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RESUME

L’objectif principal de ce projet de recherche était le suivi et le controle du
phosphate intracellulaire dans le but d’obtenir des cultures de cellules
végétales a hautes densités. Des cellules d’'Eschscholtzia californica ont servi
de systéme modeéle pour les cultures. Le modéle mathématique développé
par Sirois (1997) a été utilisé pour élaborer des stratégies d’alimentation dans

le cas de 5 cultures.

Dans le cas de deux cultures, les ajouts de nutriments ont été effectués en se
basant sur les mesures de la concentration des nutriments dans le milieu de
culture. Apres chaque mesure de la concentration des nutriments, des ajouts
étaient effectués au besoin pour maintenir celles-ci aux niveaux fixés par
Sirois (1997).

Dans un premier temps un bioréacteur performant a été choisi. Pour ce faire
un bioréacteur HRI d’'un volume nominal de 3L a été comparé a un bioréacteur
HRI d’'un volume nominal de 5L a l'aide de cultures réalisées dans chacun de
ses bioréacteurs en méme temps, avec les mémes conditions d’inoculation et

les mémes conditions d’opération.

Ces cultures ont permis de constater que le bioréacteur HRI de 3 L permet un

meilleur transfert de gaz que le bioréacteur HRI de 5 L.



vi

Apres ces deux cultures le choix s’est porté sur le bioréacteur HRI de 3 L pour

la suite des travaux.

Une culture a servi a affiner le suivi du phosphate intracellulaire. Cette culture
a permis de constater que des ajouts plus fréquents et plus importants de
phosphate sont nécessaires pour maintenir le phosphate intracellulaire au-

dessus de zéro et éviter des limitations dans le cas de ce nutriment.

Le contrdle du phosphate intracellulaire s’est donc avéré important pour éviter

des limitations.

Le phosphate intracellulaire a été contrélé a 0,5mmolx10™® cellules lors de

deux cultures et 2 1mmolx107° cellules lors de deux autres cultures.

I a été plus facile de controler le phosphate intracellulaire a
1mmolx10® cellules que de le contréler a 0.5 mmolx10”° cellules. Cependant
le maintien du phosphate intracellulaire & 1mmolx10® cellules semble
provoquer la saturation des réserves de phosphate et inhiber la croissance

cellulaire.

Contrairement & Coelho (2000) et a Sirois (1997) qui ont obtenu une
concentration cellulaire de 20,0.10*%¢.L™" lors de cultures optimales avec
Fespéce Eschscholtzia californica, la plus haute concentration cellulaire

obtenue dans le cadre de ce projet de recherche était de 12,5.10*%¢.L"".

TR
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Cette concentration cellulaire a été obtenue lors d’'une culture sans ajouts de
phosphate. L’'impossibilité de maintenir certains nutriments aux concentrations
fixées par Sirois (1997) et les ajouts important de phosphate sont
probablement a l'origine des faibles concentrations cellulaire obtenues lors de
ce projet de recherche.
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ABSTRACT

The main objective of this project was the monitoring and the control of the
intracellular phosphate. This work was performed using Eschscholtzia
californica cells as a model. The mathematical model developed by Sirois
(1997) was used to elaborate the feeding strategies for 5 cultures. For two
cultures the feeding was performed based on the measure of the nutrients
level in order to maintain the nutrient’s concentrations at the levels set by
Sirois (1997).

First, an effective bioreactor was selected by comparing between the
performance of an HRI 3-L bioreactor and an HRI 5-L bioreactor. In order to
compare the two bioreactors a culture was performed in each of them. The
cultures were done simultaneously, with identical inoculum and conditions of

operation.

The gas transfer was better in the HRI3-L bioreactor compared to the HRI 5-L
bioreactor. After those cultures the HRI 3-L bioreactor was selected to perform

the remaining cultures.

A culture was used to refine the monitoring of the intracellular phosphate. As a
conclusion of this culture the control of the intracellular phosphate
concentration is very important in order to prevent a limitation in phosphate
and depletion of this nutrient.



The phosphate concentration was controlled at 0.5mmolx10® cells during two

cultures and at 1mmolx10°° cells.

It was easier to control the intracellular phosphate concentration at
1mmolx10° cells than 0.5mmolx10° cells. However at an intracellular

phosphate of 1mmolx10® cells, the phosphate stores seem to be saturated

and the cellular growth seem to be inhibited by this nutrient.

The optimal cell concentration reached during this project was 12,5x10*¢.L-1.
This cell concentration was reached with a culture during which the
intracellular phosphate was monitored and there was no adding of phosphate.
During this project, the cell growth was probably affected by the impossibility
to maintain the glucose, the nitrate and the ammonium at the concentrations

set by Sirois (1997) and the probable toxic effect of the phosphate.
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CHAPITRE1: INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps 'homme utilise les plantes pour se soigner. Déja, au
Ve siécle a.v.J-C, Hippocrate conseillait aux femmes de méacher de I'écorce de
saule pour atténuer les douleurs de 'accouchement. En effet, le saule contient
des dérivées de I'acide salicylique qui ont des propriétés anti-inflammatoires et
analgésiques. Ces substances sont a I'origine de la découverte de I'aspirine a
la fin du siecle dernier. De nos jours, on trouve 'écorce de Saule dans
diverses tisanes anti-rhumatismales ainsi que dans plusieurs préparations

pour le traitement des maux de téte et des douleurs articulaires.

L’aloés est une autre plante utilisée depuis longtemps par les hommes. Les
feuilles d’aloés contiennent un gel clair, trés efficace pour soigner les
blessures et les bralures. Ce gel accélére la cicatrisation en minimisant les

risques d’infection.

1.1 L’intérét commercial des plantes

L’intérét commercial des plantes a été reconnu Avec le temps et le
développement de différentes techniques en biologie végétale. En effet les
plantes produisent plus de 20 000 composés, ce qui représente 4 fois la
quantité obtenue par les bactéries. Ces composés sont appelés métabolites
secondaires et sont utiles a 'homme. lls peuvent servir de colorants, de
parfums, d’insecticides, d’aréme et surtout de médicaments. Aux Etats-Unis,
plus de 25% des médicaments qui sont prescrits aux patients sont faits a partir
de plantes. Chez les plantes, les métabolites secondaires jouent un role



important dans leur interaction avec I'environnement. Par exemple, la défense

contre les animaux et les insectes.

Le tableau 1.1 donne une liste de produits qui proviennent des plantes et qui

ont un intérét commercial.

Tableau 1.1 : Produits d’intérét commercial provenant des plantes (Scragg,

1995)
Produit Application source Prix
$/kg
Ajmalicine Anti-hypertension | Catharanthus 37000
Berberine Drogue Cotis japonica 3250
| Artemisinin Anti-malaria Artemesia annua n/a
Castanospermine |Inhibiteur de Castanospermum austral n/a
glycosidase
Codéine Sédative Papaver somniferum 17000
Digoxin Stimule le coeur Digitalis lanata 3000
Diosgenin Stéroide Dioscorea deltoidea 1000
Jasmin Parfum Jasminum spp 350
Morphine Drogue Papaver somniferum 340000
Quinine Anti-malaria Cinchona ledgeriana 500
Sanguinarine Antibiothique Papaver somniferum 4800
Shikonin Anti-bactérien Lithospermum rythrorhizon| 4500
Taxol Anti-cancer Taxus brevifolia 0.6m
Vanille : Aréme Vanilla planifolia 1000
Vincristine Anti-leucémie Catharanthus roseus 20m
Vinblastine




La culture de cellules de plantes devient une option intéressante lorsque la
plante est difficile a cultiver, a une longue période de culture, a un rendement
faible en métabolites secondaires ou que la synthése chimique de ces
métabolites est problématique. La culture de cellules végétales offre plusieurs
avantages : elle n'est pas dépendante des conditions environnementales,
écologiques et climatiques, la prolifération des cellules est plus rapide en
culture que dans la nature (Zhong et al, 1995).

Prenons I'exemple du taxol qui est utilisé dans le traitement du cancer et qui
représente un candidat potentiel pour la culture de cellules de plantes a
grande échelle. Le taxol était obtenu a partir de I'arbre Taxus brevifolia qui
pousse au Nord-Ouest du pacifique. Pour obtenir 1 kg de taxol il faut abattre
plus de 1000 arbres centenaires. La synthése chimique du taxol a été
rapportée par Holton et al. (1994) et Nicolaou et al. (1994). Cependant, cette
synthése n’est pas économiquement intéressante a grande échelle. Pour
produire le taxol, Bristol-Myers Squibb emploie un procédé semi synthétique

(utilisation des précurseurs du taxane extraits des arbres).

1.2 Problématique

Malgré le potentiel énorme de la culture de cellules de plantes, il existe
seulement quelques procédés a I'échelle industrielle. Ces procédés, incluent
la production de shikonin par Lithospermum erythrorhizon (Fujita, 1988),
berberine par Coptis japonica (fujita et Tabata, 1987) et ginsenosides par
Panax ginseng (Ushiyama, 1991). La commercialisation limitée de la

technologie est attribuée a des raisons économiques qui elles sont reliées a



des facteurs biologiques et d’ingénierie. Parmi ces facteurs les plus importants

sont : le temps d’opération et le rendement.

1.2.1 Le temps d’opération

Le temps d'opération d’un bioréacteur est le temps nécessaire pour le lavage
et la stérilisation du bioréacteur, la phase de latence, la phase de croissance
des cellules et la phase de production. Les cellules de plantes ont une
croissance tres lente. Ceci implique un temps d’opération se situant entre 15
et 30 jours. C'est beaucoup plus long que les procédés bactériens, ce qui

influence le nombre de cultures effectuées par année.

1.2.2 Le rendement

La culture de cellules végétales a I'échelle industrielle est possible lorsque le
colt du produit est d’au moins 400-1500 $/kg avec un rendement de 0.3-3 g/L
en bioréacteur (Verpoont, et al. 1991, Verpoort, et al.1993).

Le tableau 1.2 donne une idée sur les rendements obtenus. La plupart des
produits qui ont un intérét commercial ont un prix deux fois supérieur a celui
cité ci haut. Cependant leur rendement est trés faible. Pour augmenter le
rendement en métabolites, plusieurs stratégies ont été utilisées. La premiére
est la sélection de lignées cellulaire qui ont un rendement élevé et
loptimisation du milieu de culture. La seconde approche est lutilisation
d’éliciteurs. Il existe plusieurs types d’éliciteurs dont les composés relachés
par les microbes et qui sont reconnus par les cellules de plantes, les

composants de la paroi cellulaire des plantes qui sont relachés sous l'action



d’enzymes microbiens, les composés endogenes formés et relachés par les
plantes en réponse a différents stimuli comme l'attaque d’agents pathogénes.
Aujourd’hui beaucoup de chercheurs ont recours a l'ingénierie métabolique
pour augmenter le rendement en métabolites secondaires. Plusieurs
possibilités sont envisagées :

- Induire I'expression de genes régulateurs
- Bloquer les voies métaboliques compétitives

- Bloquer les voies cataboliques



Tableau 1.2. Rendement en métabolites secondaires chez cenrtaines plantes

Produit

Source

Rendement (% m.s)

Acide rosmarinique
Acide rosmarinique
Anthraquinone
Shikonine
Berbérine
Jatrorhizine
Anthocyanes
Berberine

Disgenin

Serpentine

Salvia offinalis

Coleus blumei

Morinda citrifolia
Lithospermum erythrorhizon
Thalictrum minus

Berberis wilsonae

Perilla frutescens

Coptis Japonica

Dioscorea deltoidea

Catharanthus roseus

36.0 Hippolyte et al. (1992)
21.4 Ulbrich et al. (1985)
18.0 Zenk et al (1985)

12.4 Fuijita (1988)

10.6 Kobayashi et al. (1988)
10.0 Breuling et al.(1985)
8.9 Zhong et al. (1994)

7.5 Matsubara et al. (1989)
3.8 Sahai & Knuth (1985)

2.2 Zenketal (1977)




1.3 Objectif

L’objectif principal de ce projet de recherche est le suivi et le contréle manuel
de la concentration du phosphate intracellulaire.

Pour optimiser la croissance cellulaire, il est important que les cellules ne
subissent pas de limitations nutritionnelles. Dans le cas du phosphate, il est
rapidement absorbé par les cellules pour étre ensuite utilisé par elles et
emmagasiné dans la vacuole. Pour éviter une limitation de ce nutriment, il est
important de suivre I'évolution du phosphate intracellulaire et de contrbler sa

concentration.

Le premier objectif est d’effectuer des cultures en cuvée alimentée en faisant
le suivi du phosphate intracellulaire. Aprés le suivi de la concentration du
phosphate intracellulaire, l'objectif suivant sera le contréle manuel du

phosphate intracellulaire a différentes concentrations.



CHAPITRE2: REVUE DE LITTERATURE

2.1 La culture des cellules végétales

Un des moyens d’augmenter la productivité est daugmenter la croissance

cellulaire en biomasse séche et en concentration cellulaire.

Les cellules de plantes contiennent une grande quantité d’eau (80-90%), ce
qui donne une biomasse séche théorique maximum se situant entre
100-200 g.L™ (Scragg, 1995). Cependant, toutes les cellules n'ont pas une
forme sphérique. En pratique, ceci donne des valeurs de biomasse séche
entre 35-65 g.L ™' (Matsubara et al. 1989; Lipsky 1992; Tanaka 1982). Fujita
(1989) rapporte avoir obtenu une biomasse séche de 70 g.L™! avec Coptis
japonica. Coelho (2000) a obtenu une biomasse séche de 20 g.L™ avec des
cellules d’ Eschscholtzia californica cultivées dans un bioréacteur HRI de 5L.

Cependant pour bien décrire la croissance cellulaire, il est important
d’effectuer des comptes cellulaires. D’apres Pépin (1996) le compte cellulaire
décrit mieux la croissance que la biomasse. Sirois (1997) lors d’'une culture
d’Eschscholtzia californica effectuée dans un bioréacteur de type HRI opéré
en cuvé alimentée a obtenu une concentration cellulaire de 20,0x10*%¢.L".
Coelho (2000) a obtenu la méme concentration cellulaire avec cette espeéce

dans un bioréacteur de type HRI opéré en mode cuvé alimentée.



2.2 Nutrition des Cellules végétales

2.2.1 Le phosphate

Le phosphate est 'un des nutriments les plus importants pour les cellules
végétales. En effet, le phosphate est nécessaire pour la biosynthése des
acides nucléiques, des phospholipides, des nucléotides et des sucres
phosphatés (Ashira, H et Ukaji, T, 1986). Il joue aussi un rble essentiel dans le
métabolisme de I'énergie sous forme d'ATP, d’ADP, dAMP et de
pyrophosphate.

Le phosphate contenu dans les organismes vivants provient a l'origine des
molécules de phosphate qui sont absorbées par les plantes a partir du sol.
Cependant, la concentration du phosphate dans le sol est tres faible, elle est
inférieure a 10 uM (Marschner, 1995; Schachtman et al.,1998). Les plantes
doivent prendre une grande quantitée de phosphate a partir d’'un sol pauvre en
ce nutriment. Pour cela elles maintiennent un haut niveau d’activité pour

absorber le phosphate nécessaire a leur croissance.
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2.2.2 Mesure du phosphate intracellulaire

Les cellules de plantes sont constituées d’'un ou de plusieurs noyaux, de
mitochondrie, de chloroplastes, d'appareil de Goigi, de cytoplasme, de
vacuole, etc. Jusqu’a ce jour, on ne connait pas la quantité de phosphate
dans tous ces compartiments. La plupart des recherches sur le phosphate
intracellulaire sont concentrées sur le phosphate contenu dans la vacuole, le
cytoplasme et les plastides. Dans la cellule, le phosphate existe sous deux

formes : comme ion inorganique et comme dérivé organique.

Le phosphate intracellulaire a été mesuré a laide de plusieurs techniques
dont la résonnasse magnétique nucléaire (RMN) (Lee et Ratcliffe, 1983;
Rebeille et al, 1983; Roberts, 1984, Gmati et al, 2005). Il y a eu aussi dans
certains cas, extraction mécanique de la vacuole du reste de la cellule. Il y a
une grande différence entre les nombreuses estimations du phosphate
intracellulaire. L’écart entre les différentes estimations peut aller de quelques
mM jusqu’a 20 mM (Mimura, 1999). Les méthodes de mesure de phosphate
impliquant une extraction mécanique ont tendance a surestimer le niveau de
phosphate dans les cellules. Lors de l'extraction, du phosphate d’origine
organique peut étre relaché sous l'action d’enzymes (Mimura, 1999). De
lautre coté, le RMN peut détecter seulement la forme active du phosphate
dans la cellule, la forme inactive comme le phosphate contenu dans les sels
précipités ne peut pas étre détectée. La concentration du phosphate
inorganique (Pi) dans le cytoplasme a été estimée approximativement a
15mM (Mimura et Kirino, 1984; Takeshige et al.1992). Cette valeur est peut
étre surestimé en raison de la quantité de phosphate qui a pu étre relaché de
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la fraction organique lors de l'extraction mécanique. En 1999 Mimura donne

une nouvelle estimation du phosphate cytoplasmique et qui est de 10 mM.

La concentration du Pi dans la vacuole et le cytoplasme des cellules Acer
pseudoplatanus a été estimée en utilisant la résonance magnétique nucléaire
(Rebeille et al, 1983). Les cellules Acer pseudoplatanus contiennent
approximativement 2mM de Pi. La concentration du Pi est de 6mM dans le
cytoplasme ce qui correspond a 1pmol/g M.H et de 1.5 mM dans la vacuole ce
qui correspond a 2.3umol/g M.H .

Des cellules appartenant a 'espece Catharantus roseus étaient cultivées dans
du milieu MS (Murashige and Skooge, Annexe A.2.3) a différentes
concentrations cellulaires initiales: 4*10*°¢.ml"', 2*10"%¢.ml™", 1*10"°¢.mI" et
0.5*10"° ¢.ml” et & différentes concentrations initiales en phosphate: 1.25 mM,
2.5 mM, 5 mM et 10 mM (Sakano et al, 1995). Le phosphate intracellulaire
était mesuré en utilisant la technique du RMN (Résonance magnétique

nucléaire).

Dans le cas des cellules cultivées a une concentration cellulaire initiale de

4*10%° ¢.mI" et une concentration initiale de phosphate de 1.25 mM; le
phosphate est absorbé & un taux de 20 pymol.g’ M.H.h"'. Le phosphate
intracellulaire augmente de 1 & 31 pmolg™ M.H. pendant les premiéres deux

heures et demeure a cette concentration.
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Les cellules cultivées & une concentration cellulaire initiale de 1*10*° ¢.ml" et
une concentration initiale de phosphate de 1.25 mM absorbent le phosphate a
un taux de 21 ymol.g” M.H. h™! pendant environ 6 h. Dépassé 6 heures le taux
d’absorption diminue jusqu'a atteindre zéro ensuite Il y a largage du
phosphate dans le milieu de culture. Le taux d'accumulation du phosphate
dans la cellule est d’environ 16 pmolg™® M.H. h™'. Le phosphate est accumulé
jusqu’a une concentration maximale de 117 pmolg™ M.H. Cette concentration
baisse & 105 pmol.g”' M.H. suite au largage du phosphate dans le milieu de
culture.

Les cellules cultivées a une concentration initiale de 4*10*® ¢.ml” et une
concentration initiale en phosphate de 5mM absorbent le phosphate a un taux
d’environ 22 pmol.g"M.H.h" pendant 9h ensuite ce taux baisse jusqu'a
atteindre le zéro. Apres avoir absorbé le phosphate les cellules en relachent
une partie. Le taux d’accumulation du phosphate est de 12 pmol.g’ M.H.h™".

Le phosphate est accumulé jusqu'a une concentration maximale de

105 pmol.g”"' M.H.

En utilisant la technique du RMN, Gmati (2005) a mesuré le phosphate
intracellulaire contenu dans la vacuole et le cytoplasme des cellules
Eschscholtzia californica cultivées en flacons dans du milieu B5. Les mesures
ont été effectuées aprés 4h, 1jour, 5Sjours et 10jours de culture. Les
concentrations de phosphate étaient de 0.13, 0.22, 0.016 et 0.015 mmol/g
M.S aprés 4h, 1 jour, 5 jours et 10 jours de culture respectivement.
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2.2.3 Transport du phosphate et sa distribution dans la cellule

Le transport du phosphate par les cellules de plantes exige une dépense
énergétique de leur part puisqu’il est effectué contre un gradient électrique et
un gradient de concentration (Mimura, 1999). A" pH neutre, le phosphate est
porteur d’'une ou de deux charges négatives alors que le potentiel négatif du
cytoplasme est entre —150 et —200 mv. De plus, la concentration du
phosphate dans le cytoplasme est d’environ 10 mM, alors qu’elle est dans le

milieu externe aussi basse que 1 uM.

Par hypothése, le phosphate est transporté a travers la membrane plasmique
avec un H*. Lorsque, le phosphate est absorbé par les cellules, le pH
extracellulaire augmente. Sakano (1990) a montré une augmentation linéaire
du pH du milieu de culture de Catharanthus roseus lors de 'ajout de Pi, tandis
que le pH cytoplasmique diminue (Ullrich et Novaky, 1990; Mimura et al. 1992;
Sakano et al. 1992). Aprés 'épuisement du phosphate extracellulaire, le pH
extracellulaire et le pH intracellulaire reviennent a leur valeur initiale (Sakano
et al., 1992). L’accumulation du Pi est généralement associée a la
dépolarisation de la membrane. Ullrich-Eberius et al. (1981) ont démontré la
dépolarisation de la membrane chez Lemna gibba. Récemment, on a
découvert que le Pi est cotransporté avec le Na* au lieu du H+ chez des
cellules Chara limitées en phosphate (Reid et al., 1997). Chez Chara, il a été
démontré que le transport du phosphate est dépendant du Na* et que le
transport du Na* est dépendant du phosphate. La question qui se pose aprés
la découverte de Reid est la suivante : Est-ce que le transport du phosphate
est dépendant du Na* seulement chez Chara ? Est-il dépendant du Na* chez

les autres espéces telles que Catharanthus roseus et Lemna gibba.
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Le Pi qui est transporté au cytoplasme a travers la membrane plasmique est
partiellement métabolisé. Une grande partie de ce Pi est ensuite transportée a
travers les tonoplastes pour étre emmagasinée dans la vacuole qui occupe
80% du volume de la cellule (Bieleski et Laties, 1963). Le Pi qui est
emmagasiné dans la vacuole constitue une réserve pour alimenter le
cytoplasme lorsqu’il y a baisse du Pi extracellulaire (Mimura, 1999). La
fonction la plus importante de la vacuole est demmagasiner I'excédant de Pi
et fournir du Pi au cytoplasme en cas de limitation nutritionnelle. Les mesures
au RMN ont montré qu’en cas de limitation en Pi, la vacuole agit comme un
réservoir de Pi pour maintenir le Pi cytoplasmique constant (Rebeille et al.,
1982,1983; Lee et Raicliffe, 1983; Lee et al.,1990).

Chez I'espéce Acer pseudoplatanus cultivée en suspension, lorsque le Pi est
épuisé du milieu extracellulaire, la concentration du Pi dans la vacuole
diminue durant 50h jusqu’a ce qu’elle égalise la concentration du Pi dans le
cytoplasme (Rebeille et al.,, 1983). Lorsque le Pi est ajouté au milieu de
culture, la concentration du Pi dans le cytoplasme augmente en 2h et ensuite
elle augmente graduellement dans la vacuole. Smith (1966) a montré que du
phosphate radio actif ajouté au milieu de culture apparait d’abord dans le
cytoplasme et ensuite dans la vacuole. Le niveau de radioactivité dans le
cytoplasme augmente durant les premiéres heures, tandis que dans la
vacuole il continue a augmenter pendant plus de 10h. Chez des cellules
d’'orge, les vacuoles des protoplastes étaient isolées toutes les 30 minutes
aprés Paddition du *Pi pour mesurer la radioactivité (Mimura et al., 1990). Le
%pi est détecté au niveau de la vacuole au bout de 30 minutes chez les
cellules limitées en Pi, cependant il a fallu plus d’'une heure pour que le *Pi

apparaisse dans la vacuole chez les cellules riches en Pi. La vitesse
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d’absorption du Pi chez les cellules déficientes en Pi est plus élevée que celle

des cellules riches en Pi.

L’augmentation de la vitesse d’absorption du Pi est observée qu’en présence
d’ATP. En absence d’'ATP, L’influx vers la vacuole était le méme pour les
cellules limitées et les cellules riches en phosphate. Ces expériences ont
montré que le transport du Pi vers la vacuole dépend de I'énergie cellulaire et
que l'influx du Pi vers les vacuoles chez les cellules riches en Pi peut étre trés
long.

Chez les cellules déficientes en Pi, la présence d’ATP exira vacuolaire
accélere linflux de Pi (Mimura et al., 1990). Bligny et al.(1997) en utilisant le
¥1P-RMN ont mesuré l'effet de 'anoxie sur les cellules. lls ont remarqué que
chez les cellules qui sont exposées a de faibles concentrations en oxygéne, le
niveau d’ATP baisse et le Pi quitte la vacuole vers le cytoplasme. Lorsque les
cellules sont cultivées a une concentration élevée d’oxygéne, le Pi dans le
cytoplasme retourne dans la vacuole. lls suggérent que I'ATP joue un role

important dans I'absorption du phosphate et pour le maintenir dans la vacuole.

Bieleski et Laties (1963) ont montré avec les radio-isotopes que le phosphate
dans les cellules existe sous une forme active et sous une forme inactive. Le
phosphate actif se trouve dans le cytoplasme alors que le phosphate inactif se

retrouve dans la vacuole.
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Toutes les expériences qui ont mesuré l'influx du Pi vers la vacuole et vers le
cytoplasme ont montré que le Pi est accumulé premiérement dans le

cytoplasme et ensuite dans la vacuole.

Mimura et al (1992,1996) ont mesuré le phosphate intracellulaire durant la
croissance de I'orge. Ces mesures ont montré que la concentration du Pi dans
le cytoplasme est toujours constante et qu’elle est indépendante de la
concentration du Pi dans le milieu extracellulaire. Pour ce qui est de la
concentration du Pi dans la vacuole, elle change pour garder constante la
concentration du Pi dans le cytoplasme. Lorsque le Pi contenue dans la
vacuole est épuisé, la concentration du Pi cytoplasmique se met a baisser
(Lee et Ratcliffe;1983,1993).

Lorsque les cellules augmentent en volume ou se divisent pour donner deux
cellules filles, le Pi cytoplasmique est dilué puisqu’il est utilisé pour construire
la structure des nouvelles cellules. Pour compenser le Pi utilisé, le cytoplasme
est alimenté en Pi & partir du milieu extracellulaire et de la vacuole (Mimura,
1999).

Chez les cellules Acer pseudoplatanus cultivées en suspension, une limitation
en sucrose induit une large accumulation du Pi dans la vacuole accompagnée
d’'une augmentation de la concentration du phosphate cytoplasmique (Rebeille

et al., 1985). Ce phénoméne est di a la dégradation du phosphate organique.
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L’épuisement du phosphate intracellulaire provoque des changements au
niveau de différents procédés, comme l'activation de la consommation de

phosphate, l'induction de la phosphatase et de la RNAse.

Pour ce qui est de 'efflux du Pi, il se produit a trois endroits. L’efflux au niveau
de la paroi cellulaire, I'efflux du cytoplasme a travers la membrane plasmique
et I'efflux de la vacuole a travers les tonoplastes (Lefebvre et Clarkson, 1984;
Woodrow et al, 1984).

Mc Pharlin et Bieleski (1989) ont rapporté que chez les plantes Spirodela et
Lemna l'efflux du Pi égalait 10% linflux a concentration modérée; lorsque les
plantes étaient limitées en Pi, l'efflux du Pi égalait 1% linflux. A faible
concentration en Pi, linflux est égal a l'efflux. Ce point s’appelle le point

d’équilibre.

Une température basse et les inhibiteurs métaboliques comme le NaN; et le
KCN augmentent l'efflux du Pi (Mimura, 1999). Ceci cause la dépolarisation
de la membrane. Cependant la dépolarisation de la membrane est supposée
augmenter linflux du Pi. Les raisons pour lesquelles les inhibiteurs

métaboliques augmentent I'efflux de Pi ne sont toujours pas connues.

McPharlin et Bieleski (1989) ont observé que lefflux et linflux du Pi
augmentent avec 'augmentation de la concentration du Pi extracellulaire.
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L’efflux du Pi augmente rapidement chez les cellules Chara aprés I'addition du
Pi au milieu extracellulaire (Mimura et al., 1998). L’efflux du Pi a partir de
vacuoles isolées a été investigué (Martinoia et al., 1986). L'incubation des
vacuoles d’orge en milieu ne contenant pas de Pi n’a pas résulté a la libération
du Pi des vacuoles. Les autres ions tels que CI" et le NO3 ont été relachés.
Ces résultats sont consistants avec le fait que l'efflux du Pi a partir de la

vacuole est un phénomeéne long.
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2.2.4 Reégulation du transport de phosphate

Le transport des nutriments a lintérieure de la cellule change en fonction du
statut nutritionnel du nutriment et des différents facteurs environnementaux.
Le contréle du transport des nutriments peut étre divisé en contrdle a long
terme et a court terme. Le contréle a court terme se produit de quelgues
minutes a plusieurs heures. Le contrble a long terme est observé durant

plusieurs jours a plusieurs semaines.

Le contréle a court terme est causé par les changements des conditions
extracellulaires. Le changement de température est une des conditions
extracellulaires qui cause ce genre de contréle. McPharlin et Bieleski (1989)
ont montré qu'une baisse de température entre 50 et 25°C, baisse la
consommation de Pi. Une basse température cause inévitablement une
baisse du métabolisme et une baisse dans l'activité de la pompe a protons.
Ceci expligue en partie la baisse de consommation du phosphate. Le
phosphate intracellulaire influence aussi la consommation du phosphate a
court terme. La consommation du Pi diminue une heure aprés I'addition du
phosphate dans le milieu de culture (Lefebvre et Glass, 1982). Comme ce
temps est court pour changer la concentration du Pi cytoplasmique, ceux-ci
pensent que le Pi qui est transporté du milieu de culture vers le cytoplasme
affecte les transporteurs de la membrane plasmique.

Le contrdle a long terme est causé par la limitation des plantes en Pi. Lorsque
les plantes sont limitées en Pi, le taux de consommation de ce nutriment

augmente drastiquement (Mimura, 1999). Dans les cas les plus rapides, cette
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augmentation se produit en une journée. En général, ceci se produit apres
deux ou trois jours (Mimura, 1999). Les analyses cinétiques, montrent que le
Km et le Vmax changent durant une limitation ou un sevrage en Pi. Burns et
Beever (1977) en utilisant Neurospora crassa ont montré que le K, diminue

de 0.9 4 0.3 mM lorsque le Pi extracellulaire augmente de 0.05 a 10mM.

Le contrdle a long terme est aussi causé par la croissance et la différentiation
des cellules. Clarkson and Saker (1988) ont conclu qu’a faibles concentrations
en Pi (les conditions normales dans la nature), la croissance et la
consommation du Pi sont constantes a différentes concentrations de Pi
extracellulaire. Les plantes semblent contréler leur consommation de Pi pour
garder le taux de croissance constant, indépendamment de la concentration

du Pi extracellulaire.

2.2.5 Effets du phosphate sur la croissance cellulaire et la production
de métabolites secondaires

Le phosphate est connu pour inhiber la production d’alcaloides (Dougall et al,
1980, Knobloch, 1981). Les concentrations du phosphate intracellulaire et du
phosphate extracellulaire ont été reliées au rendement en caféine chez des
cellules de Coffea arabica cultivées en suspension dans du milieu Murashige
et Skoog (Bramble et Graves, 1991). Les résultats montrent qu’il y a une
relation inverse entre le rendement en caféine et la concentration
intracellulaire du phosphate. Les résultats montrent aussi une relation directe
entre la concentration initiale du phosphate dans le milieu de culture et la
croissance des cellules. La croissance cellulaire en masse séche est de
14 g/L lorsque la concentration initiale en phosphate est de 0.0 mM alors
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qu’elle augmente a 21.5g/L lorsque la concentration initiale en phosphate est
de 1.15 mM.

Les cellules qui ont été exposées a de faibles concentrations en phosphate
produisent de grandes quantités de théobromine et de caféine. A une
concentration initiale de 0.0 mM, le rendement en caféine était de
0.65mg/gM.S, a une concentration initiale de 1.25 mM le rendement en
caféine était de 0.29 mg/gM.S. Le rendement en caféine est a peine de
0.1 mg/g M.S lorsque la concentration initiale en phosphate est de 1.5 mM.

L’effet du phosphate sur la croissance et la production de métabolites
secondaires a été étudié chez les cellules de Panax ginseng et Panax
quinquefolium (Liu et Zhong, 1997). Les cellules de Panax ginseng ont été
cultivées dans du milieu MS (Murashige et Skoog) a différentes concentrations
de phosphate allant de 0 & 4.17mM. Liu et Zhong ont constaté une
augmentation de la biomasse séche avec I'augmentation de la concentration
initiale en phosphate. En effet, & une concentration initiale en Pi de OmM, la
croissance en biomasse séche était de 6.95 g/L, alors qu’elle était de 10.9 g/L
lorsque la concentration initiale en Pi était de 0.42 mM. Pour des
concentrations initiales en Pi allant de 0.42 a 4.17 mM, la croissance en
biomasse séche avait atteint un plateau. Les cellules cultivées a de faibles
concentrations en Pi (inférieure & 1.04 mM) ont atteint le maximum en
biomasse 5 jours plus tard comparées a celle qui étaient cultivées a une
concentration initiale en Pi allant de 1.04 a 4.17 mM. Pour les celiules de
Panax ginseng, il était clair que la croissance était limitée lorsque la
concentration initiale de Pi était inférieure & 1.04 mM. La concentration critique
pour cette espéce était de 1.04 mM.
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Le phosphate intracellulaire augmentait chez les cellules de Panax ginseng
jusqu’au 8°™ jour, apres le huitiéme jour le phosphate intracellulaire se mettait
a baisser. Lorsque le Pi était devenu limitant, le phosphate intracellulaire a
baissé a une valeur constante de 4 mg P/g M.S. Ceci suggére que le
phosphate lié chez Panax ginseng est d’environ 4 mg P/g M.S. La production
optimale de ginseng saponin (21.4 mg.L'.J") a été obtenue avec une
concentration initiale en phosphate de 1.04 mM. La production optimale en
polysaccharide (51.76 mg.L".J™) a été obtenue avec une concentration initiale

en phosphate de 0.42 mM.

Dans le cas de Panax quinquefolium, la concentration initiale critique du Pi est
de 0.65 mM. A cette concentration la croissance en biomasse séche avait
atteint 11.6g.L™". Dépassé cette concentration et jusqu’a une concentration de
1.88mM, la croissance avait atteint un plateau. En dessus de cette
concentration la croissance en biomasse séche était faible. Elle correspondait

a 5g/L pour une concentration initiale en Pi de OmM.

La production maximale de saponin (22.05 mg.L".J") et la production
maximale de polysaccharides (41.8 mg.L™".J™") ont été obtenues avec un Pi de
1.25 mM.

Des cellules de Panax notoginsen ont été cultivées en flacons dans du milieu
MS a différentes concentrations de Pi (0, 0.5, 1.25 et 2mM) pour étudier I'effet
du Pi sur la croissance cellulaire et la production de ginsenoside saponin
(Zhong et Zhu, 1994). La biomasse séche augmentait avec 'augmentation de
la concentration initiale en phosphate entre 0 et 1.25 mM. A une concentration
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initiale en Pi de OmM la biomasse seche était de 2g/L alors qu’elle était de
10.5 g/L pour une concentration initiale en Pi de 1.25mM. L’augmentation du
Pi de 1.25 a 2 mM a fait augmenter la biomasse séche de 0.5¢g/L. La

croissance cellulaire était calculée selon I'équation suivante :

. . biomasse.sec he. finale — biomasse.sec he.initiale
Croissance.cellulaire =

biomasse.sec he.initiale X temps

La croissance était de 0.076, 0.176, 0.276, et 0.298 (J™') & des concentrations
initiales de Pi de 0.00, 0.50, 1.25 et 2.00 mM respectivement (Zhong et Zhu,
1994). La croissance des cellules se poursuivait aprés la disparition du
phosphate du milieu de culture. Ceci indique que les cellules utilisaient leurs
réserves en phosphate pour continuer a croitre. La concentration optimale en
Pi pour la croissance des cellules et la production de ginsenoside saponin
était de 1.25mM. A cette concentration la croissance des cellules était de 10.5
gL et la production de ginsenoside saponin était de 45.5 mgL™'J™".
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CHAPITRE3: METHODOLOGIE

3.1 Lignée cellulaire et maintien

La lignée cellulaire utilisée dans le cadre de ce projet appartient a I'espéce
Eschscholtzia californica. Cette espéce a été développée par le Dr. R.
Williams de Phytobiotech. Cette lignée cellulaire était maintenue en milieu
1,5"B5 (Annexe A.2). Le milieu 1,5*B5 est du milieu B5 dont la concentration
de chaque composant a été multipliée par un facteur de 1,5. A ce milieu était
ajouté 0,2 mg.L™" d’acide 2-4 dichlorophenoxyacétique, 0,1 mg.L™! de Kinétine
et 30 g.L" de glucose. Le pH du milieu était ajusté a 5,5 avant la stérilisation
(20 minutes & 121°C et 1 bar de pression). Les cellules étaient cultivées dans
des flacons de 500 ml contenant 80 ml de suspension cellulaire et 160 mi de
milieu. Les cellules étaient transférées dans du nouveau milieu a toutes les
semaines. Les suspensions sont agitées a 120 rpm a la lumiére et a une

température de 25°C.
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3.2 Cultures en bioréacteurs

3.2.1 Description du bioréacteur de 5L a double ruban hélicoidal

Un bioréacteur a double ruban hélicoidal (HRI, Helical Ribbon Impeller) d’un
volume nominal de 5L (Figure 4.1) a été utilisé dans le cadre de ces travaux.
La configuration de la double hélice et des chicanes de surface a été
déterminée a partir du bioréacteur original de 11 L congu par Jolicoeur et al
(1992). Le bioréacteur était équipé d’'une sonde polagraphique (Ingold) pour
mesurer I'oxygéne dissous dans le milieu de culture. La puissance d’'agitation
était assurée par un moteur de 0,5 hp a vitesse réglable. Un diffuseur en acier
inoxydable situé au centre du bioréacteur permettait I'aération par bullage. Le
bioréacteur avait des ports d’échantillonnage, d’inoculation et d’alimentation
en nutriments. Le bioréacteur était connecté a un systeme d’acquisition de

données et de contrdle (Bioexpert inc., Québec, Canada).
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FIGURE 3.1: Schéma du bioréacteur HRI de 5 Litres (© Dany Aubry, 1995)

3.2.2 Description du bioréacteur de 3L a simple ruban hélicoidal

Un bioréacteur d’'un volume nominal de 3L a été utilisé dans le cadre de ces
travaux (Figure 4.2). Ce bioréacteur était munis d’une sonde polagraphique
pour le suivi en ligne de la concentration d’oxygéne dissout (DO). La paroi du
biorécteur était en verre. Le bioréacteurs était scellé avec un couvercle en
acier inoxydable. Les cultures étaient agitées a I'aide d’'une hélice a simple
ruban hélicoidal. Cette hélice était actionnée a l'aide d'un moteur & vitesse
variable. Un diffuseur en acier inoxydable situé sous les pales de I'hélice
permettait 'aération par bullage du bioréacteur. Le bioréacteur avait des ports
d’échantillonnage, d’inoculation et d’alimentation en nutriments. Le bioréacteur
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était connecté a un systeme d'acquisition de données et de contrdle

(Bioexpert inc., Québec, Canada).

FIGURE 3.2: Schéma du bioreacteur HRI de 3 litres

3.2.3 Préparation des cultures et inoculation des bioréacteurs

Avant l'inoculation les bioréacteurs étaient montés et soumis a un test de
bullage et un test de pression. Une fois les tests effectués, les bioréacteurs
étaient stérilisés (1h, 121°C, 1bar). Le milieu de culture utilisé était du B5
(annexe A.2) avec assez de glucose, d'ammonium, de nitrate et de phosphate
pour soutenir la croissance cellulaire pendant 24h selon le modéle développé

par Sirois (1997). Le milieu de culture était stérilisé (20 minutes, 121°C ,1 bar).
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L’inoculation suivait la stérilisation. Cette opération s’effectuait sous la héte
stérile a courant laminaire a cause de la nécessité de maintenir les cellules
dans un environnement stérile. La suspension cellulaire et le milieu de culture
étaient versés dans le bioréacteur par le port d’inoculation. La suspension
cellulaire représentait le 1/3 du volume total contenu dans le bioréacteur. Le
condenseur était ensuite connecté au port d’échantillonnage. Finalement le
bioréacteur était installé sur le comptoir pour étre connecté au systéme des

gaz, d’eau et de contréle et d’acquisition de données.

3.2.4 Conditions d’opération

La vitesse d’agitation dans le bioréacteur de 5 L était de 60 rpm. Ceci
correspond a un temps de mélange d’environ 20 s et un taux de cisaillement
de 30 s’ (Aubry, 1995). La vitesse d’agitation était la méme dans le
bioréacteur de 3L. La concentration en oxygéne dissous est maintenu a 60%
de la saturation grace a un systéme de contrdle de I'alimentation en air et en
oxygene par variation de la pression partielle en oxygéne. Le contrble de la
pression partielle était effectué en manipulant le débit d’'oxygéne alimenté a
Iaide d’'un débitmeétre contrbleur (Tylan General) pour un débit total des gaz
constant (Tylan General). Le débit d’air varie et s’ajuste de maniére a combler
la différence entre le débit total et le débit d’oxygene.

3.2.5 Echantillonnage et suivi

Une culture de cellules végétales dure en moyenne entre 7 et 15 jours. Des
échantillons étaient pris a toutes les 24 h ou au 48 h pour suivre la croissance

des cellules et la concentration des nutriments dans le milieu de culture. Le pH
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du milieu de culture était mesuré avec une sonde a pH (pHmeter, 805 MP,
Fischer Scientific). L’échantillon était ensuite rincé a I'eau distillée et filtré sous
vide (Glass Fiber Filter, Gelman Science). Les cellules recueillies sur le filtre
étaient pesées dans le but de déterminer la concentration de biomasse
humide. La biomasse humide était ensuite séchée (24 h, 80°C) et finalement

pesée pour déterminer la concentration en biomasse séche.

Un volume de 2 ml de suspension cellulaire servait a effectuer le compte
cellulaire. Les cellules étaient centrifugées et le surnageant était retiré. La
solution enzymatique (annexe A.1) était ajoutée jusqu’a 4 ml. Le mélange de
cellules et de solution enzymatique était agité (2 h, 120 RPM) dans le but de
digérer la paroi cellulosique pour dissocier les agrégats cellulaires. Pour
colorer le noyau des cellules, une solution de fushine (annexe A.1) était
ajoutée a quantité égale a la suspension cellulaire. Finalement, les cellules
étaient comptés sous microscope ( Olympus modéle CK2, grossissement final
x 100) a laide d’'un hémacytométre (Fushus-Rosenthal ultraplane, Hausser
Scientific). Deux séries de 4 carreaux sur 16 étaient dénombrées. La
concentration cellulaire (c) en cellules.ml” est obtenue a I'aide de I'équation

suivante :

3
mm

c= moyenne(n],nz)xDxVLXIOOO (3.1)
c

ml
Ou ny et n2 représentent les deux comptes cellulaires effectués, Vc est le
volume en suspension & chaque compte (0.8 mm?®) et la dilution qui est de 4

selon le présent protocole.
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3.2.6 Modele de croissance et planification des ajouts

Le modele mathématique développé par Sirois (1997) a servi a faire le suivi
des cultures en bioréacteur. Ce modéle prévoit la concentration en biomasse
seche, la densité cellulaire et les besoins des cellules en hydrates de
carbones, ammonium, nitrate et phosphate. Ce modéle a servi a établir une

stratégie d’alimentation dans le but de maximiser la croissance cellulaire.

Sirois suggére de maintenir une concentration minimale en sucre de 10 g.L™,
en nitrate de 3 mM et en ammonium de 5 mM. Pour ce qui est du phosphate il

suggére de maintenir une concentration intracellulaire de 0,05 mM.

La concentration en biomasse séche et en nombre de cellules étaient entrées
quotidiennement dans le modele. Les concentrations d’ions dans le milieu de
culture étaient fournies au modéle des que les résultats d’analyse par
chromatographe en phase liquide de haute performance (HPLC) étaient
disponibles. Cette approche minimisait les écarts entre le modéle

mathématique et la réalité.

Chaque solution d’ajout (annexe A.2) était contenue dans un réservoir stérile
connecté au bioréacteur. Ceci permettait de réajuster la composition du milieu
de culture en fonction de la croissance cellulaire et de maintenir les nutriments

aux concentrations fixées par Sirois.
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3.2.7 Controle manuel du phosphate intracellulaire

Le modéle mathématique développé par Sirois (1997) a servis a déterminer le

besoins des cellules en phosphate.

En se basant sur les cultures effectuées par Coelho (2000) et les premiéres
cultures effectuées dans le cadre de ce projet de recherche (résultats non

montrés) 'hypothése suivante a été posée :

Le phosphate contenu dans le milieu de culture a l'inoculation et les ajouts de
phosphate sont rapidement absorbés par les cellules (moins de 24 heures) et
¢a jusqu'a eépuisement du phosphate du milieu de culture.

Une fois cette hypothése posée il était facile de déterminer la concentration du
phosphate intracellulaire par bilan de masse et ainsi le controler

manuellement.

De plus les mesures de phosphate intracellulaire effectuées a 24 heures
d’intervalle permettaient de donner une estimation plus précise de la

concentration du phosphate intracellulaire.

Suites aux premiéres cultures effectuées dans le cadre de ce projet (résultats
non montrés), il s’est avéré que la concentration du phosphate intracellulaire



32

se situait entre 0 et 1 mmol.10° ¢. En se basant sur ces résultats il a été
convenu que le phosphate intracellulaire soit contr6lé manuellement a

0,5 mmol.10° cellules et 1 mmol.107° cellules.

3.2.8 Analytique

La concentration des hydrates de carbone dans le milieu de culture (sucrose,
glucose et fructose) était mesurée au moyen d’'un chromatographe en phase
liquide de haute performance (HPLC). Le chromatographe était composé
d’'une pompe (Waters modéle 6000A), d’un injecteur automatique (Gilson
modele 231/401), d’'un détecteur d'indice de réfraction (Gilson modéle 132) et
d’une colonne (Biorad HPX 87C). La colonne était maintenue a 80°C avec
l'eau comme phase mobile. Les résultats d’analyse étaient intégrés par

ordinateur a l'aide du logiciel Gilson 721.

Les ions étaient mesurés avec un chromatographe en phase liquide de haute
performance (HPLC) (Dionex Canada Ltd, Oakville, Canada). Le
chromatographe était équipé d’'une pompe a gradient, d’'un échantillonneur
automatique et d'un détecteur électrochimique en mode conductivité. Les
analyses étaient contrdlées par ordinateur grace au logiciel DIONEX Al-450.

Les cations et les anions étaient analysés a une température de 23+1°C.
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La séparation des anions était effectuée avec une colonne 4x250mm
(IONPAC AS4A-SC, Dionex) équipée d’'un supresseur de cation (ASRS-1) en
série pour éliminer l'interférence des cations et améliorer le rapport signal
bruit.

Les cations étaient séparés dans une colonne 4x250 mm (IONPAC CS-12,
Dionex) avec un supresseur d’anions (CSRS-1, Dionex) en série pour éliminer

Iinterférence des anions et améliorer le rapport signal bruit.

Pour la mesure des nutriments intracellulaire, 0,1 g de biomasse séche qui
était préalablement broyée dans un mortier était agitée a 120 RPM pendant
3heures dans 4 ml d’eau déionisée. Cette méthode permettait d’extraire les
ions et les hydrates de carbone contenus dans les cellules. Le mélange
biomasse séche et surnageant était ensuite centrifugé. Le surnageant était
analysé pour en déterminer le contenu en anions, cations et hydrates de

carbone.
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3.2.9 Mesures respirométriques

Mesure du taux de consommation d’oxygéne et du coefficient de transfert

d’oxygéne

Le transfert d’'oxygéne des bulles de gaz jusqu’aux cellules est limité par le
film liquide entourant les bulles. Le taux de transfert (OTR en mM.h) de la
phase gazeuse a la phase liquide est défini par 'équation (4.2), K_ est le
coefficient de transfert d’oxygéne (m.h'), <a> est I'air interfaciale (m2.m™),
K.a (h") est le coefficient de transfert d’oxygéne volumétrique, DO* (mM) est
la concentration d’oxygene dissous a saturation et DO (mM) la concentration
en oxygéene dissous mesurée. Le taux de consommation d’'oxygéne par les
cellules (OUR en mM.h™") est défini par 'équation (3.3), 0> (MMO,.g M.S™.h°
') est le taux spécifique de consommation d’oxygéne par la biomasse et X la
concentration en biomasse séche (g M.S.L"). Le taux de variation de la
concentration d’oxygene dissous dans le milieu de culture peut étre défini
comme le taux de transfert d’'oxygéene de la phase gazeuse a la phase liquide

moins le taux de consommation d’oxygéne par les cellules (équation 3.4).

OTR = K ,a(DO*-DO) (3.2)
OUR = O, X (3.3)
4DO) _ orr-0UR (3.4)

dt
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En culture; la concentration en oxygene dissous est contrblée a 60% de la
saturation. Par conséquent, le taux de variation de la concentration en
oxygéne dissous (d(DO)/dt) est égal a zéro et par conséquent 'OTR est égal a
FOUR. L’équation 3.2 devient donc :

OUR = K,a(DO*~DO) (3.5)

L’'OUR a été estime a l'aide de la technique développée par Aubry (1996).
Cette technique consiste a faire tendre le Kia et donc 'OTR vers zéro

(equation 3.2). L’équation (3.4) se simplifie et donne I'équation (3.6).

d(DO)

= OUR (3.6)

La baisse de la concentration en oxygéne dissous (d(DO)/dt) mesurée par la
sonde donne donc une estimation de 'OUR. Pour faire tendre le K.a vers
zéro, il faut réduire la vitesse d’agitation et couper le bullage. En pratique la
vitesse d’.agitation est réduite de 60 a 30 rpm. Ceci permet de maintenir les
cellules en suspension et limite la perturbation sur la lecture d’oxygéne
dissous, tout en réduisant le coefficient de transfert d'oxygéne (K,a).
Cependant & une vitesse d’agitation de 30 rpm le transfert d’oxygéne & la
surface ne peut pas étre considéré comme nul. Il est donc nécessaire de

corriger le taux de consommation d’oxygéne calculé a partir de I'équation
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(3.5). Pour ce faire la concentration en oxygéne dissous est ajustée a partir
d’'un modele de transfert d’oxygene (équation 3.7). Ce modele corrige la pente
de la variation de la concentration en oxygene dissous (DO) mesurée en
fonction du temps a I'aide du coefficient de transfert d’oxygene en aération de
surface a 30 rpm, de la mesure d’oxygéne dissous et de la concentration
d’'oxygene dans la phase liquide a saturation et a I'équilibre avec la phase
gazeuse (DO*). L’équation (3.4) devient donc :

4D9) _ our (3.7)
dt

DO'= [DO(t) - ]KLaS [DO" (1) - DO(r)]dz] (3.8)

Le taux de consommation d’oxygéne (OUR) était estimé par régression
linéaire de la pente de la mesure de la concentration en oxygéne dissous
corrigé en fonction du temps. Les équations (3.6) et (3.7) étaient utilisées sous
forme discréditée avec une période d’échantillonnage de 10 secondes. L’arrét
de l'aération était en général d’'une durée de cing minutes. Ce délai pouvait
étre écounté si la concentration en oxygéne dissous atteignait une valeur
inférieure a 20%. Apres la perturbation, le contrbleur était remis en fonction et

la concentration en oxygéne dissous revenait au point de consigne.

Cette technique permettait aussi d'estimer le coefficient de transfert global

d’oxygéene (K ag) en faisant quelques hypothéses :
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d(DO) _
a

Avant la perturbation 0

Le taux de consommation d’oxygéne (OUR) ne change pas durant la

perturbation.

De plus les valeurs de DO et de DO* étaient mesurées. Le coefficient global

de transfert d’oxygéne pouvait étre estimé de I'équation suivante :

OUR

Ka = 3.9
“% = (po" - po) @9

3.2.9.2. Mesure du taux de production du CO»

La concentration en gaz carbonique dans les gaz de sortie a été analysée
grace a un moniteur a infrarouge (Modéle 870, Rosemount Analytical) d’une
capacité de 0 a 3,6%. La calibration linéaire était effectuée a l'aide d’azote 0%
et d’'un gaz de calibration certifié a 1,21% en CO, (Air-liquide).

Connaissant la concentration en CO, du gaz alimenté (COgy) au bioréacteur
et celle du gaz de sortie (COy) il était possible d’estimer le taux de
production de CO, (CPR). La concentration dans le gaz d’alimentation était
calculée a partir de la composition du mélange de gaz alimenté a I'entrée du
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bioréacteur en posant comme hypothése que l'air contient 0,03% de CO, et
que l'oxygéne n’en contient pas. Le taux de production de CO, (CPR) était
estimé selon les équations suivantes, en supposant que le transfert du CO,
entre la phase liquide et la phase gazeuse est en pseudo équilibre :

4DC9%) _ ¢~ cTR-CPR (3.10)
dr
1R =L oo = CO) _ cpp (3.11)

V' x0.0246

DCO:; est la concentration en CO, dissous dans la phase liquide (mM), CTR
est le taux de transfert du CO, (mM.h™"), Q le débit volumique total de gaz
(L.h"), COgp, et COzu le pourcentage volumique de CO, dans les gaz
d’entrée et de sortie respectivement (%) et V le volume de culture (L). Le

facteur 0,0246 correspond au volume de CO, a 1 atm et 26°C.

3.2.10 Cultures témoins en flacon

Des cultures en flacons de 500 ml contenant 250 ml de culture étaient
réalisées en parallele avec les cultures en bioréacteurs dans le but de vérifier
la qualité de l'inoculum. Le méme inoculum, le méme milieu de culture ainsi

que les mémes conditions d’inoculation étaient utilisées.
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CHAPITRE4 : CULTURES EN BIOREACTEURS

L’objectif principal de ce projet de recherche est le suivi et le contréle du
phosphate intracellulaire dans le but d'obtenir des cultures a haute densité

cellulaire.

Dans un premier temps, il fallait comparer entre le bioréacteur de 5L a ruban
hélicoidal double et le bioréacteur de 3L a ruban hélicoidal simple afin de
sélectionner le bioréacteur le plus performant pour la suite des travaux. La
culture IH11 effectuée dans un bioréacteur HRI de 3L et la culture IH5-1
effectuée dans un bioréacteur HRI de 5L ont servi a comparer la performance
de ces deux bioréacteurs.

La culture IH12 effectuée dans un bioréacteur HRI de 3 L a permis de suivre

I'évolution du phosphate intracellulaire.

Finalement le phosphate intracellulaire a été controlé a 0,5 mmol.10® cellules
durant les cultures 1H17 et IH18 et 2 1 mmol.10° cellules durant les cultures
IH24 et IH25.
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4.1 Comparaison entre le bioréacteur de 5 L et le bioréacteur de 3 L

Les cultures |H-11 effectuée dans un bioréacteur HRI d’'un volume nominal de
3L et IH5-1 effectuée dans un bioréacteur HR! d’'un volume nominal de 5 L ont
servi a comparer les performances de ces deux bioréacteurs pour choisir celui
dans lequel sera effectué le reste des cultures. Ces deux cultures ont été
effectuées en paraliéle avec les mémes conditions d’opération, le méme
milieu de culture et le méme inoculum.

Dans le cas de la culture IH-11, une biomasse séche de 19,5 g M.S.*L" a été
obtenue aprés 336 h de culture a partir d’un inoculum dont la biomasse séche
était de 2,0 g M.S.* L' (Figure 4.1). Le taux de croissance globale en
biomasse séche était de 0,007h™. Il y a eu arrét de croissance vers 264h. En
effet vers 264h, la masse humide ainsi que la masse séche ont atteint un
plateau (figure 4.1). Dans le cas de la culture IH-11 la croissance est
représentée en biomasse séche et en biomasse humide seulement. La
croissance en nombre de cellules n’est pas disponible en raison de problémes

techniques qui ont invalidé les comptes cellulaires.
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FIGURE 4.1: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse seche pour la culture IH11

Le milieu utilisé pour la culture IH11 était du 1,5*B5. Un milieu qui a les
mémes composants que le milieu B5 mais dont la concentration des

composants a été multipliée par un facteur 1,5.

Selon Sirois (1997) la concentration en hydrates de carbone devait étre
maintenue au-dessus de 10 g*L"". Cette condition a été respectée tout le long

de la culture (Figure 4.2).
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Le phosphate est rapidement absorbé pendant les premieres 24 h de culture

et aprés I'ajout effectué a 198 h. Vers 288 h, il y a eu largage du phosphate
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(Figure 4.2). Le largage du phosphate a été observé aussi avec les cellules
Catharanthus roseus cultivées dans du milieu MS (Sakano et al; 1995). En
effet les cellules appartenant a 'espéce Catharanthus roseus cultivées a une
concentration cellulaire initiale de 4.10"°cellules.mL™ et une concentration
initiale en phosphate de 5 et 10 mM larguent le phosphate 10 h aprés le début
de culture et ¢a pendant environ 2 jours. Ces mémes cellules larguent le
phosphate moins de deux jours aprés le début de la culture lorsqu’elles sont
cultivées a une concentration cellulaire initiale de 1.10*°cellules.mL™” et
0,5.10"° cellules.mL" dans du milieu MS contenant une concentration initiale
en phosphate de 1.25 mM.

La concentration du phosphate extracellulaire était a zéro jusqu'a 288 h
lorsqu’il y a eu largage de ce nutriment par les cellules. La concentration du
phosphate intracellulaire variait entre 0.1 et 0.6 mmol*10” cellules.

La concentration initiale de nitrate (figure 4.3) était de 60 mM. Cette
concentration est supérieure a la concentration du nitrate dans le milieu
utilisé lors de cette culture (1,5*B5) et qui est de 37,5 mM. Une concentration
initiale de 60 mM a été probablement causée par une erreur de mesure
survenue lors de la préparation du milieu de culture. Le nitrate a été maintenu
au-dessus du seuil fixé par Sirois (1997) et qui est de 3 mM. Le seuil fixé par
Sirois dans le cas de l'ammonium est de 5 mM (Sirois, 1997). La
concentration de ce nutriment était en dessous du seuil de consigne vers 144
h et vers 264 h (figure 4.3). L’ammonium pourrait étre a l'origine de l'arrét de

croissance survenue vers 264h.
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Le chiore (figure 4.4), le magnésium (figure 4.4) le sulfate (figure 4.4) et le
calcium (figure 4.5) étaient disponibles durant toute la culture. Le niveau du
potassium était élevé (figure 4.5), il variait entre 30 et 50 mmol*L". Le
potassium était ajouté comme contre ion avec le nitrate. La concentration

élevée du nitrate explique la concentration élevée du potassium.



6 0.18
M
- e —m—c | 0
-~ 0.15 _=—
I —o—Cl )
4 - N 3
—_ -n <0123
= i ~m /.\ i =
é ® —~n .i. .\.\ _m_ 0.09 Od_J
G 2- o " n—m e
1 c
— 0.06 @
- /. | il),
o—®
0 0.03
L] l L) I L] l L) ' L) l T I L]
. -4 010 =z
3 ° \ —m— Mg «Q
- / ® —o— Mg - g
S 24 ® o
é /-\ é
o 3 - ® - . - 005 %
~ —_—
. —_—
i a—m . *—® - 8
g L) I ¥ ' 1) I L) I T ' L) l L} 0.04
e
—n ™~ T w
- . —_ —_
P "—S0, o000
—_ "~u_ —8—S0, 1 g
= 3- Ny _ o
E Ny 0.02 5
Q 2= \~m 7 &
n - ¢ ~nm )
L - 001 &
14 ./ AN c
o .\- ' [
0 L) ' L) I L) l L l T .?. 1} ' T 0-00
0 50 100 150 200 250 300 350
Temps (h)

46

Figure 4.4: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du

sulfate pour la culture IH11
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Figure 4.5: Courbes de consommation du calcium, du manganése et du

potassium pour la culture IH11
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Les kia du bioréacteur de 3 L variaient entre 3,5 et 8,8 h™' (figure 4.6).
Cependant dans le cas de la culture IH11, I'hypotheése selon laquelle
d(DO)
dt
probablement un manque de précision dans l'estimation du k,a. Malgré le

=0 avant la perturbation n’est pas satisfaite ce qui occasionne

probleme de contréle d’'oxygene dissous, il est possible de constater que la
concentration d’'oxygene dissous variait autour du seuil fixé et qui est de 60%
(figure 4.6).
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Figure 4.6: Taux de respiration et coefficient de transfert d’oxygéne pour
la culture IH11
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Dans le cas de la culture IH5-1, une biomasse seche de 17,3 g M.S.*L " a été
obtenue aprés 336 h de culture et a partir d’'un inoculum dont la biomasse
séche était de 1,6 g M.S.*L"'(Figure 4.7). Le taux de croissance globale en
biomasse séche était de 0,0082 h'. Dans le cas de la culture IH5-1 la
croissance est représentée en biomasse seche et en biomasse humide
seulement. La croissance en nombre de cellules n’est pas disponible en

raison de problemes techniques qui ont invalidé les comptes cellulaires.
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Le milieu utilisé pour la culture IH5-1 était du 1,5*B5. Les hydrates de carbone

ont été maintenus au dessus de 10g*L™ tout le long de la culture (Figure 4.8).

Par conséquent il n’ y a pas eu de limitation dans le cas de ce nutriment.
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Le phosphate est rapidement absorbé apres l'inoculation et I'ajout effectué a
198h (figure 4.8). Il y a eu largage du phosphate environ 240 h apres le début
de la culture. La concentration du phosphate extracellulaire était a zéro tout le

long de la culture. La concentration du phosphate intracellulaire variait entre
0.1 et 0.5 mmol*10” cellules.
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L’ammonium était en dessous de 5mM vers 72, 99 et 144 h (Figure 4.9) ce qui

peut occasionner des limitations dans le cas de ce nutriment.
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Le sodium (figure 4.8), le sulfate (figure 4.10), le chlore (Figure 4.10), le
magnésium (figure 4.10) et le calcium (figure 4.11) étaient disponibles durant
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toute la culture. La concentration du potassium était élevée et variait entre 25
et 45 mmol*L™ (figure 4.11).
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Figure 4.10: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du

sulfate pour la culture IH5-1



56

16 0.0100
i —m—Ca | o
n —'—Ca . S
1.2 /-N.._.-/-.’.\ . I . 0.00752
] o ~g \- 1 =
= 084 PY ® - 0.0050%
£ ° N e
T T - o T £
o & T @
0.4 ® - 0.00252
®
00 T T T 1 T T T T T T T T T 00000
0.15 - —E—Mn 0.018
] —e—Mn 4 5
| El
< 010+ L . /.\./ \ - 00123
- =
s 9 e, m 1 3
= 005+ e ® ® - o.ooeé
. N
09 T 0000
. —m—K 1 =
40 - /.\ m—0—K | 5 ’g
T ]
E 30 ’ -_—I\. -/.\./ " i =
E 1 *—e — Q
x 204 e, 41 ¢
=
o \‘/.——. - g
0 T I L] I L] I L) l L) l L] I L) 0
0 50 100 150 200 250 300 350
Temps (h)

Figure 4.11: Courbes de consommation du calcium, du manganeése et du
potassium pour la culture IH5-1

Des estimations de k_a ont permis de constater que le coefficient de transfert
dans le cas de cette culture variait entre 2,9 et 5,2 h''(Figure 4.12). Ces

valeurs sont inférieures a celles obtenues avec la culture IH11.
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A partir de 220 h la concentration d’oxygene dissous était inférieur a 10%. ll 'y
a probablement eu une limitation en oxygéne dans le cas de la culture IH5-1.
Cette probable limitation est survenue lorsque la biomasse séche avait atteint
13,13 g M.S.*L " et la biomasse humide 226,40 g M.H.*L™.
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Dans le cas des cultures IH11 et IH5-1 le taux de croissance globale était
calculé en biomasse séche et non pas en nombre de cellules. Des problemes
techniques ont invalidés les comptes cellulaires par conséquent le taux de
croissance globale en nombre de cellules ainsi que le temps de division
cellulaire ne sont pas disponibles. Le temps de division cellulaire aurait permis
de comparer la performance des deux bioréacteurs. En l'absence de ces
résultats le choix d’un bioréacteur a été effectué en se basant sur le transfert
des gaz.

Les cultures IH11 et IH5-1 ont permis de constater que le bioréacteur HRI de
3 L permet un meilleur transfert de gaz que le bioreacteur HRI de 5 L. Dans le
cas de la culture IH5-1 la concentration d’oxygéne dissous était en dessous de
10% a partir de 220h alors que dans le cas de la culture IH11 la concentration
d’'oxygene dissous variait autour de 60% et ceci malgré le probléme de
contrdle survenu lors de cette culture. Aprés ces deux cultures le choix s’est

porté sur le bioréacteur HRI de 3 L pour la suite des travaux.

4.2 Suivi du phosphate intracellulaire

La culture IH12 effectuée dans un bioréacteur de 3L muni d’'une hélice a
ruban hélicoidal simple a servi a raffiner le suivi du PO, intracellulaire. Une

biomasse séche de 18,0 g M.S*L™ et une concentration cellulaire de

12,5*10*° cellules.L™ ont été obtenues a partir d’'un inoculum dont la biomasse

séche était de 2,4 g M.S.L™" et la concentration cellulaire de

0,9*10*° cellules L™ (Figure 4.13). L’arrét de croissance est survenu vers 235h.
Vers 235h la croissance en biomasse séche ainsi gu’en biomasse humide
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avaient atteint un plateau (Figure 4.13). Le taux de croissance globale en
concentration cellulaire était de 0,008 h™ ce qui correspond & un temps de
division de 87 h. Le taux de croissance globale en biomasse seche était de
0.007 h™.
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Figure 4.13: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse seche et densité cellulaire pour la culture IH12
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Le milieu utilisé dans le cas de la culture IH12 était du 1,5*B5. La
concentration en hydrates de carbone était de 33 g.L™' en début de culture et a
été maintenue au dessus de 10g.L™ durant toute la culture (Figure 4.14). Par

conséquent les cellules n’ont pas été limitées en hydrates de carbone.
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Le phosphate est absorbé durant les premieres 24 h qui suivent I'inoculation
et aprés l'ajout de 1.27 mM effectué a 145 h et I'ajout de 1.34 mM effectué a
194 h (Figure 4.14). Malgré les ajouts, la concentration du phosphate dans le
milieu de culture était restée a zéro (Figure 4.14). Le largage du phosphate

par les cellules dans le milieu a débuté vers 283 h de culture.

Pour ce qui est du phosphate intracellulaire, les cellules qui constituaient
l'inoculum n’avaient plus de phosphate en réserve. Pendant les premiéres 24
h de cultures, les cellules ont absorbé le phosphate ce qui a fait augmenter la
concentration du phosphate intracellulaire. Dépassé 24 h, la concentration du
phosphate intracellulaire s’est mise a baisser pour atteindre zéro vers 115h.
La baisse du phosphate intracellulaire est une preuve de son utilisation par les
cellules. Malgré Pajout de phosphate dans le milieu de culture a 145 h, la
concentration du phosphate extracellulaire ainsi que la concentration du
phosphate intracellulaire demeurent a zéro. Ceci montre que les cellules
utilisent rapidement le phosphate aprés l'avoir absorbé. Le deuxieme ajout de
phosphate a été effectué a 194 h. Apres cet ajout la concentration du
phosphate intracellulaire a augmenté de 0 & 0,94 mmol.10® cellules. En
conclusion des ajouts plus fréquents et plus importants de phosphate sont
nécessaires pour éviter que le phosphate extracellulaire et le phosphate
intracellulaire ne soient a zéro au méme temps et éviter des limitations dans le

cas de ce nutriment.

Entre 211 et 235 h 'ammonium était probablement limitant puisque sa
concentration était en dessous de 5 mM (figure 4.15). Ceci pourrait étre a
P'origine de arrét de croissance. A partir de 288 h et jusqu’en fin de culture la
concentration du nitrate est en dessous de 3 mM (figure 4.15).
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Le chlore, le magnésium, le sulfate (figure 4.16), le sodium (figure 4.14), le
calcium, le manganése et le potassium (Figure 4.17) étaient disponibles

durant toute la culture.
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Figure 4.17: courbes de consommation du calcium, du manganése et du

potassium pour la culture IH 12
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4.3 Contrdle manuel du phosphate intracellulaire a 0,5 mmol.10°° cellules

Suite aux résultats obtenus avec la culture IH12 ou il y a eu un suivi du
phosphate intracellulaire, le contréle de celui ci s’avere important. Ceci afin
d’éviter que phosphate intracellulaire ainsi que le phosphate extracellulaire ne
soient a zéro au méme temps et par conséquent éviter une limitation dans le

cas de ce nutriment.

Les cultures IH17 et IH18 ont été effectuées en méme temps avec le méme
inoculum et dans les mémes conditions d’opération. La concentration du PO,
intracellulaire a été contrdlée a 0,5 mmol.10° cellules dans le cas de ces deux

cultures.

Le milieu de culture utilisé pour les cultures IH17 et IH18 est différent de celui
utilisé pour les cultures précédentes. La concentration de glucose a été
baissée & moins de 20 g.L"'. Méme si dans la littérature aucun lien n'a été
établi entre la formation de mousse et la concentration de sucre dans le milieu
de culture, les cultures précédentes ont permis de constater qu’il y a formation
de mousse dés les premiéres heures de culture dans le cas de milieux
contenant une concentration élevée de sucre. Il y a aussi formation de
mousse dans les heures qui suivent un ajout important de ce nutriment. La
concentration de nitrate a été baissée a 10 mM. Selon Sirois (2000), la
consommation de nitrate par les cellules est proportionnelle a sa concentration
dans le milieu de culture. Comme le nitrate représente une des deux sources
d’azote dans le milieu de culture, une grande consommation de nitrate peut

provoquer une diminution dans la consommation d’'ammonium. Il n’est pas
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souhaitable que le nitrate devienne la source principale d’azote pour les
cellules parce que selon Sirois (1997) et Coelho (2000) c’est Fammonium qui

maintient les cellules en division active et les empéche les cellules de grossir.

Pour la culture IH17, une biomasse séche de 16,6 ¢ M.S*L'et une
concentration cellulaire de 7,0*10*° cellules.L™" ont été obtenues a partir d’une
biomasse de 3,6 g M.S*L™ et d'une concentration cellulaire de 0,85 *10*°
cellules.L”! (Figure 4.18). Le taux de croissance globale en concentration
cellulaire était de 0,013 h™" ce qui correspond & un temps de division de 53,3
h. Le taux de croissance globale en biomasse séche était 0.0083 h™. A" partir
de 192 h le nombre de cellules ainsi que la biomasse humide avaient
commencé a baisser. La croissance en biomasse séche avait commencé a
baisser a partir de 216 h.

Pour le glucose, il fallait maintenir la concentration au-dessus de 10 g.L™". Vers
96 h le glucose était a4 9.4 g.L”" (figure 4.19). Malgré un ajout de ce nutriment
le glucose est resté en dessous de 10 g.L ™" jusqu’ & environ 168h heure a
laquelle la concentration du glucose était remontée au-dessus du point de
consigne pour étre & 11.3 g.L"". Le glucose a peut étre été limitant entre 96 et

168 h et par conséquent a l'origine de 'arrét de croissance.
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Figure 4.18: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse séche et densité cellulaire pour la culture IH17

La figure 4.19 montre I'évolution du phosphate extracellulaire et intracellulaire
pour la culture IH17.Comme c’était le cas pour les cultures précédentes, le
phosphate est absorbé rapidement durant les premieres 24 h de culture et
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aprés chaque ajout. Les premiéres 24 h de culture le phosphate intracellulaire
était de 1,4 mmol.10®° cellules. Aprés 24 h de culture le phosphate
intracellulaire s’est mis a baisser pour atteindre une concentration de 0.4
mM.10® cellules. Grace a des ajouts fréquents de phosphate, la concentration
du phosphate intracellulaire a été maintenue a environ 0,5 mmol.10® cellules
entre 48 et 119 h. Vers 168 h la concentration du phosphate intracellulaire a
baissé presque a zéro.
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A partir de 168 h et jusqu'a I'arrét de culture, la concentration du nitrate était

en dessous de 3 mM (Figure 4.20). Ceci pourrait étre a I'origine de l'arrét de
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croissance. Pour ce qui est de 'ammonium (figure 4.20), sa concentration était
de 1.7 mM 24 h aprés le début de culture. Par la suite, des ajouts fréquents de

ce nutriment ont permis de maintenir sa concentration au-dessus de 5 mM.
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Figure 4.20: Courbes de consommation de Fammonium, du nitrate et du

nitrite pour la culture IH17
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Le chlore, le magnésium, le sulfate (figure 4.21) et le calcium (Figure 4.22)
étaient disponibles durant toute la culture. La concentration du potassium était
plus basse comparée a celle des cultures précédentes (Figure 4.22). Elle était
de 14,10 mM en début de culture comparé a une concentration se situant
autour de 30,00 mM lors des cultures précédentes. Le potassium est ajouté
comme contre ion avec le nitrate. Comme la concentration du nitrate a été
baissée pour la culture IH17, il en résulte une baisse de la concentration du

potassium.
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Figure 4.21: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du
sulfate pour la culture IH 17
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Figure 4.22: Courbes de consommation du calcium, du manganeése et du

potassium pour la culture IH 17

Pour la culture IH18, une biomasse séche de 14,5 g M.S.L"' et une

concentration cellulaire de 8,5.10*° cellules.L™" ont été obtenues a partir d’'un
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inoculum dont la biomasse séche était de 3,5 g M.S.L™" et la concentration
cellulaire était de 1,8.10*° cellules.L™* (Figure 4.23). La croissance globale en
concentration cellulaire était de 0,010 h™ ce qui correspond a un temps de
division de 69 h. La croissance globale en biomasse séche était de 0.0066 h™.

Aprés 170 h de culture la concentration cellulaire avait commencé a baisser.
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Figure 4.23: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse séche et densité cellulaire pour la culture IH18

La concentration du glucose était en dessous de 10 g.L™' entre 72 et 192 h
(Figure 4.24). Ceci pourrait étre a l'origine de l'arrét de croissance survenu
apres 168 h de culture.
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Le phosphate est absorbé rapidement durant les premiéres 24 h de culture et
apres chaque ajout de ce nutriment (Figure 4.24). L’inoculum contenait
0,57 mmol phosphate.10” cellules. Avec le phosphate contenu dans le milieu
frais et qui a été absorbé rapidement en début de culture, le phosphate
intracellulaire a augmenté jusqu'a 1 mmol.10”° cellules. Dépassé 48 h, il a
baissé pour se stabiliser a environ 0,5 mmol.10°° cellules. Entre 72 et 120 h, le
phosphate intracellulaire a ét¢é maintenu & environ 0,5 mmol.10® cellules
grace a des ajouts fréquents de ce nutriment. Vers 168 h et jusqu’en fin de

culture, le phosphate intracellulaire était a zéro.
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La concentration du nitrate était en dessous de 3 mM a partir de 120h jusqu’a
larrét de la culture (Figure 4.25). Malgré les ajouts quotidiens du nitrate, ce
nutriment est resté en dessous du point de consigne qui est de 3 mM. Ceci
pourrait étre a I'origine de l'arrét de croissance qui s’est produit vers 168h. La
concentration de 'ammonium était en dessous de 5 mM a partir de 24 h
jusqu’a environ 72 h de culture (Figure 4.25). Ceci pourrait étre aussi la cause

de l'arrét de croissance cellulaire.
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Figure 4.25: Courbes de consommation de F'ammonium, du nitrate et du

nitrite pour la culture IH18
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Le chlore, le magnésium, le sulfate (figure 4.26) et le calcium (figure 4.27)

étaient présents dans le milieu durant toute la culture.
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Figure 4.26: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du

sulfate pour la culture IH 18
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Comme pour la culture IH17 la concentration du potassium pour la culture
IH18 était plus basse comparée a celle des cultures précédentes (Figure
4.27). Le potassium est ajouté comme contre ion avec le nitrate. Baisser la
concentration du nitrate dans le cas de la culture IH17 et IH 18 a eu pour

résultat une baisse de la concentration du potassium.
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4.4 Contréle manuel du phosphate intracellulaire 2 1 mmol.10° cellules

Les cultures IH24 et IH25 ont été effectuées en méme temps et avec les
mémes conditions d’'opération. Le milieu de culture utilisé pour ces deux
cultures est le méme que celui utilisé pour les cultures IH17 et IH18. Pour les
cultures 1H24 et IH25 les ajouts de nutriments ont été effectués en se basant
sur les mesures de la concentration des nutriments dans le milieu de culture.
Aprés chaque mesure par HPLC des ajouts étaient effectués au besoin pour
maintenir le glucose a 10g.L™, le nitrate & 3 mM, Fammonium a 5 mM et le
phosphate intracellulaire & 1 mmol.10® cellules. La concentration des autres
nutriments tel que le magnésium, le sulfate, le chlore, etc était maintenue au-

dessus de 0 mM.

Pour la culture IH24, une biomasse séche de 10,1 ¢ M.S.L" et une
concentration cellulaire de 8,5.10*° cellules.L™" ont été obtenues a partir d’'un
inoculum dont la biomasse séche était de 4,1 g M.S.L™ et la concentration
cellulaire était de 0,90.10*°cellules.L™ (Figure 4.28). Le taux de croissance
globale en concentration cellulaire était de 0,0090 h™ ce qui représente un
temps de division de 77 h. Le taux de croissance globale en biomasse séche
était de 0,0045 h™'. La croissance en biomasse séche et la croissance en
biomasse humide avaient atteint un plateau a partir de 216 h quant au nombre
de cellules, il a commencé a baisser aprés 264 h de culture.
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Figure 4.28: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse seche et densité cellulaire pour la culture IH24

La concentration du glucose a été maintenue au dessus de 10 g.L™ sauf en fin
de culture & 264 h, oU la concentration a baissé a 4g.L™" (Figure 4.29). Ceci
pourrait étre a l'origine de la baisse du nombre de cellules qui est survenu en

méme temps.
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Figure 4.29: Courbes de consommation du glucose, du sodium et du

phosphate pour la culture IH24
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La figure 4.29 montre I'évolution du phosphate extracellulaire et intracellulaire
pour la culture IH24. Le phosphate est absorbé rapidement durant les
premieres 24h de culture. Cependant, la concentration du phosphate dans le
milieu n’est pas toujours a zéro comme c’était le cas avec les cultures
précédentes. En effet une partie du phosphate demeure dans le milieu de
culture 48h aprés un ajout important de ce nutriment comme c'est le cas a

144h ou un ajout de 4,14 mM a été effectué.

Sakano et al (1995) ont remarqué que dans certaines conditions le phosphate
n’est pas entierement absorbé par les cellules et qu’une partie demeure dans
le milieu de culture. En effet ils ont constaté que le phosphate est absorbé
jusqu'a épuisement par les cellules appartenant a I'espéce Catharanthus
roseus cultivées a une concentration cellulaire initiale de 4.10*°cellules.ml’’
dans du milieu MS contenant des concentrations initiales en phosphate de
1.25 mM et 2.5 mM. Cependant une partie du phosphate demeure dans le
milieu de culture lorsque ces cellules sont cultivées dans les mémes
conditions mais a des concentrations initiales en phosphate de 5 mM et
10 mM.

Les deux sources d’'azote, le nitrate ainsi que 'ammonium étaient maintenues
au-dessus du point de consigne tout le long de la culture (Figure 4.30).
L’alimentation de 'ammonium a P'aide d’'une pompe a permis de respecter le

point de consigne dans le cas de ce nutriment.

La concentration du sulfate et celle du magnésium ont été augmentées a

3 mM dans le milieu de culture (figure 4.31). Ceci a été effectué comme
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mesure préventive pour éviter 'épuisement de ces deux nutriments. Le
sodium (figure 4.29), le chlore (figure 4.31) et le calcium (figure 4.32) étaient
disponibles durant toute la culture. La concentration du potassium (figure 4.32)
était plus basse comparée aux cultures IH11 et IH5-1. Elle variait autour de
15 mM.
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nitrite pour la culture IH 24
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Figure 4.31: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du
sulfate pour la culture IH 24
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Figure 4.32: Courbes de consommation du calcium, du manganése et du

potassium pour la culture IH 24
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Pour la culture |H25, une biomasse séche de 19,3 g M.S.L" et une
concentration cellulaire de 7,2.10*° cellules.L™* ont été obtenues a partir d’un
inoculum dont la biomasse était de 3,9 g M.S.L™" et la concentration cellulaire
était de 1,2.10*%cellules.L™ (Figure 4.33). Le taux de croissance globale en
concentration cellulaire était de 0,007 h™' ce qui représente un temps de
division de 99 h. Le taux de croissance globale en biomasse seche était de
0.046 h™.
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Figure 4.33: Courbes de croissance, évolution du rapport masse
humide/masse séche et densité cellulaire pour la culture IH25

La concentration du glucose a été en dessous du point de consigne vers 48,

120 et 264 h (4.34). Ceci pourrait étre a l'origine de l'arrét de croissance

cellulaire.
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Figure 4.34: Courbes de consommation du glucose, du sodium et du

phosphate pour la culture IH25
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La figure 4.34 montre I'évolution du phosphate extracellulaire et intracellulaire

pour la culture IH25. Le phosphate est absorbé rapidement durant les

premiéres 24 h de culture. La concentration de ce nutriment demeure a zéro
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jusqu’a 96 h. A" 120 h, la concentration du PO, dans le milieu de culture était a
1,71 mM. Ceci s’est produit aprés un ajout de 5,7mM de PO, effectué a 96h.
Cet ajout est important comparé aux ajouts effectués lors des cultures

précédentes.

Pour la culture IH-25, F'ammonium était en dessous du point de consigne entre
96 et 144h (figure 4.35). En effet de 96h jusqu’a 144h, la concentration de
Fammonium variait entre OmM et 1.84mM. Pour ce qui est du nitrate, sa
concentration était en dessous de 3 mM a partir de 96 h jusqu’en fin de culture
(Figure 4.35). Les deux sources d’azote pourraient étre a l'origine de larrét de

croissance.

Le chlore, le magnésium, le sulfate (figure 4.36) ainsi que le calcium (figure
4.37) étaient disponibles durant toute la culture. La concentration du
potassium était plus basse comparée aux cultures précédentes (figure 4.37).
Ceci est normal puisque le potassium est ajouté comme contre ion avec le

nitrate et que la concentration du nitrate a été baissée pour cette culture.



25 1.00
- = —m— NH - =
i — T
20 / —®—NH, {075 *
. E]
— 15 -
= \ 3
E i N a8 050 s
- g o o ] S,
Z 5 A . s - 025 g
‘{ s oo
& /.><' a
0 Y T Y Hl T T T T T T (0)(0)2 L”/
9 \.\ —I—NO3 1 %
J . _._NOSI - 0.05%
S 61 & - 004 3
£ ] (=]
e ] ¢ 008 &
— A ol
[10]
] .\./.\.Z./ n - 002 =
@ /l . I}
0 ] T T T T .'l_.l T T T T T T T 001 ‘q”
0.025 -
—m— . pd
. i [ | NO2 5
= 00204 e— _ o
T ) e No2| 0.6 5
o 0.015 - | g
= ’ =
0.010 403 o
- O‘D
0.005 . o)
- =
0.000 -¢—4—84———8—$——— 8- —8—T-8——0—{ 00 &
0 50 100 150 200 250 300

97

Figure 4.35: Courbes de consommation de 'ammonium, du nitrate et du

nitrite pour la culture IH 25
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Figure 4.36: Courbes de consommation du chlore, du magnésium et du

sulfate pour la culture IH 25
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Figure 4.37: courbes de consommation du calcium, du manganése et du

potassium pour la culture IH 25
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CHAPITRES : DISCUSSION SYNTHESE

Ce projet de recherche a permis de constater qu'’il était possible de suivre et
de contréler manuellement le phosphate intracellulaire pour le maintenir a des
niveaux fixes. Le phosphate intracellulaire a été contrélé manuellement a
0.5 mmol.10®° cellules lors des cultures IH17 et IH18 et & 1.0 mmol.10°

cellules lors des cultures IH24 et IH25.

Il était plus facile de contrdler manuellement le phosphate intracellulaire a
1 mmol.10® cellules que de le contrdler manuellement & 0.5 mmol.10°
cellules. Le phosphate intracellulaire a été maintenu & 1 mmol.10® cellules sur
toute la durée des cultures IH24 et IH25. Il a été maintenu & 0.5 mmol.107°
cellules pendant environ 71 h dans le cas de la culture IH17 et pendant
environ 120 h dans le cas de la culture IH18.

En utilisant la technique du RMN, Gmati (2005) a mesuré le phosphate
intracellulaire contenu dans la vacuole et le cytoplasme des cellules
Eschscholtzia californica cultivées en flacons dans du milieu B5. Les valeurs

obtenues par Gmati variaient entre 0.015 et 0.22 mmol/g M.S.

Calculé sur une base de biomasse seche le phosphate intracellulaire variait
entre 0.014 et 0.35 mmol/g M.S pour la culture IH 17, entre 0.016 et 0.37
mmol/g M.S pour la culture IH 18. Pour les cultures IH 24 et IH 25, il variait
entre 0.17 et 0.81 mmol/g M.S, 0.33 et 0.69 mmol/g M.S respectivement. Ses

valeurs sont en générale supérieures a celles obtenus par Gmati (2005).
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La différence entre les concentrations de phosphate intracellulaire obtenu
dans le cadre de ce projet de recherche et les valeurs obtenues par Gmati
(2005) peut s’expliquer par la différence des techniques de mesure. Les
méthodes de mesure de phosphate impliquant une extraction mécanique
comme c’est le cas dans ce projet ont tendance a surestimer le niveau de
phosphate dans les cellules. Lors de l'extraction, du phosphate d’origine

organique peut étre relaché sous l'action d’enzymes (Mimura, 1999).

De plus a cause des ajouts, le milieu des cultures IH17, 18, 24 et 25 était plus
riche en phosphate que le milieu B5 standard. Par conséquent les cellules
avaient consommé plus de phosphate que les cellules cultivées en flacons

dans du milieu B5 standard.

Contrairement a Coelho (2000) et a Sirois (1997) qui ont obtenu une
concentration cellulaire de 20,0.10"%¢.L" lors de cultures optimales avec
l'espéce Eschscholtzia californica, la plus haute concentration cellulaire
obtenue dans le cadre de ce projet de recherche était de 12,5.10*°¢.L™". Cette
concentration cellulaire a été obtenue lors de la culture IH12 pendant laquelle
il y a eu un suivi du phosphate intracellulaire. Dans le cas des cultures IH17 et
IH18 pendant lesquelles le phosphate intracellulaire a été contrélé a 0,5
mmol.10*°¢, la concentration cellulaire maximale était de 7,0.10*%¢.L™" et de
8,5.10%¢.L" respectivement. Quant aux cultures IH24 et IH25 pendant
lesquelles le phosphate intracellulaire a été controlé & 1,0 mmol.10*%¢, la
concentration cellulaire maximale était de 8,5.10*%¢.L™" et 7,2.10%%¢.L™".
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L’impossibilité de maintenir certains nutriments tels le glucose, Fammonium et
le nitrate aux concentrations fixées par Sirois (1997) tout le long des cultures a
probablement eu un effet négatif sur la croissance cellulaire et a empéché
d’atteindre de hautes concentrations cellulaires.

Pour contréler le phosphate intracellulaire @ 1 mmol.10"%¢, il a fallu des ajouts
fréquents et importants de phosphate. Dans ces conditions le phosphate

aurait pu étre toxique et inhibé la croissance cellulaire.

Sakano et al (1995) ont montré I'effet toxique que peut avoir le phosphate sur
les cellules. lis ont constaté que des cellules appartenant a lespéce
Catharanthus roseus cultivées dans du milieu MS contenant une
concentration initiale en phosphate de 5mM accumulaient le phosphate
jusqu'a une concentration maximale de 105 pmol g'M.H. Plus de la moitie des
cellules cultivées dans ces conditions mourraient avant le deuxiéme jour de
culture. Par microscope, ils ont observé que les cellules doublaient de volume
et perdaient les granules d’amidon contenus dans le cytoplasme. De plus
beaucoup de débris cellulaire étaient observés dans le milieu de culture. Ces
débris étaient causés par la rupture des cellules. L’inhibition de la croissance
cellulaire est expliquée par une absorption excessive du phosphate due a un
manque apparent de contrble du processus d’absorption par les cellules.
Durant I'évolution les plantes n'ont pas été dans des milieux aussi riches en
phosphate et n'ont donc pas développé un systeme de controle pour

Pabsorption du phosphate.
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CHAPITREG6 : CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

L’objectif principal de ce projet de recherche est le suivi et le contrdle du
phosphate intracellulaire dans le but d’obtenir des cultures a haute densité

cellulaire, les objectifs qui découlent de cet objectif principal sont :

Le suivi du phosphate intracellulaire lors de cultures effectuées en

bioréacteurs en mode cuvé alimentée.

Le contrdle manuel du phosphate intracellulaire & 0,5 mmol.10™® cellules et a

1 mmol.10°° cellules.

La culture IH12 a permis d’affiner le suivi du phosphate intracellulaire et de

constater I'importance du contrdle de celui-ci.

Pour les cultures IH17 et IH18 le phosphate intracellulaire a été controlé
manuellement a 0,5 mmol.10”° cellules. Pour les cultures 1H24 et IH25 le
phosphate intracellulaire a été contrdlé 8 1 mmol.10® cellules. Il a été plus
facile de contréler le phosphate intracellulaire & 1 mmol.10® cellules que de le
contrdler & 0.5 mmol.10? cellules. En effet le phosphate intracellulaire a été
contrdlé a 1 mmol.10? cellules sur toute la durée des cultures IH 24 et IH 25
alors qu'il a été controlé & 0.5 mmol.10™ cellules pendant une courte durée
des cultures IH17 et IH18.



104

La plus haute concentration cellulaire obtenue dans le cadre de ce projet de
recherche était de 12,5.10%¢.L™". Certaines limitations nutritionnelles ainsi que
les ajouts fréquents et importants de phosphate peuvent expliquer
limpossibilité d’atteindre des concentrations cellulaires aussi élevées que
celles obtenues par Sirois (1997) et Coelho (200).

Les limitations nutritionnelles ont probablement eu un effet négatif sur la
croissance et ont affecté le métabolisme cellulaire. Par conséquent, il est
difficile de tirer des conclusions claires et précises sur I'effet du phosphate sur
le métabolisme des cellules

Il serait intéressant d’étudier le profil de consommation du phosphate lorsque
ce dernier est contr6lé manuellement a des concentrations intracellulaires

situées entre 0.5 mmol.10° cellules et 1 mmol.107° cellules.

Les effets du contréle manuel du phosphate intracellulaire a différentes
concentrations sur la croissance des cellules Eschscholtzia californica et la
production de sanguinarine pourraient étre investigués dans le cadre d’'un

autre projet de recherche.

Pour la mesure du phosphate intracellulaire, la technique utilisée était
lextraction mécanique. Il existe d’autres techniques telles que la résonnasse
magnétique nucléaire, les rayons X. Chaque technique a des limitations, il est
donc préférable d'utiliser plusieurs techniques a la fois pour avoir une
estimation plus juste du phosphate intracellulaire.
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ANNEXES

Annexe.1 Solutions pour les comptes cellulaires

Solution enzymatique

Dissoudre 175 mg de cellulase (6,3 unités enzymatiques par mg, Sigma) et
230 mg d’hémicellulase (0,013 unités enzymatiques par mg, Sigma) dans 100
ml de tampon citrate. Ajouter 1,1 ml de pectinase (445 unités enzymatiques

par ml, Sigma)

Solution de carbol fuschine

Solution A : Dissoudre 3g de Fuschine basique dans 100 ml d’éthanol 70%
Solution B : Ajouter 10 ml de la solution A a 90 ml d’une solution de phénol a
5%

Mélanger 45 ml de la solution B avec 6 ml d’acide acétique glaciale et 6 ml de
formaldéhyde a 37%.

Conserver cette solution a 40C dans un contenant en verre foncé.
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Macronutriments Mg.L™ mM
KNO3 250 25
CaCl,.2H,0 150 1,0
MgS0..7H20 834 3.34
(NH4)2S0,4 134 1,0
NaH,PO,4.2H,0O 150 1,1
Micronutriments uM
Kl 0,75 4,5
H3BO3 3,0 50
MnSO4.H20 10 60
ZnSO4.H20 2,0 7,0
NagMoO4.2HgO 0,25 1 ,O
CuS0,.5H,0 0,025 0,1
CoCl,.6H,0 0,025 0,1
EDTA-Ferrique 43,0 100
Vitamines -
Myo-Inositol 100 -
Acide nicotique 1,0 -
Pyridoxine HCI 1,0 -
Thiamine HCI 10,0 -
Hormones -
Kinétine 0,33 -
Acide2-4 dichlorophénoxyacétique 0,66 -
pH 5,5 -

Référence : Wetter, L.R. & Contabel, F. (1982) Plant tsissue culture methods,

2 nd edition, NRCC.

En plus du milieu de culture, quatre solutions d’ajouts étaient préparées. Ces

solutions sont :

Glucose : 300g/L
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KNO; : 800 mM

Ammonium citrate : 250 mM

KH,PO4: 114 mM

Dans le cas des cultures IH11, IH12 et IH5-1, les solutions d’ajouts étaient
préparées dans I'eau déminéralisée.

Pour les cultures IH17, IH18, IH24 et IH25, les solutions d'ajouts étaient

préparées dans la solution du tableau A.2.2
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Annexe.2.2 Composition du milieu d’ajouts

Tableau A.2 -Solution de nutriments utilisée pour préparer les solution d’ajouts

pour les cultures

Macronutriments Mg.L™” mM
MgS0O,4.7H,0 834 3.34
Micronutriments MM
Kl 0,75 4,5
H3BO; 30 50
MnSO,.H,0 10 60
ZnS04.H,0 2,0 7,0
Na;Mo0Q,4.2H,0 0,25 1,0
CuS0,4.5H,0 0,025 0,1
CoCl,.6H,0 0,025 0,1
EDTA-Ferrique 43,0 100
Vitamines -
Myo-Inositol 100 -
Acide nicotique 1,0 -
Pyridoxine HCI 1,0 -
Thiamine HCI 10,0 -
Hormones -
Kinétine 0,33 -
Acide2-4 dichlorophénoxyacétique 0,66 -
pH 55 -

Référence : Wetter, L.R. & Contabel, F.

2 nd edition, NRCC.

(1982) Plant tissue culture methods,
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Annexe.2.3 Composition du milieu Murashige-Skooge

Tableau A.3- Composition du milieu Murashige-Skooge

Macronutriments Mg.L"’ mM
NHsNO3 1650 20,6
KNO; 1900 18,8
CaCI2.2H20 440 3,0
MgS0O,4.7H20 370 1,5
KH.PO, 170 1,2
Micronutriments uM
Kl 0,83 5
HsBO3 6,2 100
MnSO4.H20 22,3 100
ZnS04.H0 8,6 30
Na2M004.2H20 0,25 1 ,0
CuS04.5H,0 0,025 0,1
COC|2.6HQO 0,025 0,1
EDTA-Ferrique 43,0 100
Vitamines -
Myo-Inositol 100 -
Acide nicotique 0,5 -
Pyridoxine HCI 0,5 -
Thiamine HCI 0,1 -
Hormones -
Kinétine 0,1 -
Acide2-4 dichlorophénoxyacétique 0,2 -
Sucrose 30 g/L -
pH 5,5 -

Référence : Wetter, L.R. &Constabel, F.

2" Edition, NRCC

(1982) Plant tissue culture methods,
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Annexe.3 Résultats des cultures en bioréacteurs

A.3.1 Culture IH12
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Figure A.6 : Taux de respiration et coefficient de transfert d’oxygéne pour la

culture IH12



A.3.2 Culture IH17
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Figure A.9 : Taux de respiration et coefficient de transfert d’oxygéne pour la

culture IH17
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A.3.3 Culture IH18
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Figure A.12 Taux de respiration et coefficient de transfert d’'oxygéne pour la

culture IH18
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A.3.6 Culture IH24
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Figure A.15— Taux de respiration et coefficient de transfert d’'oxygéne

pour la culture IH24



A.3.7 Culture IH25
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Figure A.18 : Taux de respiration et coefficient de transfert d’'oxygéne

pour la culture IH25



Annexe.4. Ajouts

Tableau A.4.1 Ajouts effectués pendant la culture IH11

GLUCOSE NaH,PO, (NH,),CITRATE KNO;
TEMPS (H) (G) (MMOL) (MMOL) (MMOL)
46 1.00
70 3.80
96 6.00 4.33
120 3.50
144 1.50
146 3.00
149 15.00
150 1.28
168 1.13
170 6.00
172 9.00 3.00
174 2.50
192 6.00
195 2.88
198 12.00 2.28 2.50
216 4.00
222 12.00 4.50 28.00
240 2.50
243 9.00 3.75 36.00
264 9.00 1.60
253 15.00 5.00 48.00
288 13.50 5.00 48.00
301 3.75
315 15.00 2.00 64.00
324 5.00
325 1.70
340 18.90 3.75 60.00
360 3.00 2.70 60.00
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Tableau A.4.2 Ajouts effectués pendant la culture IH5-1

TEMPS | GLUCOSE NaH,PO, (NH,),CITRATE KNO;
H) (G) (MMOL) (MMOL) (MMOL)
46 2.38
70 9.40
96 39.00 12.50
120 8.75
144 2.50
149 18.00 11.25
150 3.38
168 3.38
170 1.50
172 4.50 4.50
174 1.25
192 6.00
195 6.00
198 18.00 3.42 2.50
216 4.75
219 25.50 12.50 8.00
240 36.00 5.50
243 9.00 10.00 24.00
264 4.75
267 36.00 10.00 32.00
288 24.00 15.00 48.00
300 10.00
301 7.50
315 24.00 8.00 36.00
324 12.50
325 7.75
340 12.00 7.75 48.00
360 7.50
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Tableau A.4.3 Ajouts effectués pendant la culture 1H12
TEMPS (H) GLUCOSE (G) NaH2PO, (MMOL) (NH4),CITRATE (MMOL) KNO; (MMOL)
21 2.30
45 3.15
49 3.15
80 3.00
96 5.00
116 2.85
122 6.00 1.50
129 2.70
145 1.27
139 2.55
144 6.00
188 13.50 1.60
194 1.34 1.25
213 15.00 5.85
235 22.50 2.50 4.00
237 4.50
244 6.25
258 30.00 5.00 12.00
284 1.40
287 20.00
289 3.75
309 240
313 23.40 3.00
333 1.40
337 23.40 2.25 16.00
354 1.30

A 287 h ajout de 177 mi de milieu 1,5*B5 pour augmenter le volume du milieu

dans le bioréacteur.



Tableau A.4.4 Ajouts effectués pendant la culture IH17
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TEMPS | GLUCOSE NaH,PO4 (NH,),CITRATE | KNO; MgSO4
(H) (G) (MMOL) (MM/) (MMOL) | (MMOL)
24 4.50 13.00 1.00
48 10.50 26.00
72 9.00 3.65 24.00 8.00
96 16.73
100 12.00 0.00 8.00
120 43.50 16.27 24.00
170 24.00 6.84 8.00 16.00
192 12.00 8.61 16.00
216 12.00 1.94 0.00 24.00 1.00

Tableau A.4.5 Ajouts effectués pendant la culture IH18

TEMPS [ GLUCOSE NAH,PO, (NH,),CITRATE | KNO; MgSO,
H) (G) (MMOL) (MM/T) (MMOL) | (MMOL)
24 3.00 2.28 13.00 1.00
48 10.50 17.43

72 18.00 21.00 8.00
96 18.00 5.70 20.91 12.00
120 45.00 19.96 34.40
170 24.00 17.10 13.00 24.00
192 21.00 13.62 24.00
216 24.00 0.00 36.00 2.00




Tableau A.4.6 Ajouts effectués pendant la culture IH24

TEMPS | GLUCOSE | NaH,PO, | (NH,),CITRATE KNO; MgSO, | CaCl,
(H) (G) (MMOL) (MM/]) (MMOL) | (MMOL) | (MMOL)
17 5.45 2.00
41 13.20 2.00 6.67 8.00
89 7.40 1.87 6.67 3.00
113 11.10 6.67 13.00
144 8.50 4.14 6.67 10.00
161 6.67 10.00
185 - 9.00 0.00 10.00 1.00
209 12.00 13.00 22.00
257 0.00 11.00
Tableau A.4.7 Ajouts effectués pendant la culture 1H25
TEMPS | GLUCOSE | NaH,PO, | (NH,),CITRATE KNO; MgSO, | CaCl,
(H) (G) (MMOL) (MM/J) (MMOL) | (MMOL) | (MMOL)
17 3.49 2.00
41 28.20 4.00 7.51 8.00
96 12.00 5.70 13.31 12.00 2.00
113 30.00 7.00 19.10 20.00 1.00
137 28.00 20.00 20.00
161 25.00
185 9.50 0.00 18.00 1.00
209 26.60 4.00 28.00
257 0.00 12.00
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