outre, avec une instrumentation plus fiable,
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particuliérement au niveau des pompes, le choix des points de consignes pourraient

étres plus audacieux, augmentant d'autant la qualité des résultats.

D'un point de vue plus général, différentes études peuvent étre effectuées suite a ce
projet. Tout d'abord, les profils des concentrations intracellulaires des modéles suivent
les mémes tendances que ceux découlant des variables intracellulaires mesurées. Or, la
cellule peut accumuler certains nutriments sous diverses formes. Une étude spécifique
portant sur 1'accumulation intracellulaire des nutriments et fraitant de leur formulation,
de leur disponibilité et de leur impact limitant devrait étre réalisée. En adaptant le
modele cellulaire aux résultats de ces travaux, plusieurs renseignements importants en

découleraient.

Comme mentionné au début de la présente ¢tude, la modélisation et a un autre niveau,
le contrdle, se limitent aux quatre nutriments majeurs identifiés comme limitant d'une
quelconque fagon la croissance en biomasse ou la prolifération cellulaire des cultures
de cellules végétales. Or, depuis le début des travaux de modélisation, il arrive de plus
~en plus souvent que des nutriments secondaires viennent limiter la croissance en
biomasse et/ou la prolifération cellulaire (e.g. Mg, Cohelo (2000), SOy, chapitre 6). Il
est nécessaire d'élargir la description ionique des modeles de croissance a ces ions de
maniére a prolonger cette phase au-dela des limites actuelles. Pour ce faire, une étude
exhaustive traitant de I'évolution de chacun de ces nutriments pourrait €ire réalisée ou
plus simplement, une étude des corrélations des consommations interioniques

permettrait de relier la consommation de certaines espéces ioniques a d'autres déja
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modélisées. Sans qu'un profil exact en soit déduit, une limitation possible due 2 ces

autres nutriments serait identifiée avant qu'elle ne survienne.

Finalement, les principes développés dans le cadre de ce projet, ou découlant de
travaux similaires, se limitent & 1'étude de la phase de croissance des suspensions de
cellules végétales en bioréacteur. En adaptant ces notions, il serait possible de les
utiliser pour la modélisation, le contrdle voire l'optimisation en temps réel (par un
CASOM adapté) de la phase de production de métabolites secondaires. Cette étape
constituerait 'achévement des travaux d'optimisation du bioprocédé de production de

métabolites secondaires par la culture de cellules végétales.

8.3. Contributions a ’avancement des connaissances

La réalisation des travaux dont les résultats font l'objet de cette thése ont permis
d’améliorer I'état des connaissances a différents égards. La principale contribution
apportée par ces travaux concerne la base de I'étude des suspensions de cellules
végétales. La quasi-totalité des travaux réalisés utilisent la biomasse séche comme
variable de suivi de la croissance (chapitre 2). Les quelques chercheurs utilisant le
compte cellulaire considérent cette variable comme secondaire et indépendante de la

biomasse.

Or, par une étude des limitations nutritionnelles et une modélisation basée sur le cycle
cellulaire, les travaux de ce projet de recherche démontrent clairement que, dans un

premier temps, la concentration cellulaire est primordiale 2 une caractérisation
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adéquate de la phase de croissance de cultures de cellules végétales. Cette variable est
aussi importante, sinon plus, que la biomasse séche. Dans un second temps, les
résultats du modéle cellulaire mettent en fumiere le lien étroit reliant la concentration
cellulaire a la biomasse séche. Ces deux variables ne sont donc pas indépendantes,
mais bien reliées. En somme, la concentration cellulaire doit remplacer la biomasse au

centre de la caractérisation de I'évolution des suspensions de cellules végétales.

Quelques autres avancées sont aussi & mentionner. Tout d'abord, I'étude axée sur le
métabolisme de l'azote a permis de démystifier Iimpact du ratio NOs/NHy sur la
croissance des cellules végétales. Plusieurs auteurs (section 2.4.2.3) identifient une
plage de ce rapport a I'extérieur de laquelle les organismes a 1'étude ne peuvent croitre.
Ceci a pour effet de limiter la marge de manoeuvre des chercheurs dans 'élaboration
des milieux de culture. Or, les travaux de ce projet sur les sources azotées et leur
contre-ion, combinés a la démonstration biochimique se trouvant a l'annexe F,
démontrent que I'impact associé au rapport NOs/NHy4 provient en fait d'un effet de pH

provoqué par un débalancement protonique. Le rapport des sources azotées n'est plus

un facteur limitant lorsque des contre-ions appropriés sont sélectionnés.

D'un point de vue modélisation, la technique en deux étapes utilisée dans le cadre de
ce projet permet de séparer les cinétiques associées a la croissance de la biomasse
séche de celles découlant de la prolifération cellulaire, puis d'associer ces cinétiques a

leurs homologues d'un modele ségrégué basé sur le cycle cellulaire. De cette maniére,
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un modéle ségrégué peut rapidement €tre obtenu grice 2 l'information provenant du

modele non ségrégué.

Finalement, la théorie de commande adaptative sous-optimisante présente’é par van
Impe (1993) est généralisée au systeme multivariable en y adjoignant un modéle de
croissance décrivant I'évolution des variables a controler. Cet outil permet le contrdle
de plusieurs variables contenues dans les modeles de croissance & partir d'un minimum
d'information. L'application utilisée dans ce cas-ci pour valider le développement de
cet outil, contrdle individuellement et simultanément quatre concentrations

nutritionnelles a partir d'une seule variable mesurée en continu.
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Annexe A

Composition du milieu de culture BS modifié
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Tableau A.1: Composition du milieu B5 modifié

Quantité

Macronutriments mg L’ mmol L
KNO3 2 500 25
CaCl,2H,0 150 1.0
MgSO47H,O 250 1.0
(NH4),HCcHs0 452 2.0
NaH,;PO,4H;O 150 1.1

Micronutriments mg L™ mmol L
KI 0.75 4.5
H;BOs 3.0 50
MnSO4-H,O 10 60
ZnS0,4 TH,0 20 7.0
Na,MoO42H,0 0.25 1.0
CuSO4 5HO 0.025 0.1
CoCly'6H,0 0.025 0.1
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Annexe B

Mesure de la concentration cellulaire
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B1. MESURE DE LA CONCENTRATION CELLULAIRE

B1.1. Solution tampon

o 2.1 g d’acide citrique e 2 g d’EDTA ferrique

e 200 ml d’eau distillée e 342 g de NaCl

e citrate de sodium

Dissoudre ’acide citrique dans I’eau distillée tout en agitant. Ajuster le pH a 4.5 avec
le citrate de sodium. Ajouter P’EDTA ferrique ainsi que le NaCl a la solution tampon

et agiter jusqu’a dissolution compléte. Conserver au réfrigérateur.

B1.2. Solution enzymatique

e 50 ml de tampon citrate o 800 pl de pectinase

e 250 mg de cellulase

Prélever la partie requise du tampon citrate. Y dissoudre complétement la cellulase et

la pectinase en agitant. Conserver au réfrigérateur.
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B1.3. Séparation cellulaire

e 2 ml de suspension cellulaire e 4 ml de solution

enzymatique
e 8 ml de tampon citrate

Prélever la suspension cellulaire. Laisser sédimenter 30 minutes. Retirer délicatement
le surnageant et ajouter vigoureusement 4 ml de tampon citrate de maniére a soulever
I’ensemble des cellules. Répéter 1’étape précédente. Ces deux dernicres étapes
permettent de rincer la suspension cellulaire afin de la préparer pour la réaction
enzymatique. Retirer le surnageant du second ringage. Ajouter vigoureusement la
solution enzymatique aux cellules sédimentées jusqu’a un volume total de 4 ml.

Verser dans un bécher de 50 ml. Agiter a 120 rpm pendant 6 heures.

Bi.4. Compte cellulaire

e 100 pl de solution cellulaire e 100 pl de fuschine liquéfiée

enzymatique (Kao, 1982)

Prélever une partie de la solution cellulaire enzymatique. Y ajouter la fuschine
liguéfiée. Cette dernicre sert a colorer les cellules facilitant ainsi leur compte et
I’évaluation de leur viabilité. Mélanger par aspiration. Laisser reposer pendant
2 minutes. Mélanger par aspiration. Prélever une goutte de cette suspension et placer

sur un hémacytometre. Recouvrir d’une lamelle & microscopie. Compter les cellules
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pour 9 séries (n=9) de carreaux ayant un volume unitaire de 0.1 mm® 2 un

grossissement de 100.

La concentration cellulaire moyenne correspondant & I’échantillon (c) est calculée
selon D'équation B.1 en considérant le compte cellulaire moyen (E), le volume
correspondant a chaque compte (V¢, 0.1 mm’ dans ce cas-ci) ainsi que la dilution (D)

qui se situe entre 4 et 20.

. 3
C=CCXDX—1——X106E—[=1109£ B.1
Ve L L '
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Annexe C

Mesures des concentrations intracellulaires en glutamine et en glutamate
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C1. PROTOCOLE DE DETERMINATION

Le protocole utilisé est fourni par Sigma lors de I'achat du Glutamine/Glutamate
determination kit (GLN-1) et consiste en une légére modification du protocole
développé par Lund (1986). Le protocole se divise en deux étapes, soient la
déamination de la L-glutamine en L-glutamate (réaction A) suivie de la
déshydrogénation du L-glutamate en o-kétoglutarate accompagnée par la réduction

d'un NAD" en NADH (réaction B):

Réaction A: Déamination de la glutamine

glutaminase

L-glutamine + H,O > L-glutamate + NH"
H+

Réaction B: Déhydrogénation du glutamate et réduction du NAD

glutamique
déshydrogénase
L-glutamate + NAD" + H,O > o-kétoglutarate + NHy" + NADH

C'est la conversion du NAD+ en NADH qui est mesurée par spectrométrie et qui est

proportionnelle a I'oxidation du L-glutamate.
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Les produits utilisés sont les suivants:

@

Tampon Acétate, pH 5, 0.5M

Adénosine 5'-Diphosphate (ADP), 100mM
L-Glutamine, 2mM

L-Glutamate, ImM

Glutamique Déhydrogénase (L-GLDH), 1200 U/ml
Glutaminase, 10 U/ml

Hydrazine Hydrate (64 % Hydrazyne)

B—Nicotinami(;Ie Adénine Dinucléotide (NAD), 30 mM

Tampon Tris (0.1 M)-EDTA (0.002 M)
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C1.1. Réaction A: Déamination de la glutamine

C1.1.1. Courbe standard de glutamine

Le volume total de chaque échantillon doit étre de 1 ml. Les échantillons doivent Etre

préparés comme indiqué au Tableau C.1.

Tableau C.1:  Courbe standard de concentration en ghitamine

Glutamine | Eau | Tampon acétate | Glutaminase

M ) f @D | o (m)

0 0 0.7 0.2 0.1
0.2 0.1 0.6 0.2 0.1
0.4 0.2 0.5 0.2 0.1
0.6 0.3 0.4 0.2 0.1
0.8 0.4 0.3 0.2 0.1
1.0 0.5 0.2 0.2 0.1

Incuber a 37 °C pendant 1 h.



C1.1.2. Préparation des échantilions expérimentaux

Les échantillons 2 analyser doivent étre préparés comme indiqué au Tableau C.2.

Tableau C.2: Préparation des échantillons pour fins &’ analyse
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Type d'analyse
Glutamine et Glutamate Glutamate
Tampon Acétate (ml) 0.20 0.20
Glutaminase (ml) 0.10 -
Echantillon expérimental (ml) 0.25 0.25
Eau (mD) 0.45 0.55

Incuber a 37 °C pendant 1 h.
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C1.1.3. Réaction B: Déhydrogénation du glutamate et réduction du

NAD

Suite & l'incubation appropriée, une partic des échantillons préparés a 1'étape
précédente est utilisée pour mesurer la réduction du NAD" en NADH. Les solutions

finales a analyser doivent étre préparées comme indiqué au Tableau C.3.

Tableau C.3:  Solutions finales & analyser

Type d'analyse
Standards Glutamine et | Glutamate
Glutamate
Tampon 1.00 1.00 1.00
Tris-EDTA Hydrazine (ml)
NAD (ml) 0.10 0.10 0.10
ADP (ml) 0.01 0.01 0.01
Préparation des standards (ml) 0.50
Préparation 0.50
glutamine et glutamate (ml)
Préparation glutamate (ml) : N “ L 0.50
Eau (ml) 0.39 0.39 0.39
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Mélanger par inversion ou aspiration;

Prendre une lecture d'absorbance a 340 nm pour obtenir le signal de fond;

Ajouter 0.02 ml de L-GLDH et mélanger par inversion ou aspiration;

Laisser reposer a la température de la piece pendant 40 minutes;

Mesurer I'absorbance aprés 40 minutes ou jusqu'a ce que celle-ci demeure

constante;

Soustraire I'absorbance de fond de celle obtenue;

Utiliser la courbe de référence obtenue des standards de glutamine pour déterminer
les concentrations de glutamate et glutamine, et de glutamate dans les échantillons

expérimentaux;

Diviser la concentration obtenue par 0.25 (dilution de 0.25 ml / 1 ml);

Pour obtenir la concentration de glutamine, soustraire la concentration de
glutamate obtenue dans les échantillons sans glutaminase de la concentration totale

en glutamine et glutamate.
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Annexe D

Formules utilisées lors de I'expérience statistique de dénombrement cellulaire
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D1i. FORMULES STATISTIQUES

Les formules utilisées sont tirées de Sirois (1999) et apparaissent dans l'ordre utilisé

dans le chapitre 3.

Movenne arithmétique

Yy=—2’% D.1

i=1

Ecart-type
1
I < -\ |2
§ = .-
L_lé(y, y } D2
Etendue
R = Ymax = Y min D3
Contraste
p=l-(kik, 1)

Kk, k,
C= ZZaij,p?yij D4

i=1 j=1

Taux d'ajustement

I
TA=— ai D5
2
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Somme des carrés

contrasie
C? n
Sccontraste :711_;5: =% , c? D.6
2.
i=1
intragroupe
k n —\2 k
Scintra :ZZ(yﬁ—y) = n—l)zsiz D7
i=1 j=1 i=1
totale

k =n

SC :ZZ(yij “‘;)2 = (nk -1} D.8

i=1 =1

Degré de liberté

intragroupe
DLintra = k(n - 1) D9

totale

DL, =nk-1 D.10
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Carrés movens

contraste
SC
CM contraste = Bﬁm = SCcontraste DL onraste =1 D11
coniraste
intragroupe
SC.
CM. , =-—-ma D.12
intra k(n _ 1)
Effet
i=1,...(k;k, 1)
C
E=— ) D.13
>
Z &
j=1
Paramétre statistique F
F= CMcomraste - SCcontrasie DL D.1 4
B CM - SC intra DL coptraste=1 )

intra intra

ot k représente le nombre d'essais effectués, n, le nombre de lecture faites a chaque

test et o, Ia modalité (+1 ou -1).
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Annexe E

Démonstrations mathématiques



El. REPRESENTATION DE LINEWEAVER-BURK

410

La représentation de Lineweaver-Burk (Rawn, 1990) permet de déterminer les

paramétres d'une cinétique de Michaelis-Menten par régression linéaire.

Sachant qu'une telle cinétique a la forme suivante,

=pu* n
H=R (K+n)

son inversion

1 (K)1 1
—_—=f ——f—
po\p*/n p*

Ela

E.1b

permet de déterminer le taux de croissance maximum (inverse de l'ordonnée a

T'origine) et la constante d'inhibition (la pente multipliée par l'inverse de I'ordonnée a

'origine) a partir d'un graphique de l'inverse du taux de croissance en fonction de

Vinverse de la concentration du nutriment.
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E2. MODIFICATION DE LA FORME GENERALE DES
MODELES DE BIOPROCEDES

Comme mentionné au chapitre 5, la forme générale des modeles de bioprocédé (Bastin
et Dochain, 1990) doit étre modifiée lorsque les variables impliquées sont relatives au
volume de culture et que celui-ci varie significativement en fonction de facteurs tels

I'échantillonnage et I'évaporation.
Le modele général ayant la forme:

d= :
= - kofe)-( % - ole)+vE) B2

ou Z représente des variables absolues. Le changement de variable permettant

d'obtenir le suivi des concentrations des variables d'état s'effectue comme suit:

d(;?) = VKQ(E)- Qua &~ V() + VE(E) E.2b
- ol Qe + W e-a0)+1(0) B2

ol la variation de volume est aussi obtenue par bilan massique & masses volumiques

quasi-égales:

dav Lf
EZVZ"—(*:@)—Qévap ——Qéch E3
m=1 >f,m

Le modele final comprend donc les équations E.2c et E.3.
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E3. DETERMINATION DES CONSTANTES DE JERUSALIWSKI

ET ENGAMBERVEDIEV

Une représentation similaire a celle de Lineweaver-Burk est utilisée pour déterminer

les paramétres d'une cinétique de Jerusaliwski et Engambervediev par régression

linéaire.

Sachant que cette cinétique a la forme suivante,

(S
K+n

Son inversion

i i 1
—— n+__...
poo(Kp* p*

E.da

E.4b

permet de déterminer le taux de croissance maximum (inverse de l'ordonnée 2

'origine) et la constante d'inhibition (I'inverse de la pente multipliée par I'ordonnée a

'origine) a partir d'un graphique de l'inverse du taux de croissance en fonction de la

concentration du nutriment.
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E4. DETERMINATION DES TAUX DE CONSOMMATION
NUTRITIONNELLE

L'équation de base décrivant la consommation nutritionnelle est la suivante:

dn_
dt

-Qn E.5a
Selon les articles rescencés dans la revue de littérature, la consommation nutritionnelle
est régulée par différents mécanismes 2 la surface membranaire ce qui laisse croire a
une consommation proportionnelle 2 l'aire de la membrane cellulaire. De manicre
générale, les taux de consommation (et de production) spécifiques sont associés a la
biomasse en supposant quune augmentation de l'air de transfert implique une

augmentation de celle-ci:

dn

& =X E.5b
Dans les derniéres équations, Q, et g, sont les taux de consommation net et spécifique
respectivement. L'objectif du calcul est de déterminer le taux de consommation moyen
entre deux ‘échantillons. L'expression de la biomasse (x) est obtenue a partir de

I'équation de croissance:

dx _

dt "‘“xx E.6a

Celle-ci est intégrée entre les deux échantillons:

2S

1n(3‘-2-) =p (t,-t,) E.6b
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de laquelle l'expression du taux de croissance est extraite et insérée dans I'équation

E.6a:

ST Xk E.6c
dt (tz _tl) X)

L'expression de la biomasse (x) tirée de cette derniére équation est rapportée dans

I'équation E.5b:

-1
dn X dx
——=—g {t, -t ) In 22 ==
- 9. (1, 1){ (xl H ” E.5c

ot les dérivées sont approximées par une discrétisation explicite selon Euler:

Ay = (Ell—nz) 1X1)ln(~x—2—) E.5d

t,—t,) (x, - Xy

Le terme logaritmique de I'équation E.5d représente une correction a une discrétisation
explicite directe de l'équation E.5b afin de tenir compte de la non-linéarité de la

croissance de la biomasse.
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E5. EFFET THEORIQUE DE LA CONCENTRATION
CELLULAIRE SUR LE TAUX DE CONSOMMATION
NUTRITIONNELLE

Comme mentionné, la consommation nutritionnelle est décrite par un taux spécifique
selon I'équation suivante:

dn —q.x
at n E.5b
Ceci suppose que le taux de consommation net n'est fonction que de la biomasse. Or,
lorsqu'il y a division cellulaire, la masse demeure constante, mais la superficie de

transfert s'accrofit suite au scindement de la cellule (considérée sphérique) en deux plus

petites.

Les fonctions géométriques décrivant 'air et Ie volume d'une spheére:

A = 4dnr?
E.7

4
V = —7r
3 ES8

ol 1 est le rayon de la sphére, servant de base & la démonstration. En identifiant les
propriétés cellulaires pré(-) et post(-) division par 1 et 2 respectivement, une relation
entre les concentrations cellulaires et les rayons est obtenue en considérant que le

volume global demeure constant:

4 3 4 5
c1—3—m'1 =C, ”3“'"31‘2 E.Sa
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3

C2 | h

& |5 E.9
En isolant I'expression de I'aire de part et d'auire de I'équation E.9a, une relation entre

les aires de transfert et les rayons cellulaires est obtenue comme suit:

L,
A=A E.10a
Ay T
A, 1 E.10b

La relation caractérisant 'augmentation de l'aire de transfert en fonction de la division

cellulaire s'obtient en combinant les équations E.9b et E.10b:

1/3
Ay _[L E.lla
Ay ¢ .

Selon I'hypothése posant le taux de consommation comme étant proportionnel a l'aire

de transfert, celui-ci varie donc avec la concentration cellulaire:

q c 1/3
2% = (—2—] E.11b
a1 ¢

En définissant la concentration cellulaire cp comme concentration de référence, le taux
de consommation spécifique a la biomasse (qy) est ainsi lié au taux de consommation

de référence (qr) selon:

c 1/3
da :qR,n(TJ Ellc

R
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Cette expression est utilisée pour substituer le taux de consommation spécifique 2 la

biomasse dans l'équation originale E.5b:

d 1/3
an _ Qg [_E.J X E.12a
dt Cr

La démonstration regroupant les équations E.6a 2 E.6d est reprise pour remplacer X

dans I'équation E.12a et la méme démarche utilisée pour la concentration cellualire c:

4 1/3 »
dn 1 c dc X dx
at dgr.n Ci{,3 ( 2 1){ [Cl H dt ( 2 1)[ (XI H dt

En utilisant la discrétisation explicite d'Euler, I'équation suivante permet de calculer le

taux de consommation de référence a partir des données de deux échantillons:

( ) 1/3 :
Qrao = ln(—n -——1n[-~J E.12
N (t,-t,) }:(CZ“CI) ¢ (xy=x;) (% ¢

En choisissant la concentration de référence 2 une unité cellulaire (e.g. 1 x 10° L), le

modele décrivant la consommation nutritionnelle devient:

dn 13
- = ~qR,nC X

d E.13a

et le taux de consommation spécifique de référence (gra) est évalué

expérimentalement selon:

o il l)l(‘“J]T‘L’SI(“] B
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E6. EFFETS DE FAVORISATION ET D'INHIBITION ASSOCIEES
A LA CINETIQUE DE SIROIS (1997)

Sirois (1997) présente une nouvelle forme de cinétique de croissance associ€e au
nutriments:

K
By == E.l4a
Kyy+n™

Malgré sa représentation décrivant une inhibition nutritionnelle, cette cinétique peut
aussi décrire une cinétique de favorisation nutritionnelle. En effet, dans le cas ou

l'exposant de la concentration en nutriments est négatif:

. Kn,l
By = “——_—Kz E.15a
Kyy+n ™"
I'équation peut étre manipulée comme suit:
KD,] N nKn,Z
By = X g E.15b
K, +n ™ nm?
K
K,n*?
u, = ”’IK * }{(“" E.15¢
Kn,ln " +1 }{(n,l
pour obtenir une expression de favorisation nutritionnelle:
nKn,Z
u, = E.15d

Kn,2
n + %(n,l
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Annexe ¥

Démonstration biochimique par bilan protonique de 'effet de la source d'azote et

de I'utilisation de citrate sur le pH et le gradient protonique
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La Figure F.1 illustre les métabolismes reliant les sources d’azote aux sources
carbonées. Les protons, leur transporteurs et les transporteurs énergétiques (ATP) y

sont aussi indiqués.

"t

Glucose NGOy

Glucose
NaD*

NADH + H*

Pyruvate Pyruvate NAD* N

4
HADH +H* ATP
ATP B*
Acetyl CoA ’

Oxaloacétate NH,*

Cifrate-

28 CoASH
HO 4

Citrate- NADP

\ WAD*
NADH + H*
€0,

o-céloglutarate
NADPH* + HY

ATP

ADP

NADPH*+H*

NADP

Glutamate

Figure F.1: Métabolismes des sources azotées et carbonée de I’absorption a la fixation de

Pazote sur un squelette carboné
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Comme mentionné 3 la section 4.4.3, 'utilisation de citrate d’ammonium a un effet
significatif bénéfique sur la croissance en biomasse séche et en prolifération cellulaire.
Il permet d’éliminer I’effet pH provoqué par le ratio des sources d’azote utilisées
(ammonium:nitrate). La Figure F.2 présente un résumé des métabolismes de la source

carbonée et de I’azote présentés a la figure précédente.

x +y
3 Glucose, X NO,,~
.._.__ ___ g ax W, 2 HY
4 4 "
x +y
p) Glucose XNO;;"
l——————»(x +y) HY Bx HY
X+ .
[——-7—] Citrate; (eby) NH,;*
2 'y FY
~lx+y}HY, —_f__. {x+3) HY yHY 4.—*_—_— -y B
X+¥) .,
— Cifrate, yNH, *
Figure F.2: Synthése et comparaison des métabolismes de la source carbonée et de I’azote

L’analyse est basée sur la source azotée, sachant qu'une molécule de citrate fixe
ultimement deux molécules d’azote et qu'une molécule de glucose forme deux
molécules de citrate. En somme, une mole de protons entre dans les cellules pour
chaque mole de glucose absorbée. Sa dégradation en citrate génére ensuite quatre
moles de protons par mole initiale de glucose. Quant au citrate, son absorption se fait

parall¢lement & deux moles de protons. Toutefois, aucune génération n’en découle.
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Dans le cas de ’azote, I’absorption du nitrate entraine ’entrée de deux protons alors
que sa réduction en ammonium consomme huit protons. D’aufre part, la

consommation d’ammonium provoque I’expulsion de protons selon un ratio 1:1.

A partir de ces connaissances, des bilans protoniques sont effectués pour différentes
situations ol le ratio ammonium:nitrate est changé, de m€me que le contre-ion de
Pammonium (citrate vs sulfate). Dans chaque cas, la quantité d’azote disponible (et

considérée utilisée) est constante a 20mM.

x=18.5 mmol

Cas #1: Milieu B5 (2:25) y=1.5 mmol
Variation extracellulaire:
1
AH, =(—2X+y)~z(x+y) F.la
AH, = (- 2(18.5)+1.5)—i—(18.5+1.5) F.1b
AH, = -40.5mmol F.lc
Variation intracellulaire:
5
AH, :(—-6X—y)+z(x+y) F.2a
AH, =(- 6(18.5)—1.5)+i-(18.5+1.5) F.2b

AH. = —87.5mmol
! F.2c



423

Ces résultats représentent les différentiels normalement générés par I’assimilation de
P’azote dans les cellules cultivées dans le milieu B5. Les flux nets de protons sont
aussi fonction de I’ensemble des autres métabolismes, raison pour laquelle ces valeurs

ne sont utilisées qu’a titre de comparaison.

Cas #2: Nitrate comme seule source azotée x=20 mmo}
y=0 mmol
Variation extracellulaire:
1
AH, :(—2X+y)—-z(x+y) F.la
AH_ = —45.0mmol F.1d
Variation intraceliulaire:
5
AH, =(—6X—Y)+Z(X+Y) F.2a
AH, =-95.0mmol F.2d

i

Selon ces calculs, 1a diminution de la concentration de protons extracellulaires serait
plus prononcée dans ce dernier cas que dans le cas de référence, ce qui va dans le
méme sens que les résultats de pH présentés a la figure 4.20. Au surplus, les
différentiels de concentration protonique sont semblables (11% et 9% plus élevés) au
cas standard ce qui laisse croire que la croissance ne devrait pas étre affectée outre

mesure. Ceci est confirmé par les résultats présentés a la figure 4.22 (diminution du
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taux de croissance de 14 + 12% et de prolifération de 33 + 37% par rapport a un ratio

de 5:15 ammonium:nitrate).

Cas #3: Ammonium comme seule source azotée x=0 mmol
y=20 mmol
Variation extracellulaire:
1
AH, :(—2X+Y)—Z(X+Y) F.la
AH_ = +15.0mmol F.le
Variation intracellulaire:
5 .
AH, =(—6x—y)+z(x+y) F.2a

AH, =+5.0mmol F.2¢

Dans ce cas, les différentiels sont complétement & I’opposé de ceux conventionnels.
Plut6t que de consommer des protons intracellulaires, ce qui est bénéfique pour les
cellules puisque cela diminuent I’utilisation des pompes & protons, 'utilisation unique
d’ammonium génére une accumulation protonique intracellulaire. De plus, la
concentration extracellulaire est aussi accrue, comme le confirment les résultats
présentés a la figure 4.20, augmentant ainsi le gradient protonique et favorisant les
entrées anionique par symport protonique. Ces nouveaux protons doivent étre expulsés

eux-aussi. Ces deux effets combinés provoquent donc une accumulation de protons
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dans Ja cellule, ce qui perturbe grandement la croissance dans son ensemble. Ces

résultats sont confirmés par les résultats présentés 4 la figure 4.22.

Cas #4- Ammonium comme seule source azotée, x=0 mmol

combinée & du citrate y=20 mmol
Variation extracellulaire:
AH, = (— 2x+y)-(x+y) F.3a
AH, = 0.0mmol F.3b
Variation intracellulaire:
AH, =(-—6x—y)+(x+y) F.4a
AH, = 0.0mmol , F.4b

Les différentiels nuls obtenus suggerent que I’utilisation conjointe de citrate et de
ammonium provoque un effet de neutralisation des bilans protoniques, ie. la
consommation et Vutilisation du citrate par la cellule annule I’effet de Putilisation
seule de I’ammonium sur la distribution protonique. En outre, la réduction du nitrate
demandant 3 moles d’ATP par mole de nitrate (2 directement et 1 lors de la
reformation du NADPH" 4 partir d’'un NADP), cette énergie (90 mmol sur une base de
20 mmol d’ions azotés) est maintenant disponible pour I"expulsion de protons par les

pompes a protons. Théoriquement, cette énergie disponible suffit A recréer le

différentiel protonique intracellulaire du cas de base (-87.5 mmol).
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Annexe G

Publication tirée du chapitre 5. Modélisation.
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ABSTRACT

A two-step approach was used to develop a segragated model of the growth of Eschscholizia californica plant cell
cultures. In a first step, a non-segregated model was developed. Its parameters were estimated using conventional
methods. The exponential phase of biomass growth was adequately estimated using a first set of parameters obtained
using 14 bioreactor cultures. The exponential growth phase was well predicted while the model was unable to predict the

decline phase. The model predicts the biomass growth with an overall error of 17 % = 9 % (r’=0.85).

In the second step, a segregated model was developed to increase the understanding of the biomass state in the bioreactor.
The biomass was divided into three components based on the hypothesis of different activities: small cell type a biomass,
large cell #ype b biomass and large inactive cell rype ¢ biomass. To represent cells death, a mortality constant was
associated with each type of biomass in the equation system. The model predicts the biomass growth phase with an

overall error of 14 % = 7 % (r"=0.89). The estimation of total biomass growth was improved over the non-segregated

model since the segregated model well-predicted all the growth phases.

The non-segregated model was successfully used to optimize the growth of E. californica cell suspension culture in
bioreactor resulting in a 100% increase in dried biomass concentration and a 300% increase in biomass growth rate over

a conventional batch culture.

Keywords: biotechnology, process models, optimization.
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1. INTRODUCTION

A wide range of secondary metabolites can be obtained by the culture of plant cells in vitro. This technique allows better
control over production and recovery, and the possibility of optimizing the entire process. In spite of this, the
mathematical description of the kinetics of the global metabolism remain deficient. Models are developed to improve the
understanding of the growth phase by their ability to describe the behavior of the process. This ability is directly related

to the structure of the model and its kinetics forms.

A plethora of models have been developed to describe and predict the behavior of plant cell cultures under different
conditions. These models can be broadly classified in two categories, i.e. segregated and non-segregated models [1].
Evaluating the efficiency and utility of models must be based on their ability to describe, inform and predict the
phenomenology of plant cell cultures. Published medels of plant cell cultures usually include the growth and production
phases. of the bioprocess. A good ‘description of the growth phase is obwviously required to accurately describe the

production phase.

Selection of growth variables for non-segregated models is generally based on nutrient limitation [2-3], or combined with
the Fencl logistic equation [6-8], or associated with a leak from the cell to the medium of this nutrient [9]. In these cases,
the model describes the growth kinetics as a function of a specific nutrient while the remaining nutrients are assumed
non-limiting. This type of model can be used to study the effect of a specific nutrient on the growth process but cannot

generally predict the whole growth phase adequately.

Bailey and Nicholson [10] presented a segregated model which predicts the concentration of viable, non-viable and total
biomass. Hooker and Lee [11] and van Gulik er al. {12}, on the other hand, included the description of nutrient uptake
and internal use with change in biomass composition. The segregated model of Grm and Mele [13] describes the growth
of four types of biomass together with the production of secondary metabolites. Despite its structure, this model cannot
be used to predict the growth phase since its kinetics does not include the major aspects of the culture phenomenology.

Consequently the model is dependent on the experimentation. Those segregated models improve our understanding about

the whole growth process.
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These models show the difficulty of modeling a bioprocess with good robustness to describe and predict the entire
growth phase of any culture. The present paper presents a different approach to develop a segregated model for the

prediction of the growth of plant cell culture. The models were developed to optimize the growth phase.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Cell line

Eschscholtzia californica cell line EC6 was generated 12 years ago at BIOPRO laboratories of Ecole Polytechnique de
Montréal. Suspension cultures of this cell line were maintained in Gamborg's basal growth medium [14] supplemented
with 0.2 mg L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 0.1 mg L kinetin and 30 g L sucrose. The pH of this medium was
adjusted to 5.5 prior sterilization (121°C, 1 bar, 20 min) with KOH. Subcultures were carried out weekly by transferring
2010 30 % of suspension to fresh medium. Cell suspensions (200 ml) were maintained in 500 ml flasks agigated at 120

rpm and 26°C.
2.2 Bioreactor cultures

Low shear helical-ribbon impeller bioreactor of 6-L and 2-L equipped with surface baffles [15] were used for growth
studies. They were assembled, fitted with accessories {sampling and nutrients addition ports, sterile air filter, and
temperature, conductivity, Ingold dissolved oxygen (DO) polarographic and precalibrated pH probes) and steam
sterilized (121°C, 1 bar, 1h). The DO concentration was maintained at 60% air saturation using an adaptive DO
controller [16]. The medium was added after bioreactor sterilization. Additional nutrient solutions were added at different

times in several cultures for various nutrient studies and to increase the robustness of the model.

The cultures were sampled daily or every other. Samples were filtered (Glass fiber filter, Gelman Science). Biomass- was
dried (oven 80°C, 24h) to obtain the dry-weight concentration. Nutrients (carbohydrates, anions and cations) were
analyzed by HPLC (High Performance Liquid Chromatography) from filtered medium. Nutrient concentrations were
corrected with the packed cells volume (PCV) as suggested by van Gulik ez al. [5]. Measurement errors were assessed

using ten samples of the same culture sampled at the same time and treated independently.
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2.3 Models implementation

The models were implemented in the Excel® tabulator by explicit Euler approximation of the derivatives to instantly

view the simultaneous effects of parameter variations on all the cultures simulated.

3. DEVELOPMENT OF THE NON-SEGREGATED MODEL

3.1 Development of equations

The development of the non-segregated growth model equations was based on the following hypotheses.
1. The growth of the plant cell culture is characterized by dried biomass concentration.

2. Growth limitation occurs by nutrients concentration.

3. Nutrients uptake and utilization are proportional 1o biomass growth.

4. Nutrients can be either rapidly absorbed from the medium, stored and used intracellularly over a certain period of time

or immediately used as they are taken up from the medium.

The following reaction scheme [16] results from these hypotheses to represent the phenomenology of the growing

biomass:

Nje — Ny (1)
Nz = Nz (2)
Dy + Ngj + Nge + MNge —> X 3)

where Equations (1) and (2) describe the uptake of extracellular nutrients (n;,, ny) and Equation (3) represents total
biomass (x) growth on immediately used nutrients (ns., ns) and stored intracellular nutrients (n;, o). The following

Equations are directly obtained from this reaction scheme.
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The constants (k) of the invert yield matrix K and uptake rates (,, ¢,) of the reaction rate vector ¢ must be measured.
Uptake rate values are chosen to fit the experimental nuirient concentrations as shown for the uptake of phosphate by
EC6 plant cells line (Figwe 1). The result obtained from  those measurements  was
0.004 = 0.002 mmol PO, k' (g biomass)". The apparent yields (k') of immediately used nutrients (ns, n,) are measured
from bioreactor experiments with the slope method as shown for the consumption of sugars by EC6 cell cultures
(Figure 2). The calculated yield was 0.36 = 0.13 g biomass (g sugars)’. To determine the yield (k') of accumulated
nutrients (ny;, Na) 2 series of experiments were performed at different initial concentrations of the extracellular nutrients

to obtain a limitation effect. The resuits for the phosphate with EC6 cell cultures was 4.9 = [.6 g biomass (mmol PO4Y:.

Thereafter the form of the growth rate must be determined. Iis time-dependent value depends on nutrients concentration
and various constants associated with the chosen specific growth equation. Various form of the specific growth rate have
been published [17-19 and others] according to the dynamic of the plant cell line of interest. The biomass growth on
sugars follows 2 Monod kinetic {17} with a growth constant near zero to represent the trigger effect of this major nutrient.
The kinetic of the biomass growth on phosphate has the second form of Sokol and Howell [20] with the constant values

of 0.67 for K1, 0.002 for K2 and 1.05 for K3,
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The parameters are adjusted to minimize the biomass overall estimation error {11] following the objective equation.

minZ(xm —x)2 o)

where x,, is the measured dried biomass concentration and x is the model estimated dried biomass concentration. The
estimation of nutrients concentration were carried out with the measured consumption rates and yields. Those estimations
were verified to satisfy the measured nutrients conceniration according with the experimental error. Corrections were

made to the parameters if necessary to increase the aceuracy of prediction.
3.2 Results

The objective function (Eq. 9) was evaluated by simultaneous simulations of the system equations of the non-segregated
model (Eqs. 4-8) for 14 different EC6 cultures. As shown in Figure 3 and 4 the model predicts the biomass growth with
an error of 15 % = 8 % (1°=0.87) on the exponential growth phase and an overall error of 17 % = 9 % {r°=0.85) for all the
growth phabcbs. The exponential growth phase was well predicted while the model was unable to predict the decline

phase. The prediction of an immediately used nutrient (sugars) is presented in Figure 3,

4. DEVELOPMENT OF THE SEGREGATED MODEL
4.1 Development of equations

To increase the accuracy of the prediction, the biomass was divided into three components based on the hypothesis of
different activities. First, small cells (denoted here as type a biomass) expand using nutrients to build bio-structures (cell
wall, organelles, nucleus, etc.) and become larger (rype b). Subsequently a part of rype b biomass form fype a biomass.
Another part of rype b biomass remains large to form type ¢ biomass which is inactive. To represent cells death, a

mortality constant was associated with each type of biomass in the equation system.

The growth of the three types of biomass is based on the uptake and consumption of nutrients as previously described.
The uptake of nutrients is based on total biomass concentration since all biomass is assumed 1o exchange molecules with
the medium. The consumption of nutrients is based on the growth rate of zype b biomass if nutrients are strongly used for

bio-component formation, or based on the growth rate of rype a biomass if they are used in other metabolic pathways.
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The influence of each nutrient on the growth rate is represented as described previously except for this model, we used

three different biomass growth rates describing each type of biomass (i, sy, f£o). The yield coefficients obtained from the

previous non-segregated model were assumed to be the same for the segregated model since it is the same biomass.

These values must only be applied on the appropriate type of biomass {type a or b) according to the main utility of the

nutrient. As a first approximation, sugars and nitrate are associated with type b biomass as the growth stops if they

disappear from the medium while phosphate and ammonium uptake are associated with type a biomass as they disappear

from the medium few hours after inoculation. The following reaction scheme results from this phenomenology.

e = Ny

Nz > Ny

N + D3 + Xy = X,

Ny + Nyge + X2 Xp

Xp = X¢

Xa+ Xp + X, ~> (death biomass)

(10)

1y

(i4)

(15)

Equations (1) and (2) represents the uptake of extracellular nutrients (ny,, na). Equations (12) to (14) describe the tvpes a,

b and ¢ biomasses growth. The death of biomass is described by equation (15). A new system of equations is then

obtained from this reaction scheme.
—§~K(€U+Ha
dt e

where
T—.
€ "[xu Xp Xo Die Tp; Mpe Ny Nie n4e]

PT={O1X 02X Xy poXa ey HdeanX]

<[00 0 £,y 0 £y 0 £ £

C

(16)

a7

(18)
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6 kl,xa 0 0 ’kZ.xa
0 0 ke 0 kg
0 0 0 kl,xc “kZ,xc
-1 0 0 0 0 0
K=} 0 —xyy 0 0 0 (19
0 -1 0 0 0 0
0 1 0 -~k 0 O
0 0 -kgp O 0 0
0 0 0 Ky O o |

The nutrient constants (k,) and thake rates (¢, ;) are determined as mentioned above. The major difficulty for this
model is the specification of death constants in addition to the determination of the biomass growth rate constants. An
approximation of death constants can be made by estimating the decay rate of the biomass at the end of the culture
whereas the growth rates are approximately zero. The growth rates constants are used to minimize the total biomass
overall estimation error via the objective function defined before. Thereafter, total decay rate is distributed for each type
of biomass by a shooting method when the culture is simulated in order 10 reproduce the plaieau and decay phases of all

the cultures with a minimum error.
4.2 Resulrs

The objective equation (9) was used to minimize the estimation error of the segregated model (Equation 4 with Equations
16-19) for the same 14 cultures. The prediction of sugars concentration is shown in Figure 5. As shown in Figure 6 and
Figure 7 the model predicts the biomass growth phase with an overall error of 14 % (1°=0.89). The adequately prediction
of the whole growth process of the plant cells cultures is the major improvement of the segregated model over the non-
segregated one. A part of the mismatch is produced for the same reasons mentioned for the non-segregated model and
also by the large number of growth constants since there are three growth rates in the segregated model instead of one in
the non-segregated. It is possible to reduce the number of constants in the growth rates equations with only a minor loss

in estimation accuracy (results not shown).
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5. GROWTH OPTIMIZATION

The non-segregated model was used to optimize the growth of E. californica cell culture in bioreactor. It was used
everyday to determine the required nutrients concentration needed to allow optimal growth for the next 24 hours based
on the predicted nutrients consumption. The optimization problem was to maintain phosphate concentration at Jow levels
to maxjmize biomass growth as shown by kinetic studies as well as sugars concentration 10 minimize osmotic pressure.
However the nutrients were added once a day and they should be in sufficient quantity to allow biomass growth until the

nextaddition. The nurient feeds were the decision variables for the optimization procedure.

As shown in Figure 8A the whole culture could be predicted at the beginning of the experiment. Thereafter, the model
was used and corrected online to get better prediction and optimization. The model got its feedback from the total dried
biomass measurement witch is only available 24 hours after the sampling time. The example of the sample taken at 210
hours is shown at figure 8B. The nutrients requirement and biomass growth are predicted with the model corrected by the
past samples. The next day the resulted dried biomass concentration was used to correct the model (Figure 8C) and the
nutrient requirement. Biomass growth was predict after this correction and so on (Figure 8D). A growth limitation
occurred at 320 hours of culture resulting of an oxygen wransfer limitation of the bioreactor. Figure 9 shows biomass
growth of a conventional batch culture and the optimal culture. With the model used for growth optimization the final
dried biomass concentration was doubled while the time needed to reach 10 g L was approximately reduced by one-
third (three times the standard biomass growth rate). This result confirms the nutrient conceniration limitation in addition
of starvation. Figure 10 shows the periodic nuirient feeds for the optimal cultare while no nutrient addition were done for

the conventional culture.

6. DISCUSSION

Comparing the estimated biomass profile from the non-segregated model with the experimental data (Figure 3 and Fi gure
4) it appears that the exponential growth phase is well-predicted until substrates are exhausted (=300 h). At that time
growth ceases and the model assumed the biomass concentration to remain constant. The major improvement of the

segregated model over the non-segregated model is its ability to predict all phases of cells suspension growth pattern. As
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shown in Figure 6 and Figure 7 the estimated profile follows the same trend as the experimental data during whole
culture. This characteristic of the segregated model improves the description of the culture which reduces the estimation
error at the expense of the increase in model complexity. However the low number of experimental points in the decline
phase reduce the observed decrease of the overall error of the segrepated model (14 %) over the non-segregated one

(17 %).

Moreover the capacity of the segregated model to predict the pattern of the total biomass concentration by the estimation
of the three specific biomass reinforces the hypothesis of ‘different biomass states. Furthermore, the estimated
concentration of type ¢ biomass is an indication of the performance of the bioreactor system. In the culture shown in
Figure 6, the estimation of fype ¢ biomass is always close to zero. This means that the process generate low amount of
inactive biomass according to the hypothesis of the segregated model development. Accurate predictions allows one to
use the model 1o predict the culture behavior following changes in the culture process with minimal experimentation. The

model also help to monitor on-line unmeasured variables as the process evolves.

As shown in Figure 9 the use of the model allow a fastest growth than the conventional culture when used to optimize the
growth phase. The model could be used to reach higher biomass concentration or reduce the culture time. The segregated
model gives good results for the biomass growth estimation but a major problem persist: it is very difficult 1o validate the

hypothesis of the three types of biomasses. Further experiments will be done to counteract this question.

7.CONCLUSION

A two-step approach was used for the development of a segregated model for plant cell cultures with good accuracy
(estimation error less than 15%) considering the natural variability of plant cells culture. Each growth phase was
estimated with only a small number of biochemical reactions (biomasses growth and uptake rates) while thousands of
biochemical reactions simultaneously occurs in plant cells. Finally, twice the final dried biomass was reach when the

model was used to optimize growth.



NOMENCLATURE

f, feed of the nutrient j (mmol L™ ")

k positive constant, inverse of apparent yield (mmol (g biomass)™)
n nutrient concentration (mM)

t time (h)

X biomass concentration (g L")

&; uptake rate of nutrient j (mmol (g biomass)'l h'l)

s biomass growth rate (h'")

vector and matrix

nutrient feed vector

inverse yield constant matrix

estimated variables vector

rates vector
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subscripts

a refer to type a biomass
b refer to type b biomass
c refer to type ¢ biomass
e extracellular

i intracellular

m measured variable

1,...,j identify a specific constant when more than one are referred to the same nutrient
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FIGURE CAPTION

Figure I - Nutrient uptake rate determination.
{O: measured concentration,
—: modeled concentration.

An addition of phosphate was done at 63 hours.

Figure 2 - Calculation of nutrient apparent yield.
J: measured concentration.
— linear fit.

The yield is the siope of the line.

Figure 3 - Biomass concentration estimation using the non-segregated model for culture 1.
0: measured concentration.

—: model prediction.

Figure 4 -  Biomass concentration estimation using the non-segregated model for culture 2.
O: measured concentration.

—: model prediction,

Figure 5-  Sugar concentrations.
0+ measured concentration.
— non-segregated model prediction.

-— 1 segregated model prediction.
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Figure 6-  Biomass concentration estimation using the segregated model for culture 1.
O: measured concentration.
~—: total biomass prediction.
--- 1 type a biomass.
-+ 1 type b biomass.

-~ :type ¢ biomass.

Figure 7-  Biomass concentration estimation using the segregated model for culwre 2.
O : measured concentration.
—: total biomass prediction.
-—-: type a biomass.
- 1 type b biomass.

----1 type ¢ biomass.

Figure 8 - Growth optimization steps.
B : measured concentration.
—: total biomass prediction.
A: Whole culture prediction before experimentation.
B: Growth simulation after 200 hours of culture.
C: Model's feedback from experiment.

D: Whole culture simulation after experimentation.

Figure 9-  Optimal culture and conventional culture growth comparison.
B . optimal culture measured biomass concentration.
® : standard culture measured biomass concentration.
-—: optimal culture total biomass prediction.

----: conventional culture total biomass prediction.
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Figure 10 -  Periodic nutrient feeds for the optimal culture.
| : sugars feed.

O: phosphate feed.
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Annexe H

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales développées lors de

la détermination des constantes de cinétique du modele non ségrégué



Figure H.1:

o
o

EA . -go_:B
3 2.0 1 84
> }D\D\B\n\ﬂ 2 64
] 2-:
50 ] 8 L] 1 L] ' L) ¥ ¥ l 1] L] L] L)
-C .
o~ *,-/\ 6"
- 3 i
)
&8 KT I
£ o 24o
30 T8 § 0 i L 2L rIT’ ¥ a 3 _‘FH L3 g L 3R 'V—'L_'_.l_'" LRI
S Lol 0 <
E 20 0 % 9 2—/\/0
2 d S -(—6 .
o(% 10 4 a8 O £ § 1
ot | o) 10 0
O
8 i T 8 F 0 l TV ' | S A B ) 1-5 i ¢ ¥ & § l L LA ' @ B % §
/2\ 6 g 1_0_5
E 4] E 7
(2] .. [} D =
= 5] Ov0_5_ll\
c | o o < ]
15_ ¥ £ ¢ 9 ' L2 AL l L2 1 A a'f\ 1-0: b ¥ T‘ LI R ' 0 7%
I © 0.8
£ =104 | g os-
~ QO . e N
Ot") E 5__. E 0.4 i
- 5 - \.;0.2—
0- LR O L) I T § 5 ‘ ¥ &8 ¢ ¢ 8_0-0 0 & 3 , Py OF ¥ l ¥ 8 ¢ 0
0 100 200 300 0] 100 200 300

temps de culture (h)

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture 2SHS par le modéle de croissance non ségrégué. [ | mesure

Nitrate intracellulaire, — Ammeonium

expérimentale, — estimation. 1.

intracellulaire.

456



Figure H.2:

(
o
o
TR TR
) Ed >
x (g L")
o
ol ]
a
o

6.0 10

o5
60 llVl'Iliiglll! G:DIIIEBIIF"FII
T 4040 o, 1 44
o0 1 © 1
o 20— - ~ 240 o
- [&] e
30 IlilElIﬁ"l['f A3-'I975!50i‘—l‘_!?lill'
E o IF
S o 2-
0 =
T« "//“\D
£35S 14
D 0o
8 40
1-5_IHIII‘IIIIIIETI'
S 104
£ 1
of 0.5
Q. ] D
0;'\1-0:|||n|l||;||=rr
© 0.8+
'gO.B~
EO.4-:
\;0.2—
Olllll‘lllllllll 80-0 llﬂlfj[il'll'l
0 100 200 300 0 100 200 300

temps de culture (h)

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture 5SH9 par le modeéle de croissance non ségrégué.[ | mesure
expérimentale, — estimation. I. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.

457



2.51
;A ~ 12—
-5 2.0+ -
1.5—_ x
50:1['!'!'!!'!1!!!'!
o~ 40_3[] ‘__f\
Ty 304 -
20 204 ©
Q - ~—r
= 10~ O
30 lilllllll'llel.ll A3 IIPIIBIUIIIIUI’VI
5 o
3 o 2-
(‘e % '/_\/D
E3 140 u] - o ;
g R O
10 ll'I'llI!'hlllf'th 2-0_]‘!!"Tll]r111111
—~ 8 —_ 1H
= i = 1.5-5
\E/ 6- ) §, 1.0 3
3 4 g 1
- 3 ]
T 2] o Q051
12-llli]ll71llllllll ol,7-\1-0:lllillllli—‘lllji_|lll
1098 S 0.8
A ) N - -
£ = 87 S 0.6
B 81 - € 0.4
o £ 4- £ 7
C £ o 5024
S’ _,/ O =
0 I"lll'lli)lll'll Q_O'O lllf"il‘!'il.'ﬂ'
0 100 200 300 0 100 200 300
temps de culture (h)
Figure H.3: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 2SH190 par le modéle de croissance non ségrégué. ] mesure
expérimentale, — estimation, 1. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.

458



459

6.0 - 15
EA ‘—"\12:8 0o o
o D’ o
= ; o~ -
5.0 < 8-
; 34
50:II‘II!IIII!I!‘I§I' 10 UI!IS!!ITI"IIB‘I
404 Do
"3 304
o
20 -
5 207 @
= 10—
h m}
30 L] |'F7'llllgllll§il

L 2-O_Illlll'llilll']'l
— ,-JH
£ E 103
J:g ) 03 E
e 2 - & 0.5 -53
10-TTTII|III|'_[VI‘I!II 0'7,\1'0:"“ll"!""‘i‘l
‘_fqg 8 ST © 08-
€ - 64 - ‘g 0.6
=0 44 / 2
OC“) E 4 } /: é 0.4 )
& g 24/ < 02
S~ -‘,’ o -
0 rfoiT‘IT'lTYII‘Il Q_O-O lIllElIlilllliill
0] 106 200 300 0 100 200 300
temps de culture (h)
Figure H.4: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 55H11 par le modéle de croissance non ségrégué. [ ] mesure
expérimentale, — estimation. . ~---- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.



2.5 - 12
A —~ Q'B .
T 20 ]
= 1551‘_—%[1‘ % 6—. _
. '5 3_
40.III‘H§THIF!IBI|EIYT‘ 6 UIVIiIBTTE'ilSiiUII
~ 30— ‘-/\ ]
T._J Ty 4
2 10- Y 2“_
20 Illllll"‘illl‘li!l /g\)a W‘WV!'TI'I
= 15- D=,
Vw 10— o _&_‘5 -
o = €3 1-
c 5 5 .
’ &1
3 "Iill!'l"lil‘llll 1.5_"7""]'.Ilvlli"|
g 2: 3\1_0_:
E 7T E 3
o - Q. b
2-0:’ril'lllljﬂ7|'|'r‘ 0.1/-\0'3-""!""""'!""
e : (@) -
-:__0-1'0-: ; & b
O EOS—: / 50.1—
=BT S ]
O-D-fﬁllllIII|IGIllf'E| Q_O-O Illl'?!l!‘l‘l!gl'Vl
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
temps de culture (h)
Figure H.5: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 2SH12 par le modéle de croissance non ségrégué. [ | mesure
expérimentale, — estimation. 1. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammeniom

intracellulaire.

460



6.5 1 12
1A —_ QJB ni
) 6.0-5 Ty -E o
> 555 j? 6
. _: 3:
- O b
SO-IIIIIHIDI‘HIIHEIIBS 6 llE"}‘ngliV"lEil
207 T, 44
_ =
=o ] O (=} 7
9 10~ . T 2+
5 o | ©
2OEIIFIIIIHIIIIII,llII 84-i7f1rﬂil|lll1lr(1“
= 157 o= 34
E 3 29 -
vq’ 10“7‘: (U.(-E 2"/
Ocv) E E_B_: -
c 5 S
] O]
3_ 1-5_]‘l|!|ll"ll""lll
Z 2- = 101
E T E
[ @ =
_c:v 1 0’0.5:‘
< . Q. 7
5-|llTlllll|ll§I|Ilfl o"/\0.3:llnmllluvlnrvi|11Il
TS =
SO — -
_gé =34 L - 5 0.2:
v_—52_- . S h
OmE - ;. E 0.1—_
C £19 » \; ]
S -Il o .
0 ll!l'lll"liiiillll Q_O-O ‘!l"llll[""‘lf'[
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
temps de culture (h)
Figure H.6: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 5SH13 par le modele de croissance non ségrégué.[ | mesure

expérimentale, — estimation. L.

intraceflulaire.

---= Nitrate intracellulaire, — Ammonium

461



1A .
3 2.0 =
; jlﬁﬂ_LQ‘Q—ﬂ_G o
1.5 x
So:ll!ll‘ivlgullvglﬂl! 8 li'!ilivll[ﬂ'v! L
iC ] :
< 204 K N
- ;\%D\D\\ m—i 4l o
50 3 o
10 = A\ iy
(&7 . S 0
R ] 2+
] °  p0O
. 30:ET17"rf[Illllllll /8\74-‘IW|EIIIIII""IBII
= - 0 © = 37
20 — w o 4
£ 3 A2 1
e : G T T 21
o 10-: EE 1’ -
c ] -g, 1—e—588T 0D
5:l|l'lllll|llll'lllp 1-5-llll|'ll|'lrlllliil
o~ 4-— — h
= T = 1.0
£ 37 £ 7175
227 oF 051
o 1? (0N .
AB-ifl'llllillll"liﬁf %\0-4;I|'.'Illr"1l1‘llil
5% ~— 0.3
.Cv24" eI - B E
<5 - € 024
= ) 3
o &2+ §,01E
= E 1.7 o5
o :‘l'l‘lll['l(ll."l Q_O-O-Illl'lllr]‘fll""ii
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
temps de culture (h)

Figure H.7:

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture 2SH16 par le modéle de croissance non ségrégué.[ | mesure
----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

expérimentale, — estimation. I.

intracellulaire.

462



463

ot
(]

e
a
m]
)
masse
cellulaire (ng)
N V]
M| .l \

b
[6;]

no__ (mM)
S

6.5 10
1A — 3_'B
S s'oilnﬂ*’:’\q%\ ERs 7
f— 7 0
> ] 2 4]
] 4 -
5.5': 0 bs J
] 27
30‘ilil LR B L] LI IR LI ] 6"'!5' L] TEES SV e LR
E i § i i _ 5_ED i i t i
".‘: 20-;J Ty 4_‘
50 jo > 37
O 10-: A 2‘:
= h 0n g (6] 1 -
30 Frrrrrrrre TR 4 TP PR

5 SN AN RN RN R

1G

[N RN A RN R

H

e
[RAN RN EEE R RS R R

LR R LRI LB N1 LE BRI LI 3 2
E Y H T ]

nh,_(mM)
O - N W
'S AR A
o) O
B

<F
=
c 4

2

o

o
o

(mmol 10°)

O ’!llll!!!l'll"‘ilﬁllllll Q_O-O-llllllll!!lrli’l!ll“l!ll
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

temps de culture (h)
Figure H.8: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture SSH17 par le modéle de croissance non ségrégué.[ | mesure

expérimentale, — estimation. 1. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.



2.5+ 8
1A ~ 5 B
20 _:LG”G—G—Q_D a7 o
> 1.5 : \:j 4-:'/D/D/{D/
- —:' 2 -
20 : LN A A ! L A A 8 E LI B I ] 4 L L iR ) i L IR R E L B T 1
:1C 1
~ 15 < 3
- ~ - -
- ] a
2 s EIRE
E o, 4 o T g WSO e SOVUVRS gy SO s BSOS s |
' LN I I LI A ) rg LN I A ) LML I 2 ' w8 ¥ 1 i £ 8 ¢ 0
—~ 304E 2
= . @ >~ 3
S 20- 3L
~ b ’eg 2y
0" 104 E3 ]
= ] @
5 %104
' LA 2 ) I LI R § g LN B ) = L L A ] ' ¢ 6 % 8 P 0 ¥
~ 416G — 0sJH ’
= . = |
£ 37 £ 0.6
-Cg 2 —- oge 0.4 ': O
c 14 S 0.2 -
‘ 10 ' L) ' LA ] lr_l[_ﬁhl L2 G{K 0-4 o LS B 1 Ll ' L B L I t ¢ # §
— g1 - o ]
<5 87 B = 0.3
£ ~ 64 - s} 5
- S 4 o £ 022
% 4 - . 2
e E 1. £ 014
S g 29, =, 015
O 'U L] l v 8 0§ & I LA ) 8_ O-O L2 T ‘ [ S B 3 I LI R S
0 50 100 150 0 50 100 150
temps de culture (h)
Figure H.9: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 2SH20 par le modele de croissance non ségrégué. [_] mesure
expérimentale, — estimation. 1. «---- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.

464



465

6.5 12_
g 6.0—: e ]
> 55E % 6_:
. 'E 3;
] g ]
30_ L ] 8 Ulﬂ"ll'f"l‘ﬁ
] 1D
<7 204 vy 6
1 3 ) 4 -
- o /
_f:) 10-§ \O, 5]
; T ¢ ° ¢ a4 ngl!!
— 304 2 4F
T 50 29 7
203 0 = 7
~— ] e D
8 £ 3 —
8 10 4 = -
3 jo}
3 o 7
3- LI T T | 1-5- lll'lll‘l"'l'
= 27 = 1,04
£ 1 £ 1
£ \v
o b (oK .
10-111Dll—LlHl_,—v“;‘lnPIIlll <77\04:||||||||||||1»
P 11 o 1J
T - T — 0.3
< - = 3
R g 023
0 41 . £ Y3
2 £ 1/ £ 013
O 'll'i'll'l'l'lﬁ 80-0. ‘51'[35!]"'!‘
0 100 200 300 0 100 200 300

temps de culture (h)

Figure H.10:  Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture SSH21 par le modéle de croissance non ségrégué. [ | mesure
expérimentale, — estimation. L. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.



466

n
o
by
o

1A . 1B
T 202 4 104
N :b\g\o\D\CL RS 3 o o
1.5': X 5+ o
b, O ::t)
60‘8 Hlavlil['lil'iﬁll 10‘1]!6’"!"'!"‘!'7&'!‘9
-C B
] —~ 8-
2 40? o c;—l 6
59 ] o __
\J 20 - ) A 4- 00
= ] o 2.
P D .
— 4

I COLRLAN BN S0 N RS N R BB A B

304

NSRS S B B R B B B L

A

20 3

no__ (mM)
w o
lllllll
/ j
masse
cellulaire (ng
- N W
'S BTN R
D L
]
O

. ;él']illll!llll!ll' ’-\0-4-|Iilll ‘i"lf"ll'll
= 5] = 03-
£ 7 E 2]
¥ 14 < 1 o
E . 8_01—
. P u]
12-"YT'HTIII‘|IT' o.;-\OvS ll'llil llllfl'll‘l
s~10 -+ T (] -
¥ O g4 Z 044
= . g 2 -
52 4 £
o £ 4- \E/OZ—
€ £ 2] S
~ a1 o)
0 Iltlllllllllll'lll' Q_0.0 lf‘l"l“"l'igl"‘
0 100 200 300 400 ¢ 100 200 300 400

temps de culture (h)

Figure H.11:  Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture 25H22 par le modéle de croissance non ségrégué. [ | mesure
expérimentale, — estimation, L. ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intracellulaire.



8.5 - 20
1A iB
6.0 = K 2 )
Py E , 15_ o0l
= 557 ~ 3 a2 °
= L 2 10
3 Og 5 J
45—; DDDD “
BO-IIIl'IIii'lllllﬁiii 10.'llililﬂbilllllilli
—~ 8- o
— 4
=) 6‘ 0 [m]n}
2 4 0o .
o 24 gg °
AS_F‘I!!IHIIIT)II‘III
C 4
2o of o oF°
v = 3 0 U DDD
E3S <7 o
© 1-
[&] -
. :g‘lllllllll["l!'!lll A1.5EII—|IIIIIIII"!|I'lIIU
= E = 1.0
E 5] S
@ :D @ :
< 1] o 057
c jo Q 3]
4-IIII'IIIII‘DTTIIDIr31 qf\O-sgll!l‘lll"lllTITIll
=93 C 044
E — 3
c :2- J 80.3—.
= Q&= ! 3
o) E e E 0.2_‘_:_
= El- ~ 0.1
e '--1_: OV E
0 'llll]llll]‘ll'(ll!ll Q_O-O lElI!ITI"'III‘VF‘T
0 100 200 300 400 6 100 200 300 400
temps de culture (h)
Figure H.12:  Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture SSH23 par le modéle de croissance non ségrégué. [] mesure

expé

rimentale, — estimation. I. -

intracellulaire.

Nitrate intracellulaire, — A mmonium

467



468

2.5 15
A . 1B
o 2.0 3 rron 1104
; ] DDD 9 ] DDDDDD
o O -
157 X 59 Oy
] o
GO-éVIlillllﬂilillﬂvl 8 l]jll"ﬂ'lrlrﬁ!l."l
-~ ¥ = B
7 4042 o 1 |
R I © 47 ] “a
< 204 B0 = D
< ] o o 27 n)
- 0oo 1
30 LK l‘ll‘l!lli“l[lll ?5-7i7|l|lil'1[lvl1'li
= - o= 470
£ L34 O
'y m.‘.g 2_']':'/—5\9, O
o 10+ £35S “7 B o i
< S 1+ o
0 -
3-‘lillllilllllll'llll 1-5-Ill|'IllI'IT‘T'l|||
— J O — 3
% 2 ] % 1.0
_g" 1—: o - 8?"05—;
] - ]
/_\12_[I|E]lllllll'D!?[;;]lD'lJ?il @/\Ousqllll'ltl'l]i[li‘llll
. - R o 3
5912- / - — 0.6
e - "3 7 ° 3
O—;,-)g 64 / & 0.4-5
€ g 47 E 023
0 Ulll'llliillﬂ"llll QO-O “El"'ll“'llllﬁ'i
¢ 100 200 300 400 0 100 200 300 400
temps de culture (h)

Figure H.13:  Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture 2SH24 par le modéle de croissance non ségrégué.[ | mesure
expérimentale, — estimation, I, ----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

intraceilulaire.



6.5 - *isJB
3 ] o
. 6.0 o : tJDr:s o
< 553 - 107
> 5.0 < 5- g
453 Froo0S
Gof 8-I‘l|'iillgﬂl!"|l‘l'
<7 404 'j
’__1 o
C ©
= 20 =
= i O
25;".""""‘['}1"1 a
S 204* ¢ o<
E 5] x
Oa'; 10-; ol O Eg
o 5-§ 0 8 ]
4;Illlififilllllll|l| 1-5—II'VIIIII'[TUII"']I
S 3 S 104
E 53 E
I 2053
_Ev ;] i 8_0.5:
3 Boo ]
Ag_l'll]l'gll'g'nrqlmllilll q)/\O-SEIVII'ITFI"Illlllll
_C*?o”o 6 - = 0.4 3
c T 54 S 0.3
= O 4 - 3
0" £33 ; £ 02
= E29 = 0.1
b S 0.0
.llll‘l|]|llli'llll O_ - l'Ii'lllIlll[1‘lillT
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
temps de culture (h)

Figure H.14:

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture SSH2S par le modéle de croissance non ségrégué.[ | mesure

expérimentale, — estimation. I.

intracellulaire.

--- Nitrate intracellulaire, — Ammonium

469



470

Annexe I

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales

post-développement a I'aide du modéle non ségrégué
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Annexe J

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales développées lors de

la détermination des constantes de cinétique du modéle physiologique massique
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Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture 5SH23 par le modéle de croissance physiologique massique.

D mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale.

intracellulaire.

Biomasse a

----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium
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----- Biomasse a

Biomasse bb. ----- Biomasse cc. I, -----Nitrate intraceliulaire, — Ammonium

intracellulaire.
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Annexe K

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales

post-développement a I'aide du modéle physiologique massique
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Annexe 1,

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales

en flacons a I'aide du modéle physiologique massique
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Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture-fille J2 par le modéle de croissance physiologigue massigue.

[} mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale.

intracellulaire.

Biomasse a

----- Nitrate intracellulaire, — Ammonium
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Figure L.6:

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture-fille J5 par le modele de croissance physiologique massique.
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[] mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale. ----- Biomasse a

----- Biomasse bb. ----- Biomasse cc¢. 1. -----Nitrate intraceliulaire, — Ammonium

intracellulaire.
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Figure L.8: Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture-fille J7 par le modéle de croissance physiologique massique.
[] mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale. ----- Biomasse a

----- Biomasse c¢. L. -----Nitrate intracellulaire, — Apumonium

intracellulaire.
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D mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale. ----- Biomasse a

intracellulaire.

----- Biomasse cc. 1. -----Nifrate intracellulaire, — Ammoninm
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Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles

pour fa culture-fille J10 par le modele de croissance physiologique massique.

[} mesure expérimentale, — estimation. B. — Biomasse totale.

intracellulaire.

Biomasse a

----- Biomasse cc. I, -----Nitrate intracellulaire, — Ammonium
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Annexe M

Estimations de la croissance de cultures de cellules végétales développées lors de

Ia détermination des constantes de cinétique du modéle cellulaire
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en flacons a 'aide du modéle cellulaire
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Figure O.6:
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expérimentale, — estimation. D. — Concentration cellulaire totale.
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— Ammonium intracellulaire.
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Figure 0.11:  Estimations de variables de eroissance et de concentrations nutritionnelles

pour la culture-fille J10 par le modéle de croissance cellulaire. [ | mesure
expérimentale, — estimation. D. — Concentration cellulaire totale.
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Figure 0.12:  Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour Ia culture-fille J11 par le modéle de croissance cellulaire. [ | mesure
expérimentale, — estimation. D. — Concentration cellulaire totale.

----- Cellules a----- Cellules bb. ----- Cellules cc. I, ----=Nitrate intracellulaire,

— Ammonium intracellulaire.



VL)

he (gL

no_ (mM)

©
w

ot
N
1|1!1|/1L\

e
mads

50—sau;§wv-n‘vs;n|

40-—
30—
20—
10-—
30

r1v||Iu|||l|l||

20
10-\\

w

-'Iifllr‘Tllllll
= 2.
= ]
Ry o
© ]
<o 14
& 3
=% ]
‘d'o ’/"\\
'E - 2 7
>~ O 47/
e Eq;
0 !'ll'i';l'l’l‘l]l(

Figure 0.13:

0 160 200 300

masse
cellulaire (

po,, (mM)

-9
po,, (mmol 107)

ng) © (10° L™

15

e o o o o
b no w 42] (o] (8]
MR TH AN NS P RN NN EE NN

o
o

=]
o

]ll']"liillfllli

LSBT A B B DL A e

!l'[la"ll‘!l‘i,il

0 100 200 300

temps de culture (h)

— Ammonium intracellulaire.

Estimations de variables de croissance et de concentrations nutritionnelles
pour la culture-fille J12 par le modéle de croissance cellulaire. [ | mesure

expérimentale, — estimation. D. — Concentration cellulaire totale.

Ceflules cc. I, -----Nitrate intracellulaire,

540



Figure 0.14:
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Annexe P

Comparaison des estimations de la croissance de cultures de cellules végétales

par les modélesnon ségrégué, physiologique et cellulaire
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Figure P.1: Comparaison des estimations des variables de croissance des cultures 2SH8 &

2SH12 par les trois modéles de croissance.[ | mesure expérimentale,
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Comparaison des estimations des variables de croissance des cultures 5SH13 a

5SH21 par les trois modéles de croissance. [ | mesure expérimentale,

modeéle non-ségrégué, -~o-r modéle physiologique, — modéle celiulaire.

A. 5SHI13, B. 2SH16, C. 5SH17, D. 28H20, E. 55H21.
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Comparaison des estimations des variables de croissance des cultures 25H22 4



