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RESUME
La production a grande échelle d’engrais naturels s’impose aujourd hui comme une
nécessité de protection de I'environnement. Les racines de plantes transtormées sont
utilisées & plusieurs fins dans les cultures en bioréacteurs dont la production de
métabolites secondaires. extraits de plantes a forte valeur ajoutée. et comme hote
végétal pour les champignons endomycorhiziens. reconnus pour servir dengrais

naturel.

L aspect des conditions de culture des racines de plantes dans un bioréacteur est
abondamment documenté de méme que le design des bioréacteurs. Cependant. peu
d"études se sont intéressées a |"hydrodynamique du bioréacteur et aucune recherche ne
s'est encore arrétée au cas du bioréacteur ruisselant (ou d percolation). avec garnissages
comme support de culture. Le présent travail souhaite contribuer au développement des
connaissances dans ce domaine par une recherche centrée sur le bioréacteur a
garnissages utilisé pour la culture des racines transformées. Les principaux axes de la
recherche sont : I'identification d’un systéme modéle capable de remplacer les racines
de carotte. I'identification du gamissage idéal comme support de culture. la
caractérisation du développement spatial des racines en croissance. et |'étude de

I'hydrodynamique du bioréacteur.
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Pour débuter la recherche, on a tout d’abord identifié un modéle non vivant, ayant les
mémes caractéristiques qu’un lit de racines de carotte, dans le but de les remplacer par
un matériau plus facile a utiliser pour I’expérimentation. En effet, le maintien de la
stérilité en bioréacteur est délicat tout comme la croissance des cultures. Le systéme
modéle non vivant permet donc de concentrer les efforts sur les essais
hydrodynamiques. Le matériau le plus efficace pour remplacer le lit de racines de
carotte s’est avéré la corde de jute coupée en bouts de 8 a 10 cm, séparés en leurs trois

brins et fagonnés en petites boules pour former un lit d’une densité de 0,16 g~mL"'.

Quant au choix du garnissage, c’est le Tri pack de 2” qui s’est montré le plus
performant. En effet, il permet aux racines un bon accrochage, une distribution
satisfaisante dans le bioréacteur ainsi qu’un degré de remplissage élevé du garnissage.
[l a donc servi de base aux cultures et permis de mettre en évidence I'importance de la
qualité de I’inoculation comme facteur déterminant pour favoriser I'accrochage et la
distribution des racines. De plus, il a été observé que de petits inocula, bien répartis

dans le bioréacteur, favorisent le développement d’un lit plus uniforme et moins dense.

L’étude de la distribution spatiale des racines sur les garnissages tout au long de leur
croissance a également fait I’objet d’une attention particuliére. Deux expériences ont
révélé la méme tendance : les racines utilisent d’abord tout I’espace latéral disponible,

puis le lit se densifie. Durant la premiére phase du développement latéral, les racines



poussent légerement vers le bas mais, dés le début de la densification, le lit ne s’épaissit

plus que vers [e haut ou les nutriments frais se retrouvent en plus grande abondance.

Une part importante de 1a recherche a été consacrée a I’étude de I'hydrodynamique des
systemes (c’est-a-dire a I'étude du temps de séjour. du nombre de Péclet et du temps de
mélange)  partir des courbes expérimentales de distribution des temps de séjour (DTS)
des cultures de racines et du modéle non vivant. L’analyse des résuitats a montré que
I'hydrodynamique de ces systémes suit le modele des deux réacteurs parfaitement
agités (CSTR) en série de volumes ditférents. De plus. I'élaboration d’une méthode de
déconvolution des courbes de distribution des temps de séjour a permis de dissocier

I"etfet des parois du réacteur de I'etfet du lit. pour une partie des courbes étudiées.

Un autre aspect de I"analyse a porté sur les courbes de DTS « échelon ». Cette étude a
montré que. une fois dérivées. elles suivent la tendance des courbes de DTS
« injection » pour des conditions de culture identiques. Ceci confirme la validité des
méthodes expérimentales qui utilisent !’injection de traceur pour l'obtention des

courbes de DTS.

Un autre élément important de 1a recherche est I'analyse du nombre de Péclet (Pe). Il a
été calculé a partir des paramétres T, et T du modéle des deux CSTR en série de
volumes différents. Pour le syst¢éme modéle, de méme que pour le lit de racines et le lit

de racines sur garnissages, le Pe calculé est plus petit que 10, ce qui indique un écart



important par rapport a I"écoulement piston. Par ailleurs, 'analyse du nombre de Péclet
en fonction du temps de résidence a révélé que la tendance d’évolution est similaire

quelque soit le systéme étudié.

Quant au temps de mélange dans le bioréacteur. il a été mesuré a partir des courbes de
DTS non déconvoluées. Pour le systtme modeéle. la corrélation entre le temps de
mélange et le temps de résidence (volume/débit) donne : temps de mélange =
9.3(V/Q)*®. De plus. il a été observé que le mode d alimentation par atomisation est
plus efficace au niveau du mélange que le mode du goutte a goutte aléatoire. Par
ailleurs. la comparaison des temps de mélange du systéme modéle non vivant et du lit
de racines sans garnissage a montré de grands écarts entre les deux systémes. Tandis
que le temps de mélange du bioréacteur a garnissages s’est avéré deux fois plus court

que celui du systéme modéle non vivant.

L étude du transfert d oxygéne n’a pas été complétée. En effet. il a été impossible avec
le modéle développé d’obtenir des coefficients de transfert d’oxygéne. Des suggestions
quant aux modifications a apporter au modéle et a I’alimentation gazeuse du bioréacteur

ont été faites.
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ABSTRACT

Genetically transformed plant roots to produce only roots are used in many ways in
bioreactor cultures. The production of secondary metabolites - plant extracts of high
value - is well documented in the litterature. However. the large scale production of

endomycorhized fungus in obligatory symbiosis with plant roots is a field less explored.

The culture conditions for plant roots production in a bioreactor and the study of
different bioreactor design are also well documented. But very few studies have
explored the hydrodynamics of such bioreactors and none have considered the use of
packed trickle bed bioreactor. The work reported here has the goal of improving the
knowledge in this field by contributing to the development of a packed bed bioreactor
tor transtormed roots culture. The main research trusts are the identification of a model
to replace carrot roots. the identification of a packing as culture support. the
characterization of the spacial development of roots while these are growing on the

packing. and the study of the bioreactor hydrodynamics.

As a first step, we have searched for a non living model with the same characteristics as
a bed of roots in order to replace the roots during the numerous experiments. The tasks
of upholding sterility and maintaining culture growth are delicate and demanding, and
using a non living model enables to better focus on the hydrodynamic experiments. The

material which presents the most similarities with a bed of carrot roots is jute rope, cut
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in pieces of 8 to 10 cm. separated in their three strands. and rolled in small balls to

make a bed of 0.16 g-L"' density.

Two inches Tri puck was the packing chosen as the best culture support. [t offers a
good grip. a good distribution of the ronts in the bioreactor and a good filling of each
packing by the roots. The quality of inoculation is very important to facilitate gripping
of the roots and good distribution of roots in the bioreactor. Distributing small inocula

evenly in the bioreactor results in a more uniformed and less dense bed.

Spacial distribution of roots during their growth on the packing has also been studied.
Two experiments have demonstrated a common tendency : the roots use all lateral
space before densification of the bed. During the first step of lateral development, the
roots grow a bit downward but. as soon as densification begins. the bed thickens only

upwards where fresh nutriments are abundant.

Study of hydrodynamic curves of both the non living model and the root bed has
revealed that the hydrodynamics follow the model of two perfectly mixed bioreactors of
different volumes in series. A deconvolution method has been developped for the

residence time distribution curves in order to dissociate the wall effect from the bed.
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Step function RTD curves. once derived. follow the same tendency as the injection
RTD curves for identical culture conditions. This validates the experimental method of

tracer injection to obtain RTD curves.

The Peclet number was calculated from parameters T; et T; of the model of two CSTR
of different volumes in series. For the non living model. the root bed and the root bed
with packings. it is less than 10. which means a great deviation trom plug flow. The

variation of Pe as a function of residence time is similar. whatever system is studied.

Mixing time in the bioreactor is measured trom the non deconvoluted RTD curves. For
the non living model. a correlation between mixing time and residence time
(volume/flow rate) has been established : mixing time = Q.S(V,’Q)U'(’S. It was also
observed that the feeding by atomization is more effective than the aleatory drop-by-
drop method. Comparing the non living model mixing times with the roots bed ones.
we see a large deviation. For the roots bed with packing, mixing times are around half

of the non living model mixing times.

The study of oxygen transter hasnt been completed. Obtaining oxygen transfer
coefficient with the model developed was impossible. Changes on the bioreactor and

the model have been suggested.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

La polémique entourant la détérioration des riviéres causée par les rejets de phosphates
provenant des engrais agricoles a fait naitre la nécessité de développer de nouveaux
types d’engrais moins dommageables pour I’environnement. Cette polémique a suscité
un intérét grandissant dans les milieux scientifiques pour la recherche sur les
champignons microscopiques « endomycorhizes » qui vivent en symbiose avec les
racines des plantes et qui agissent comme un engrais vivant naturel. En effet, ces
champignons aident les plantes a retirer les nutriments du sol et, en retour, celles-ci les
alimentent en carbone qu’ils sont incapables de puiser eux-mémes dans le sol. Ce petit
organisme a fait ’objet de nombreuses études ces derniéres années qui ont permis le
développement des méthodes de culture en pot. Toutefois, le début de Ila
commercialisation des endomycorhizes a rapidement fait naitre le besoin de rentabiliser
le procédé a grande échelle. C’est ainsi que sont apparues les premiéres études sur la

culture d’endomycorhizes en bioréacteur.

Par ailleurs, les champignons endomycorhiziens étant des symbiotes obligatoires, il
était essentiel qu’ils soient cultivés en présence de racines de plantes. C’est I’utilisation
de racines de plantes génétiquement transformées pour ne former que des racines qui a
permis de contourner cet obstacle. On connait bien aujourd’hui les conditions de
culture des champignons qui assurent de trés bons taux de croissance. En bioréacteur, la

principale difficulté des cuitures d’endomycorhizes est d’obtenir une bonne croissance
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des champignons et des racines tout en tenant compte de la fragilité de la structure des

tissus et du lien symbiotique.

La littérature regorge d'informations sur les racines transformées et leurs produits a
cause de la demande pressante de I'industrie. En effet. les racines transtormées sont
abondamment utilisées pour [a production de métabolites secondaires. Ces métabolites
a forte valeur ajoutée sont la plupart du temps produits a partir de cultures de cellules de
plantes indifférenciées (Verpoorte e uf.. 1993). Il semble que dans certains cas on
parvienne a une meilleure productivité avec des cultures de racines de plantes a cause

de leur plus grande stabilité (Flores ef «f.. 1987 Rhodes et al.. 1987: Toivonen. 1992).

De nombreuses recherches ont été réalisées a ce jour sur les procédés de culture de
racines dans le but d’améliorer la productivité et la densité des cultures. On a étudié,
entre autres. les différents types de réacteurs. les méthodes d aération et les fagons
d"alimenter le milieu de culture. Les résultats sont encourageants en ce qui concerne la
la densité des cultures. Cependant. il reste encore du chemin a parcourir. car le
probléme de la mise a I'échelle des procédés n'est pas entiérement résolu. En effet, la
plupart des procédés qui se sont révélés efficaces a petite échelle sont difficilement

adaptables a la production industrielle.

La présente recherche a été entreprise dans le but de poursuivre le travail exploratoire

sur le développement d’un procédé efficace de culture de racines transformées en
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bioréacteur, adaptable a la production industrielle. Le bioréacteur ruisselant avec
garnissages est reconnu,. dans la littérature. pour donner de bons résultats de culture de
racines (Whitney. 1992: Ramakrishnan ez «l.. 1994: Kwok et Doran. 1995: Wilson.
1998). Cest aussi un bioréacteur facile d installation et prometteur pour la production
industrielle. C’est ce type de bioréacteur qui sera utilisé pour réaliser I'expérimentation
nécessaire a la recherche. De plus. les racines de carotte ont été choisies car elles sont
faciles a cultiver et leur comportement est bien connu. Les racines non mycorhizées ont
été utilisées atin de simplifier I'expérimentation et concentrer la recherche sur I'étude
du bioréacteur. sans avoir a se soucier d'un autre organisme vivant. D ailleurs. la
différence entre la morphologie des racines non mycorhizées et mycorhizées n’est pas

assez importante pour modifier significativement I'hydrodynamique du bioréacteur.

L objectif principal de cette étude est de contribuer au développement d’un bioréacteur
a garnissages pour la culture de racines transformées. ce qui sera fait

o en identifiant un systéme modeéle pour remplacer les racines de carotte.

e c¢nidentifiant le garnissage le plus performant pour la culture des racines.

e en caractérisant le développement spatial des racines sur les garnissages et.

e en caractérisant ["hydrodynamique du systéme.

La revue de la littérature développe plus en profondeur le contexte de la recherche. de

méme que |'état des connaissances sur plusieurs sujets abordés dans ce travail dont: les



champignons endomycorhiziens, les métabolites secondaires. les racines transformées.

te design et I"hydrodynamique des bioréacteurs.

Sept étapes seront nécessaires pour atteindre I’objectif fixé. La premiére consiste a
identitier un systéme modéle non vivant qui soit capable de simuler le comportement
physique d’un lit de racines et ainsi faciliter I'analyse du bioréacteur sans avoir a se
préoccuper du maintien de la stérilité et de la croissance des racines. deux éléments

particuliérement délicats pendant les cultures.

La deuxiéme étape consiste a choisir le garnissage le plus approprié pour les cultures en
expérimentant sur des racines vivantes. Une fois le garnissage choisi. plusieurs cultures
devront étre réalisées pour observer la distnbution spatiale des racines dans les

garnissages durant leur croissance, ce qui constitue la troisiéme étape de la recherche.

Jusqu'a ce jour, peu de recherches avaient porté sur I'étude I"hydrodynamique d’un lit
de racines. et encore moins sur une culture en bioréacteur ruisselant tel qu utilisé dans
ce travail. La quatriéme étape de cette recherche sera donc consacrée au développement

d’un modéle hydrodynamique a partir de nombreux essais expérimentaux.

L étude hydrodynamique permettra d’identifier certains parameétres qui fourniront de
I"information complémentaire sur le comportement des trois systémes observés. soient :

le modéle non vivant, le lit de racines et e lit de racines avec garnissages. Le nombre
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de Péclet ainsi que ie temps de mélange seront utilisés a cette fin. L’analyse de chacun

de ces parameétres constitue la cinquiéme et la sixiéme étape de la recherche.

Finalement. la derniére étape de ce travail sera consacrée a l'étude du transfert
d’oxygéne dans le bioréacteur, et permettra de compléter les éléments mis en lumiére

par [’étude hydrodynamique.



CHAPITRE 2 - REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette revue bibliographique ne prétend pas faire le portrait complet du domaine mais
bien une revue des différentes connaissances utiles pour situer cette recherche.
Plusieurs sujets sont traités dans la revue : les champignons endomycorhiziens, les
métabolites secondaires, les racines transformées (aussi appelées racines chevelues) les
différents designs de bioréacteurs, I’étude de I’hydrodynamique, et I’étude du transfert

d’oxygeéne.

2.1 LES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZIENS

Les fertilisants chimiques ont un rdle négatif sur I’environnement a cause de leur
ruissellement dans le sol entrainant la contamination des cours d’eau et des eaux
souterraines. Une alternative intéressante aux fertilisants chimiques est I'utilisation de
champignons a arbuscules et vésicules (VAM), stimulateurs de croissance des plantes
(Wood et Cummings, 1992), naturellement présents dans les sols, mais souvent détruits
par l'application intensive d’engrais chimiques et par le labourage trop intense. Ces
champignons sont des symbiotes obligatoires avec les plantes vascularisées (Pfeffer et
al., 1998). Beaucoup de plantes vivent naturellement en symbiose avec des
champignons endomycorhiziens. Cette relation améliore la nutrition des plantes
(Smith, 1980), la croissance (Bethlenfalvay, 1992) ainsi que la résistance aux
pathogénes du sol (Andrade et al., 1997; St-Arnaud et al., 1997, 1995, 1994) eta la
sécheresse (Arora et al., 1991; Khasa et al., 1990; Trappe et al., 1984). Le champignon

est capable d’absorber les phosphores solubles, de les transporter et de les transférer a la



plante. et ce. bien au dela de la zone d’épuisement en phosphore. ce qui donne a la
racine de nouvelles sources de phosphore difficilement accessibles autrement. Par
contre. e champignon n’étant que partiellement apte a puiser le carbone nécessaire a sa
croissance dans le sol. il doit obligatoirement s associer & une plante. L utilisation de
champignons endomycorhiziens comme engrais aurait donc un effet bénétique sur les

pratiques agricoles.

Les endomycorhizes forment deux types d’organes de survie pouvant regénérer le
champignon : les spores (propagules formées a 'extérieur des racines) et les vésicules
(propagules formées a l'intérieur des racines) (Sylvia et Jarstfer. 1992). Ce sont ces
propagules qu’il est intéressant de produire de fagon industrielle. Actuellement. la
production industrielle d’endomycorhizes est basée sur la culture en pots : les plantes
entieres sont inoculées par des propagules et sont cultivées dans ditférents sols et
substrats (Plenchette et «/l.. 1982: Mosse et Thompson. 1984: Hung et Sylvia. 1988:
Dugassa et al.. 1995). Le probléme de ces cultures non stériles est I'introduction
possible de pathogénes dans le sol de la plante que I'on veut inoculer avec le
champignon. Puisque le temps de production de I'inoculum endomycorhizien est de 2 a
4 mois. ce temps est suffisamment long pour produire plusieurs contaminants tels les
bactéries. les champignons et les pathogénes indésirables. De plus. les méthodes de

production sont trés cofiteuses et trés longues.



D’autres méthodes qui permettent une récolte des structures extra-racinaires du
champignon ont aussi été expérimentées. Il s’agit de ['aéroponie (Hung et Sylvia.
1988). de I'hydroponie (Dugassa et al.. 1995), de la technique du film liquide (Mosse et
Thompson. 1984) et du systéme hydroponique a sable (Millner et Kitt, 1992). Cette
demiére permet d augmenter la croissance du champignon et la sporulation (pour un
maximum de 210 000 spores/pot). Par contre. elle demande un procédé de séparation
qui peut détruire les structures du champignon. Tous ces procédés de premicre
géndration entrainent des colts d’opération trop élevés pour qu'ils soient rentables sur

le plan industriel.

C’est pourquoi les racines transformées génétiquement (qui croissent en ne formant
que des racines) ont présenté un intérét comme hote végétal. Ce procédé de deuxieme
génération en condition stérile de boites de Pétri a été utilisé avec succés (Mugnier et
Mosse. 1987). Par la suite, il a été possible pour Bécart et Fortin (1988) de faire
I"inoculation de racines transformées avec des spores de champignon. mais avec une
production de spores réduite. Récemment, la production de spores a été quintuplée a
I"aide des boites pétri a 2 compartiments (St-Armaud ez al.. 1996). passant a 25 000
spores par boite compartimentée. En élargissant le concept de compartimentation. un
bioréacteur gel-papier a été congu pour une production de 110 000 spores et 479 000

vésicules par bioréacteur contenant 250 mL de milieu gélifié (Gaudette. 1997).



Le premier essai visant la production d’endomycorhizes en bioréacteur pouvant étre mis
a I'échelle est réalisé par Jolicoeur et al. (1999). Une production moyenne de 1.82 x
10° spores-(g DW inoculum)™- (L milieu)™ en 107 jours de culture dans un bioréacteur
gazosiphon est obtenue. ce qui représente une production maximale 10 fois inférieure
aux cultures en Pétri mais comparable a celle obtenue pour les cultures en pots et
hydroponiques (voir tableau 2-1). La faible croissance du champignon dans le
gazosiphon peut étre due. entre autres. au fait qu’il y a circulation continuelle du milieu
contrairement aux conditions statiques naturelles. [l semble donc intéressant d’explorer
plus en détail la possibilité de créer un design de bioréacteur compartimenté pouvant
étre mis a ['échelle. afin de créer un stress osmotique et nutritionnel. conditions
favorisant la croissance du champignon (Jolicoeur. 1998). Cest ainsi que le
bioréacteur opéré en mode brouillard avec un lit de perlite comme support de culture a
permis d augmenter la production de spores a 280 000 par bioréacteur et la production

de vésicules a 80 000 par bioréacteur (Jolicoeur. 1998).
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Tableau 2-1 Comparaison entre les performances de différents procédés de

production de propagules de G. intraradices (Jolicoeur et al., 1999)

Table [1. Comparative G. intraradices propagules production process performances.®

Spore production Root mycorrhization
% With Time
Culture method Host plant #/Plant % Germination % Colomzauon  viable fungus  (weeks) References
Acropomic Bahia grass NA NA 50% NA [ Sylvia and Hub-
bel (1986)
Aecroponic Bahia grass 630 NA 17-28% 12-14 Hung and Sylvia
(1988)
Aeroponic Sweet potato 1500 NA % NA 12-14
Pot (sand} Linsced NA NA 5% NA 13 Dugassa et al.
(1995}
Hydropomic NA NA 0% NA 13
#/L of M medium
Dual compartment  Carrot hairy roots $00.000 67% NA NA 1 St-Amaud ct al.
Petti dish® (1996)
Petry dish tliquwd”  Carrot hary roots 30,000 = {1,500 60% 25-50% 33% 12 This work
Airlift bioreactor” Carrot hairy roots 12,400 = 800 8% 15.75% Rz 3 12 This work

“Actual spore production in a two-compartment Petns dish as descnbed by St-Amaud et al. (1996},

*Actual spore production in a standard Petri dish filled with 0.02 L liqud M medivm and 0.01$ g DW inoculum.
“Actual spore production tn a [-L arlift bioreactor fitled with 0.5 L liqu:d M medium and 0 065 g DW inoculum.
“Perceniage of | cm preces of mycomhiza producing hyphal growth on ssbeulture.

*NA, non-available. Ermroe data are 95% confidence interval values.

L approche des racines transformées est donc une approche intéressante pour des
productions a plus grande échelle de champignons endomycorhiziens car ces racines
poussent plus rapidement que les non transformées. n’ont pas besoin d’ajouts de
régulateur de croissance et permettent une protection au réseau mycélien. Elles sont
également un bon substrat pour I'étude de toutes sortes d’autres relations symbiotiques :
nématodes biotrophiques. bactéries colonisatrices de racines. insectes se nourrissant de

racines (Mugnier. 1998).
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2.2 LESMETABOLITES SECONDAIRES

Un autre domaine d’intérét pour les racines transformées est leur utilisation pour la
production de métabolites secondaires. Les industries cosmétiques. alimentaires.
pharmaceutiques et chimiques utilisent une multitudes de métabolites secondaires de
plantes qui servent, entre autres. comme fragrances. saveurs, pesticides. médicaments.
enzymes. pigments. protéines. autres additifs alimentaires. préservatifs naturels et
vitamines. Les métabolites secondaires ne sont pas synthétisés par les métabolismes de
base (primaires) et sont spécitiques a une espéce. un genre ou une famille. Ils sont
généralement produits par la plante comme mécanisme de défense en réaction a une
infection microbienne ou autre. Les produits chimiques ainsi tormés s’accumulent sur

les sites d infection.

La production de masse de ces produits a forte valeur ajoutée par des plantes en champs
est limitée A cause de leur faible taux de croissance. de leur dépendance au climat. de la
qualité et de la quantité variables du matériel biologique ¢t des zones de culture
limitées. [Is ont souvent une structure complexe. difficile a synthétiser chimiquement a
prix compétitif (Toivonen, 1993: Verpoorte ¢t al.. 1993). La culture de cellules comme
les cals, les embryons et les tiges a d’abord été utilisée pour tenter de contrer ces
inconvénients. ce qui a permis la réalisation de cultures controlées. On a ainsi obtenu
des cultures de cellules rapides et des taux reproductibles. Dans certains cas. plusieurs
problémes sont pourtant apparus lors des recherches : productions instables dues a

["hétérogénéité geénétique et biochimique. et difficulté a oxygéner adéquatement les



bioréacteurs (Taya et al.. 1989). Pour certaines plantes. la productivité et le rendement
en produits ont été les principales limitations a une utilisation industrielle plus étendue
de cultures de cellules (Toivonen. 1993) Pour ces plantes a faible productivité,
beaucoup d"efforts ont été consacrés au développement de milieux et de conditions de
culture pour promouvoir une production stable, mais généralement. sans le succés

escompté.

Les cultures de racines chevelues ont donc offert une alternative intéressante pour
certaines plantes dans le but de produire commercialement des métabolites secondaires
(Flores er ul.. 1987 Rhodes er al.. 1987: Toivonen et al.. 1992). Ce type de culture est
plus stable. plus robuste aux variations environnementales. et le métabolisme est mieux
régulé car une racine est un tissu organisé de plusieurs cellules. contrairement aux
cellules en suspension ou les cals qui ne sont pas organisés. Les rendements en
produits sont semblables ou supérieurs a ceux des plantes méres et on retrouve méme
des produits non formés dans les racines non transformées (a cause des différences
entre les mécanismes de régulation). Par exemple, Yonemitsu ef /. (1990) sont les
premiers a transformer les racines de Lobelia inflata pour produire de la lobeline a un
niveau comparable d la plante mére et aux cals. Les racines chevelues ayant une
croissance supérieure aux cals (le taux de croissance des cals est d’environ 0.1 j™'.
Dixon 1985. et celui des racines peut atteindre 0.24 j”'. Taya er al.. 1989) représentent
un meilleur systéme au niveau de la stabilité pour la production de la lobeline. De la

vindoline servant a Ia production de vinblastine (médicaments contre le cancer) a été
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détectée pour la premiére fois par Bhadra et al. (1993) dans des racines chevelues de
Catharanthus roseus. Seulement de trés faibles quantités avaient été détectées dans les
cultures de suspensions de cellules. alors qu'avant méme optimisation. des niveaux 3

fois supérieurs ont été détectés dans les racines transformeées.

Les métabolites secondaires sont accumulés soit intracellulairement (dans les vacuoles
ou autres organelles) ou extracellulairement (liés a la paroi cellulaire ou relargués dans
te milieu). Il est prétérable que les produits d'intérét soient libérés dans le milieu plutot
qu'accumulés intracellulairement. Plusieurs moyens sont tentés pour favoriser la
sécrétion : composés biotiques (origine biologique : fragments de paroi cellulaire de
champignon pathogéne ou de la plante) ou abiotiques (métaux lourds. concentration en
sels élevée, les stress abiotiques étant moins efficaces que les stress biotiques). milieu
chaud. froid. électricité ou ultrasons. Parce que I'ajout d additifs peut impliquer aussi
I"introduction de contaminants. ce type de solution est partois mis de coté. Certaines
autres stratégies sont avantageuses pour favoriser la production : passage continu de
milieu frais dans la culture. adsorbants polymériques qui récoltent le produit lorsqu’on
y fait circuler le milieu de culture, technique des deux phases liquides (Buitelaar et al..
1991). Pour cette derniére méthode. on utilise des milieux différents. un pour la
croissance des racines et un pour la production (qui limite la croissance mais stimule la
biosynthése). Muranaka er al. (1993) ont obtenu ainsi une production de 1.3 g-L" de

scopolamine a partir de racines chevelues de Duboisia leichhardiii aprés 11 semaines
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de culture dans un bioréacteur de 1 L agité par des pales. avec un grillage en acier

inoxydable cylindrique dans le volume du bioréacteur séparé des pales.

Une autre méthode pour améliorer la sécrétion consiste a priver les cellules d’oxygéne
par ["alimentation en azote au lieu d’air. Cette méthode a été utilisée avec succés sur
des racines chevelues de Beta vulgaris pour la production de pigment rouge (Kino-Oka
et al.. 1992). Une privation totale dair a été nécessaire pour une durée maximale de 16
h. au-dela de laquelle les racines ont une phase de latence trés longue avant de se
remettre a croitre. La production a atteint 11.3 x 10" g-L"-h™! pour 450 h de culture. 4
périodes de 16 h de privation en oxygene. et une biomasse finale de 11.1 g-L". dans un
bioréacteur agité de | L utile avec grillage pour séparer les racines des pales. De par
une étude cinétique. atin d’optimiser la production de pigments, une production totale
de 2.7 x 107 g'L"h" est obtenue pour 3 périodes de 16 h de privation d’oxygéne
(Kino-Oka et Tone. 1996). Cette étude a montré que la production de pigments par les

cellules est directement reliée a la diminution de la viabilité des cellules.

2.3 LES RACINES TRANSFORMEES

Les racines chevelues sont intéressantes par rapport aux autres cultures a cause de
nombreuses caractéristiques qui leurs sont propres : leur capacité a croitre indéfiniment
dans un milieu sans phytohormones. leur capacité a accumuler et a synthétiser des
produits a forte valeur ajoutée & des niveaux comparables a la plante mére (Flores et al.

1987). leur grande stabilité génétique (donc plus grande reproductibilité permettant de



prédire la croissance et le niveau de production). Les racines chevelues sont souvent
caracténisées par leur haut niveau de croissance latérale. une profusion de poils
absorbants. et I'absence de géotropisme ou un géotropisme inverse. La transtormation
des racines par {grobuctérium rhizogenes se fait par I'intégration d’un segment de
ADN (Ri T-DNA) du plasmide Ri (inducteur de racines) dans le génome de la plante.
ce qui provoque la prolifération de racines adventives (racines qui poussent
latéralement) sur le lieu de la transformation. Cette transformation produit des cultures
stables qui continueront & croitre indéfiniment en racines. et une production stable de
plusieurs métabolites sur plusieurs années. en contraste avec les cultures de racines
normales (Mugnier. 1988). De plus. les racines sont des organes différenciés. ce qui
semble étre nécessaire pour certaines biosyntheéses de produits phytochimiques qui sont

couplées a la ditférentiation morphologique (Bhadra ef al.. 1993).

Les racines transformées sont différentes morphologiquement des racines non
transformées : elles sont beaucoup plus ramitiées, donc possédent plus de points de
croissance meristématique. ce qui entraine une croissance globale plus rapide que pour
les racines normales. La morphologie des racines chevelues varie d’abord avec
I"espece de la plante. mais aussi avec d autres facteurs non inhérents a la racine. tel le
milieu de culture (Yonemitsu er /.. 1990). La morphologie des racines dans des
cultures en boite de Pétri peut varier d'une forme d’amas compact a une forme de
plusieurs poils absorbants et beaucoup de branchage latéral. La morphologie des

racines comme la formation de métabolites peut aussi varier avec I'illumination et le
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dosage d"hormones (Tone er ul.. 1998). 1l a été observé lors du choix de cultivars parmi
150 clones que les 5 choisis pour la meilleure croissance étaient minces. fines, et
possédaient des branches réguliéres avec des bouts fins (Bhadra er al.. 1993). Un autre
élément a considérer est le niveau de branchage des racines. Beaucoup de branchage
favorise la formation d’amas de racines et augmente le risque d’'un mauvais transtert
d’oxygéne. Des racines moins branchées auront tendance a étre mieux distribuées. La
morphologie des racines est donc un des critéres importants qui influencent de fagon

marquée le comportement des racines en bioréacteur.

Les racines transtormées sont trés tragiles ct sensibles aux forces de cisaillement. ce qui
est une grande contrainte. Cette sensibilité varie d une espéce a une autre. Par exemple.
Nuutila et al. (1994) ont observé que les racines de Cartharanthus roseus sont trés
sensibles au cisaillement a tel point qu’ils ont di renoncer a utiliser leur colonne a
bulles avec pales. Par contre. une culture d'djuga reptans a donné une bonne
croissance dans un bioréacteur a pales ot le cisaillement est important (Uozumti et al..
1993). Il est donc essentiel de tenir compte de cette caractéristique lors du design d’un

bioréacteur.

Une autre utilité des racines chevelues est qu’elles peuvent servir de modeéle pour
I'étude de la bioaccumulation de métaux lourds dans les plantes (Macek ef al.. 1998).
les racines étant les premiers agents de contact entre la plante et les métaux lourds. Le

cadmium. le mercure ainsi que le plomb sont trés toxiques a forte concentration et ils
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ont tendance a s’accumuler dans I’environnement. Les traitements conventionnels de
sols contaminés sont trés couteux. et les tests sur les microorganismes ne sont possibles
que sous une certaine concentration en métaux lourds. Clest pourquoi il s’est
développé un intérét pour la phytoremédiation. ["utilisation de plantes in situ pour la

décontamination.

Nous avons vu que les caractéristiques des racines transformées sont intéressantes a
plusieurs points de vue. Par contre. certaines risquent de poser probléme lors des
cultures en bioréacteur et nous verrons dans ta prochaine section les stratégies utilisées

lors du design du bioréacteur pour contourner ces obstacles.

2.4 LES DESIGNS DE BIOREACTEURS

Le design du bioréacteur est de premiere importance. Pour tavoriser la production et
ainsi augmenter la rentabilité des opérations. les racines chevelues doivent étre
cultivées dans des bioréacteurs de grande taille. Les racines elles-mémes présentent un
défi unique en tant que structure filamenteuse, entrelacée et distribuée de fagon non
homogene dans le bioréacteur. Les principales difficultés proviennent de I'inoculation,
de la densité du lit de racines. de la sédimentation rapide des racines dans le liquide. de
la sensibilit¢ des racines par rapport aux forces de cisaillement et de la prise
d’échantillon représentatif de racines qui est impossible. Le défi d'un design de
bioréacteur est de fournir simultanément des nutriments dans la phase liquide et de

’oxygéne dans la phase gazeuse.
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La premiére difficulté énoncée est I'inoculation des bioréacteurs. C'est une étape de
premiére importance qui influence la qualité de la distribution des racines pendant la
culture. Une bonne inoculation doit assurer une répartition de I'inoculum dans
I'ensemble du volume du bioréacteur. Pour les bioréacteurs submergés. la ditficulté est
moins grande parce qu’il est plus aisé de disperser |'inoculum de fagon homogéne dans
le milieu de culture. Mais pour les bioréacteurs non submergés. une solution consiste a
accrocher les racines préliminairement a ['inoculation a des supports de culture. Une
autre solution est d’opérer un bioréacteur avec supports de culture en mode submergé
pendant les premiers jours de culture pour permettre aux racines de s’accrocher et

ensuite d adopter un mode non submergé (Ramakrishnan er af.. 1994).

Une culture trop dense peut conduire a des limitations en oxvgéne et en nutriments.
entrainant des problémes de transfert d’oxygéne qui peuvent conduire a une perte de
productivité et possiblement a la lyse des cellules. Un transfert d"oxygéne adéquat peut
étre trés difficile a obtenir car les conditions a intérieur des amas de racines peuvent
étre trés différentes des conditions dans le liquide ambiant. L oxygeéne est un des
nutriments les moins solubles dans 1’eau et risque donc de devenir le substrat limitant.
A cause de la couche limite qui se forme a la surface des racines submergées ou
mouillées, le transfert d’oxygéne est fonction de la vitesse d’écoulement du liquide et
de la pénétration de courants convectifs a I'intérieur des amas de racines. Une fagon

d’éviter ce probléme peut étre I’installation de plusieurs points d alimentation
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d’oxyvgéne dans le bioréacteur (Kwok et Doran, 1995). [l pourrait aussi €tre tentant de
tout simplement augmenter la vitesse d’écoulement du liquide afin de contrer les
limitations de transfert. Cette option doit étre prise avec prudence car Hitaka er ol
(1997) ont montré que des vitesses d'écoulement de liquide relativement élevées ont un
effet négatif sur la croissance de racines de Beta vulgaris. a cause du dommage créé sur

les zones de croissance des racines par le haut niveau de cisaillement.

Il semble que la contiguration du bioréacteur et I’espéce de racines utilisée sotent des
paramétres trés importants pour la culture de racines transtormées. Certaines espéces
sont insensibles aux ditférences de design des bioréacteurs alors que d autres répondent
positivement a certaines formes de bioréacteurs (Whitneyv. 1992). Nuutila er «l. (1994)
suggérent que |'effet des forces de cisaillement sur les racines est fonction de |'espece
de racine utilisée. Le mode de culture doit donc étre bien choisi. d’autant plus qu'une
alimentation liquide brouillard peut étre plus favorable qu'un mode submergé pour la

production de certaines substances (Weathers er al.. 1998).

De plus. certaines limitations du mode submergé ont été relevées pour la culture de
racines. McKelvey et al. (1993) laissent supposer que ['utilisation de bioréacteurs
submergés devra étre limitée a des cultures peu denses a cause du fait que les zones
requérant le plus d’oxygeéne sont aussi les zones présentant la plus grande résistance a
['écoulement. Pour Carvalho et Curtis (1998), il semble peu probable que des cultures

a forte densité puissent étre obtenues par des bioréacteurs en mode submergé sans de



20

tres fortes limitations en oxygéne. a cause de I'énergie trés importante qui doit étre
dépensée pour créer les pertes de charge suffisantes pour fournir I’oxygéne nécessaire.
Il semble aussi que les racines compensent mieux une mauvaise distribution de liquide
qu’une mauvaise distribution d’air gridce au transport vasculaire (McKelvey er al..

1993).

2.4.1 Supports de culture

Les supports de culture sont utilisés dans plusieurs bioréacteurs pour favoriser une
distribution des racines dans tout leur volume et éviter la formation d’amas trés denses
de racines qui nuisent au transfert d’oxygéne. Une grande diversité de support est
employée : mousse de polyuréthane réticulée (Taya et al.. 1989). support de grillage de
nylon (Weathers er «l.. 1989: Dilorio 1992: Chatterjee e al.. 1997). billes de verres de
3.5 mm de diamétre (Whitney. 1992). sphéres en mailles métalliques (pour le thé) (Yu
et al.. 1994). gamnissage pour distillation (Ramakrishnan er «l.. 1994: Carvalho et

Curtis. 1998). picots de fil de fer barbelé installés en chaine (Wilson. 1998).

2.4.2 Bioréacteurs agités mécaniquement

2.4.2.1 Flacons agités

Les flacons agités fournissent un assez bon rendement en biomasse et en production de
métabolites secondaires. Les cultures en flacons agités ne sont pas appropriées pour
I"optimisation et le contrdle continu des conditions de culture. et impossibles a mettre a

I'échelle. Ce sont souvent des systémes modéles pour la comparaison des rendements



des autres designs de bioréacteurs. Les flacons agités sont utilisés pour les sous-cultures

et leurs racines servent d’inoculum pour les bioréacteurs.

2.4.2.2  Bioréacteurs ugités
Les bioréacteurs agités possédent un systéme d’agitation a pales ou a hélices qui
remuent directement le milieu de culture. avec souvent un systéme d’aération par

bullage en bas de réacteur (voir tigure suivante).
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Figure 2-1 Bioréacteur agité a pales avec aération i la base (Kondo ef af.. 1989)

[l a été observé la présence d’irrégularités dans des cultures dues aux amas de racines
en croissance, ce qui pourrait expliquer les mauvais résultats de ces cultures (Taya et
al.. 1989). Un exemple plus réussi montre qu'a I’aide d’un bioréacteur a pales de | L.
une culture avec un inoculum de 2 g WW de djuga reptans et du glucose comme
source de carbone, a permis d’obtenir une biomasse de 27.2 g-L"' DW en 39 jours de
culture (Uozumti er al.. 1993). Dans cette culture. il a aussi été observé qu’il y a de
fortes probabilités d"endommager les racines par la rotation des pales ou par les forces
de cisaillement, ce qui cause la formation de cals ainsi qu'une désorganisation des

racines provoquant une diminution de la production (Hilton et Rhodes. 1990: Kim et
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Yoo. 1993: Nuutila er al., 1994). Un moyen pour éviter cet endommagement est de
séparer les pales du volume de culture par un grillage (qui sert ausst de support de
culture). De cette fagon. une culture de Daucus carota a produit une masse de 10 g-L!
DW a partir de 0.2 ¢ DW d’inoculum pour 30 jours de culture dans un bioréacteur de 1
L (Kondo ef ul.. 1989). Le bon rendement peut étre di au fort transfert d oxygéne qui
est produit dans ces bioréacteurs (Kondo et al. 1989). Une culture de Datura
stramonium a produit une masse de 248 ¢ WW en 37 jours de culture (17.7 g-L" dans
un bioréacteur de 14 L) a partir de 40-60 ¢ WW d’inoculum (Hilton et Rhodes. 1990).
L’installation d’un grillage tubulaire sur toute la hauteur du réacteur dans la zone au-
dessus des pales améliore la croissance et la bonne distribution dans le bioréacteur
(Muranaka er al.. 1993). De cette fagon. une masse de 84 ¢ WW de Duboisiua
leichhardtii est obtenue en 16 semaines dans un bioréacteur de 0.6 L inoculé avec 10 g
WW de racines. Un probléme risque de survenir lorsque la concentration en racines
devient plus importante. En etfet. les racines couvrent alors toute la grille ce qui bloque

le passage des bulles et conduit a une carence en oxygene (Kim et Yoo. 1993).

2.4.2.3 Tambour rotatif

Dans le tambour rotatif les racines sont submergées dans le milieu qui est mélangé par
la rotation du bioréacteur. L aération est assurée par I'oxygeéne de surface qui diffuse

dans le liquide (voir figure suivante).
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Figure 2-2 Bouteille rotative (Kondo er al.. 1989)

Le principal probléme de ce bioréacteur est que les racines ont tendance a coller aux
parois pour ensuite retomber lorsqu’elles sont hors du liquide. ce qui les endommage.
Une tagon d’éviter ce probléeme est de coller une feuille de mousse de polyurétane sur la
paroi. Les racines s’y accrochent et croissent d'environ 12 g-L™' DW 4 partir de 0.2 ¢
DW d’inoculum de Daucus carota pour 40 jours de culture dans un bioréacteur de 10 L
(Kondo et «l.. 1989). Ce bon rendement peut étre attribué au fort transfert d’oxygéne

produit par ce type de bioréacteur (Kondo ¢t ul.. 1989).

2.4.2.4  Bioréucteurs agités horizontalement

Dans les bioréacteurs agités horizontalement. les forces de cisaillement moyvennes sont
moins importantes que dans les bioréacteurs agités par pales. L oxygéne nécessaire est
fourni par échange sur la surface libre du milieu (voir figure suivante). Pour des
vitesses de rotation supérieures a 120 rpm. il est possible que les tissus soient abimés a
cause du stress hydrodynamique trop important (Honda er al.. 1997). Cette

configuration est particuliérement sujette & des limitations de transfert d’oxygéne.
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Figure 2-3 Bioréacteur agité horizontalement (Honda et «l., 1997)

2.4.3 Bioréacteurs i air forcé

2.4.3.1 Colonne a bulles
La colonne a bulles est un bioréacteur comportant un ratio hauteur sur diamétre élevé.
Le melange est obtenu par le passage de bulles créées par un distributeur placé au bas

de la colonne.
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Figure 2-4 Bioréacteur a bulles (Kwok et Doran. 1993)

McKelvey er al. (1993) suggérent que la colonne a bulles peut limiter sévérement la
croissance d cause du gaz circulant par chemin préférentiel et du mélange de liquide
atfaibli. Ils montrent que la faible croissance n’est pas due a I'enlévement du CO, par
les bulles (le CO, étant un stimulateur de croissance pour les racines) ni au cisaillement
causé par les bulles. Liu ef al. (1998) ont observé une formation d*amas de racines qui

se déposent au fond du bioréacteur et poussent vers le haut.

Une légére modification de cette configuration consiste en I'utilisation d un support de
culture. Des grilles en acier inoxydable disposées en étages sur toute la hauteur du
bioréacteur est un type de support qui aide les bulles a circuler méme pour des

concentrations en racines €levées, ce qui permet de conserver des kia élevés. Une
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concentration en racines de 20.9 g-L"' DW de Daucus carota pour 25 jours de culture
est obtenue dans un bioréacteur de 2 L utiles (Kim et Yoo, 1993) par cette méthode. De
plus. cette configuration permet d’augmenter |'espace disponible pour la croissance et
augmente le nombre de points actifs de croissance. Liu et al. (1998) ont ainsi obtenu
des cultures homogénes de 24.8 ¢-L"' DW dans leur bioréacteur de 2.5 L avec 4 g WW

d’inoculum de racines d’Artemisia annua en 20 jours.

Nuutila er ol (1994) ont essayé ditférentes modifications du bioréacteur afin
d augmenter le transfert. soit par I"ajout d une recirculation du milieu par une pompe ou
par I"ajout d"un mélange mécanique par des pales. Ces modifications ont eu pour effet
d augmenter les forces de cisaillement auxquelles Catharanthus roseus est trés sensible
et de trés mauvaises croissances ont été observées. Ces modifications pourraient quand

méme étre utilisées sur d autres espeéces de racines moins sensibles.

2.4.3.2  Bioréucteur guzosiphon

La contiguration gazosiphon est trés similaire a la colonne a bulles avec pour différence
que la circulation du liquide est dirigée. Un cylindre est placé au centre du bioréacteur.
par lequel les bulles poussent le liquide vers le haut. qui redescend ensuite de |'autre

cote.
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Figure 2-5 Bioréacteur gazosiphon (Hong ¢r «/. 1989)

[l est observé que les racines sont expulsées hors du milieu a cause des bulles. ce qui
pourrait expliquer les mauvais résultats des cultures (Tava ef o/, 1989). [l est tout de
méme possible dobtenir des cultures de 10 g-L”' DW pour 0.2 ¢ DW d’inoculum de
Daucus carota pour 50 jours de culture dans un bioréacteur de 1 L (Kondo et al.. 1989).
Un gazosiphon (2.5 L de volume utile) avec de Pair bullé sur toute la hauteur du
bioréacteur et 3 étages en grillage a donné une croissance homogéne de 26.8 g-.L”' DW
en 20 jours avec un inoculum de 4 ¢ WW d Artemisia annua (Liu et al.. 1998).
L immobilisation des racines sur de la mousse en polyuréthane (Taya er al.. 1989)
donne 11 gL' DW de Armoracia rusticana pour 31 jours de culture dans un
bioréacteur de 0.3 L utile et un inoculum de 0.3 4 0.5 g-L™* DW. L utilisation d’un

support de culture en mousse de polyuréthane a permis d’augmenter la croissance de
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50% dans un autre bioréacteur (Muranaka er al.. 1993) et de mieux distribuer les
racines pour ainsi augmenter la production de métabolites secondaires de 100%. Ainsi,
un inoculum de 30 g WW de Duboisia leichhardtii dans un bioréacteur de 3 L permet

d’obtenir une masse de 420 ¢ WW en 12 semaines de culture.

2.4.4 Bioréacteurs a liquide circulant

2.4.4.1 Bioréacteurs a convection forcée

Le bioréacteur & convection forcée comporte un réservoir ou le milieu est enrichi en
oxygeéne par bullage et un tube ou les racines poussent sur des supports de culture. La
circulation du tluide est forcée a travers le lit de racines par le pompage du nouveau
milieu par le bas du bioréacteur (voir figure suivante). Le bioréacteur est d’abord opéré
en mode colonne a bulles pour permettre |"accrochage des racines sur les supports de
culture. De trés bonnes densités de racines sont obtenues avec ce tvpe de bioréacteur :
un inoculum de 8 g WW donne 25.3 g-L"' DW en 30 jours de culture de Hvoscyamus
muticus dans un bioréacteur de 14 L. presque deux fois plus que le contrdle en mode
colonne & bulles seul (Carvalho et Curtis, 1998). De plus il est montré qu'une méme
masse de racines consomme environ 3 fois plus d"oxygéne dans ce type de bioréacteur
que dans un colonne a bulles. laissant croire que dans une colonne a bulles. les racines

nuisent au transfert d’oxygeéne en favorisant la coalescence des bulles.
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Figure 2-6 Bioréacteur i convection forcée (Carvalho et Curtis. 1998)

2.4.4.2  Bioréacteur ruisselant alimenté par gouttelettes

Le bioréacteur ruisselant ou a percolation est un type de réacteur oa le milicu percole a
travers un lit. puis est circulé et pulvérisé en gouttes de 10 pm a 1 mm au dessus d’une
colonne de racines (figure 2-7). C’est une configuration qui permet un bon contact du
milieu avec les racines et de méme qu'avec la phase gazeuse pour assurer un
renouvellement de I'oxygéne a mesure que le milieu s’en appauvrit. De plus. puisque la
phase principale est gazeuse, la croissance risque moins d'étre limitée en oxygene. Il
s"agit d’une configuration simple qui nécessite peu dénergie. McKelvey et al. (1993)
montrent qu’il est possible d’atteindre des croissances comparables a celles des cultures
en flacons agités et que cette configuration serait indiquée pour la mise a I'échelle. a

conditions qu’il y ait une bonne distribution du liquide et des racines dans le



bioréacteur. I[ls obtiennent une masse de 1.09 g DW dans un bioréacteur de 250 mL
avec un inoculum de 26 mg DW de racines d’Hyoscyamus muticus en 18 jours de
culture. Pour le bioréacteur goutte a goutte (goutte un peu plus grosse que par une
pulvérisation). une aération a contre-courant et 5 étages en grillage. un volume de IL
donne les mémes croissances que pour des flacons agités avec une masse de 135 g de
Datura stramonium en 50 jours de culture (Holmes et al., 1998). Par contre. les gouttes
trés fines sont a favoriser car elles augmentent le contact entre les racines et les
nutriments. le cas contraire entrainant une limitation de croissance d cause du manque

de nutriments (Nuutila er al.. 1997).
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Figure 2-7 Bioréacteur ruisselant (Singh et /.. 1994)

Afin d’obtenir une bonne distribution des racines (et par le fait méme du liquide) dans
le bioréacteur. I"utilisation d un support de culture est un choix judicieux. Selon Taya er
al. (1989) la culture sur une mousse en polyuréthane ne donne pas une bonne
croissance. sans pouvoir en expliquer la raison. Un autre essai avec des billes de verres

(3.5 mm) donne une croissance supérieure a un systéme en mode submergé et donne un



rendement équivalent aux cultures en flacons agités (Whitney, 1992). Une masse de
58.9 ¢ WW de Nicotiana tabacum est obtenue & partir d’un inoculum de 55 mg en 28
jours de culture. Par contre. la récolte s’est avérée ditficile car les racines adhérent aux
billes de verre. Dans une colonne de 2.5 L a 3 points d’alimentation en gaz
uniformément répartit sur la hauteur du bioréacteur et 4 points d’inoculation (support en
grillage). une concentration de 9.9 g-L”' DW est obtenue a partir d'un inoculum
d* Atropa belladonna de 0.06 gL' DW pour 43 jours de culture cuvée (Kwok et Doran.

1995).

Pour favoriser ["accrochage des racines sur les supports de culture. une stratégie est
imaginée par Ramakrishnan er af. (1994). La culture est d abord opérée en mode
submergé. de type colonne a bulles et lorsque les racines sont bien accrochées au
support de culture. le milieu est drainé et le btoréacteur est opéré en mode ruisselant. [l
est peu probable que les problémes habituellement reliés au mode submergé
apparaissent ici car ils surviennent lorsqu’il y a une grande concentration de racines. ce
qui n’est pas le cas en début de culture. Il est possible que. lors d'une mise a *échelle.
il y ait formation de chemins préférentiels dans les amas de racines. mais la capacité
qu’ont les racines a transporter de fagon interne par vascularisation les nutriments d une
zone a une autre aide & compenser ce probléme hydrodynamique (McKelvey er al..

1993).
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Pour 1"équipe de Wilson (1998). ce sont les bonnes caractéristiques de croissance. le
bon taux de transfert d’oxygene. la faible dilution des produits dans le milieu ainsi que
la facilité a suivre la croissance par la méthode du drainage-pesée qui les a incité a
choisir un bioréacteur ruisselant avec support de culture comme bioréacteur pilote de
500 L. Le support de culture est constitué de picot (petite pointe) de fil de ter barbelé
installé en chaine. Aprés 40 jours de culture, une masse humide de 39.8 kg de racines
de Datura stramonium est obtenue de fagon non optimale & cause de leur systéme de
controle des nutriments non adapté. De plus. une trés bonne distribution est obtenue.

sans amas trés dense de racines.

2.4.4.3  Bioréacteur ruisselant alimenté par brumisateur

Dans le bioréacteur a brume. le milieu est dispersé en trés tines goutellettes (comme
une brume) de diamétre variant de 0.01 pm a 10 um a I'aide d’un transducteur
ultrasonique ou d'une buze couplée a de ["air comprimé. La brume est transportée par
un courant d air (voir figure suivante). L’avantage d’un tel bioréacteur est que les
racines sont continuellement baignées dans la brume de milieu de culture permettant
I"alimentation en nutriments et I’enlévement des déchets toxiques. L'utilisation d’un
brouillard de trés fines particules ainsi que d’un cycle marche-arrét limite la formation
de films épais sur les racines qui pourraient limiter le transfert d’oxygéne. La
principale limitation réside dans le transport et la disponibilité de gouttelettes sur la
surface des racines. Il a été montré que le cycle optimal marche-arrét est de 5 minutes

d’alimentation liquide. et de 6 minutes d’aération (Dilorio et al.. 1992).
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Figure 2-8 Bioréacteur 2 brume (Whitney, 1992)

Par ailleurs. des cultures de Beta vulgaris et Carthamus tinctorius ont montré des
croissance équivalentes a celles des cultures en tlacons agités (Dilorio et al.. 1992). La
position de I"alimentation du milieu dans le bioréacteur est trés importante et il semble
que la croissance soit meilleure lorsque le brumisateur se situe en dessous des racines
(Whitney. 1992). Ceci est probablement dit au fait que seules les trés petites gouttes
sont en contact avec les racines car ces gouttes sont plus facilement emportées par un
courant d"air ascendant. La croissance des racines obtenue est meilleure que dans un
systéme en mode submergé et peut donner une croissance jusqu’a 1.16 fois supérieure a
une culture en flacon agité. En effet, une masse de 127.6 g WW de Nicotiana tabacum
est obtenue dans un bioréacteur de 35 L en 28 jours de culture 4 partir d"un inoculum de
37.5 mg WW. Woo et Park (1996) montrent que la disponibilité de la brume pour les

racines (ratio du volume de brume fourni aux racines sur le volume de brume
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disponible) augmente 4 mesure que les racines poussent. a cause d’une plus grande

coalescence de la brume due a I’agrandissement du réseau de racines.

Dans le bioréacteur a brume modifié (0.8 L de volume utile) construit par Chatterjee e/
al. (1997). un brunissement des racines est observé aprés 12 jours de culture. ce qui est
probablement dii a4 un manque de nutriment. Ce probléme peut étre résolu par une
culture cuvée ol une alimentation supplémentaire en nutriments est faite cu douziéme
jour de culture. Les cultures d”Artemisia annua dans un bioréacteur de 0.8 L ont donné
des ratio de 7.4 WW finale sur WW initiale pour une durée de 24 jours. Pour Weathers
et ul.. (1998) 37 ¢ WW Beta vulguaris sont obtenues a partir d’un inoculum de 4.5 ¢
WW en 14 jours avec un débit d’air de 1500 mL-min™ dans un bioréacteur de 1.2 L
pour 3 minutes en marche et 6 minutes a I'arrét de brouillard pour un débit global de
liquide de 0.19 mL-min™. ce qui semblait tout de méme insuffisant pour une nutrition
adéquate. L ajout de COa- lors de la culture n"augmente pas la croissance mais diminue

sensiblement (environ 2 jours) la phase de latence.

La configuration du bioréacteur a brume n’en est donc pas encore a son design optimal.
Woo et Park (1996) avancent méme que les dimensions maximales pour un bioréacteur
utilisant 1"air comme transporteur pour le milieu seraient de 2 a 3 dm’ avant d’étre
limité en nutriments. Ils considérent donc ce type de bioréacteur non adéquat pour la
culture rapide de racines dans un but de production, puisque |'alimentation nécessaire

en nutriment pour favoriser une croissance maximale est limitée lors de la mise a
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I"échelle par les problémes reliés aux débits d’air requis. La croissance maximale quils
ont réussit a atteindre dans un bioréacteur de 5 L a partir d’un inoculum de 3 ¢ WW est
de 9.29 fois I'inoculum en 25 jours, comparativement a 21.4 pour les cultures en

flacons de Hyoscyamus niger non transformées.

2.4.5 Comparaison des designs de bioréacteurs

Afin de rassembler I'information donnée sur les ditférents bioréacteurs et d’en faire une
meilleure interprétation. le tableau suivant présente un résumé des contigurations
dtudides précédemment. Cest un outil qui permet une comparaison. mais il est a noter
que la sorte de racines et les autres conditions de culture (sorte de milieu. débit liquide
et gazeux. type dalimentation gazeuse...) influencent aussi la performance des

bioréacteurs.

La croissance apparente est calculée en prenant la différence entre la masse humide
tinale et la masse humide initiale. divisée par le temps de culture et le volume du
bioréacteur. Le rapport de la masse séche sur la masse humide est le méme pour tous

lescasetil estestimé a |15g DW/ g WW.



Tableau 2-2 Comparaison des différents designs de bioréacteurs

Configurat|Support |Volume [Racines Inocul- |[Masse ou |Temps [Croiss. [Référence
-ion de culture um conc. culture |app.
Finale ) (gWW/
jiL)
Agité avec 1L Ajuga reptans|2 ¢ WW [272-L" 39 1041 {Uozumi et ul..
pales DW 1993
Agité avec |1 gritlage {1 L Daucus 0.2gDW[10gL" 30 4.9 Kondo er al..
pales carota DW 1989
Agité avec |1 grillage |14 L Datura 40-60g |248 g WW {37 0.363 [Hilton et
pales Stramonium _ {WW Rhodes. 1990
Agité avec |Grillage en 10.6 L Duboisia 10g 4 WW (112 1.1 Muranaka ez
ales tube {eichhardtii al.. 1993
Tambour  |[Mousse de {10 L Daucus 0.2gDW{I12gL" |40 4.4 Kondo et df..
rotatif polvur. carota DW 1989
Colonnea |Etagesen |2L Duncus Inconnue [209 gL [25 <12.5 |Kimet Yoo,
bulles grillage carotd DW 1993
Colonne a |3 grillages |25L | Artemisia e WW [248¢L" |20 18.5 Liu er dl.,
bulles annua DW 1998
Gazosiphon PL Duucus 0.2¢DW[10gL" |50 294 {Kondo et df .
curotd DW 1989
Gazosiphon|3 grillages |2.5L  |drtemisia 1gWW [268¢L" |20 20 Liuet al..
unnug DW 1998
Gazosiphon|Mousse de (03 L |drmoracia  0.3-0.5 |11 g-L" 31 5.1 Taya er ul..
olvur. rusticuna g/L DW |DW 1989
Gazosiphon|Mousse de |3 L Duboisia 30 g WW[420 g WW (84 1.55  |Muranaka et
polvur. leichhardtii al., 1993
Convec- 4L Hyoscyamus (8 g WW [253 gL {30 12,57 |Carvatho et
tion forcée muticus DW Curtis, 1998
Gouttelet- 025 L [Hvoscyamus |26 mg 1.09g DW |18 3.54 McKelvey et
tes muticus DW al.. 1993
Gouttelet- |4 grillages |[25L  |dtropa 0.06 g/L {99gL" [43 343 Kwok et
tes belludonna  |DW DW Doran, 1995
Gouttelet- |5 grillages |1 L Datura Inconnue [135 g WW |50 <27 |Holmeseral,
tes Stramonium 1998
Gouttelet- |[Pico de fer [300 L |Datura Inconnue [39.8 kg 40 < 1.99 |Wilson. 1998
tes Stramonium ww
Gouttelet- |Billesde {SL Nicotiana 55mg 589 g WW|28 0.42 Whitney. 1992
tes verre tabacum ww
Brume 1.2L Beta vulgaris [4.5 g 37gWW |14 1.93 Weather et al..
WWwW 1998
Brume 35L Nicotiana 375mg [1276¢g 28 0.13 Whitney, 1992
tabacum ww ww
Brume 08L |drtemisia 12-31g |74 finall |24 8.47  |Chatterjee et
annua A initial WW al., 1997
Brume 5L Hvoscyamus |3 g WW 325 g L' |25 1,93 Woo et Park.
niger DW 1996
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Les points marquants des configurations de bioréacteurs sont ici résumées. Les
supports de culture favorisent une bonne distribution des racines et sont utilisés par un
trés grand nombre d'auteurs. Les limitations des bioréacteurs en mode submergé ont
été énoncées par McKelvey et al. (1993) et par Carvalho et Curtis (1998) : création de
chemins préférentiels. demande en énergie élevée pour fournir I'oxygéne aux racines.
limitation a des cultures peu denses car les zones de carence en oxygene sont aussi
celles de résistance a I'écoulement. Due a la grande sensibilité des racines aux forces
de cisaillement. les gros débits de liquide ainsi que les actions mécaniques trop intenses
sont a dviter. Quant aux bioréacteurs ruisselants. ils favorisent un bon contact avec le

milieu de culture et le gaz.

Les données du tableau montrent que les meilleures croissances apparentes ont été
obtenues par Liu er af. (1998) dans une colonne a bulles ¢t dans un gazosiphon. avec
comme support de culture 3 grillages. [l est a remarquer que de si bonnes croissances
sont obtenues dans un petit bioréacteur (2.5 L). et qu’il est peu probable que de telles
croissances seraient possibles dans de plus grands bioréacteurs. a cause de ce qui a été

dit précédemment.

Les croissances apparentes observées dans les bioréacteurs ruisselants a gouttelettes et &
brume ne sont pas trés élevées. malgré le grand potentiel de ces configurations. Les
recherches dans ce sens étant trés nombreuses, il est fort probable que d’ici quelques

années cette situation sera différente.



2.5 DISTRIBUTION DE TEMPS DE SEJOUR

Les mesures de distribution de temps de séjour (DTS) doivent étre effectuées pour
déterminer les temps moyens de résidence des bioréacteurs. atin de valider que les
modéles de melange développés lors du design retlétent bien les conditions réelles
d’opération des bioréacteurs. lls sont aussi utiles pour quantifier les non-idéalités des
bioréacteurs. soient les zones stagnantes et les chemins préférentiels. Ces informations
peuvent souvent guider des moditications dans le design des bioréacteurs. Mais

surtout. les DTS servent a comparer diftérentes conditions opératoires.

Plusieurs paramétres sont intéressants pour comparer les différents DTS. Le temps de
mélange est détini par Russell ef ol (1994) comme étant le temps requis pour que la
concentration du traceur diminue a un dixiéme de I"amplitude de la premiére créte de la
réponse impuisionnelle. Un autre parametre utilisé pour caractériser le mélange est
"amplitude de la premicére créte. L analyse de la variance d’une distribution de temps
de séjour permet de mesurer I'étendue de la déviation par rapport a un écoulement idéal

de type piston.

L hydrodynamique des colonnes a garnissages opérées en mode ruisselant a été trés
étudiée. Le premier modéle utilisé pour caractériser 1"écoulement dans ce type de
réacteur est le modéle de dispersion axiale. Charpentier et al. (1971) et Michell et
Furzer (1972) ont montré que ce modéle est inadéquat pour donner une représentation

satisfaisante de I"écoulement. Un second modéle développé par Hoogendoom et Lips



(1965) tient compte de la présence d’un liquide stagnant parfaitement mélangé qui
échange lentement avec un liquide dynamique d écoulement piston. Mais ce modéle ne
prend pas en considération la dispersion axiale qui a lieu dans le liquide dynamique. ce
qui a été fait par le modele de Van Swaaij et al. (1969) et Bennet et Goodridge (1970).
Un autre modeéle. encore plus complexe. tient compte du fait que la phase stagnante

n’est pas parfaitement mélangée (Beg ef al.. 1996).

Quelques exemples de caractérisation de cultures de racines transtormées par les DTS
existent dans la littérature. mais ils sont peu complets et ne donnent que trés peu
d’information sur les moditications qui peuvent survenir pendant les cultures.

o Afin d’illustrer la sévérité du probleme de mélange dans une colonne a bulles de 13
L avec support de culture. le temps de mélange a été mesuré pour des racines de
Solanum tuberosum (Tescione ef ¢l..1997). Le temps de mélange (définit comme le
temps nécessaire pour recouvrer 95% de la concentration en régime permanent) est
passé de | minute lors de I'inoculation de 2 g-L"' WW. a 40 minutes quand la
concentration atteint 180 g-L™ WW.

o Des mesures de DTS sont faites par Carvalho et Curtis (1998) dans un bioréacteur
tubulaire a convection forcée avec garnissages. Afin de comparer ['écoulement
dans le bioréacteur a I'écoulement piston. le nombre de réacteurs en série est déduit
des mesures de DTS. Pour le bioréacteur a vide avec garnissages. le nombre de
réacteurs en série est en moyenne 46.9. ce qui représente un écoulement piston.

Pour le bioréacteur en culture. la moyenne est de 7.6 réacteurs. ce qui est considéré



40

proche du modele piston car 10 réacteurs en série est un faible écart au modéele
piston (Levenspiel. 1972). L’étude des courbes a permis aussi d’observer des
chemins préférentiels. La comparaison du bioréacteur a convection forcée est aussi

faite avec un bioréacteur a bulles qui obtient une moyenne de 9.1 réacteurs en série.

L étude de I"hydrodynamique d’un biofiltre a tourbe opéré en mode percolation a éié
faite par Bélanger (1994). La tourbe a une structure poreuse et ¢lle absorbe et retient
I"eau qui y percole. ce qui ressemble beaucoup au comportement des cultures de racines
transformées. L écoulement dans ce bioréacteur (0.05 m de diamétre et 0.30 m de
hauteur) est de type piston avec dispersion axiale et le nombre de Péclet est de ["ordre
de 10 a 30 ce qui correspond a une dispersion moyenne. De plus. deux régimes
d"écoulement ont été détectés : i faible vitesse. le liquide s’écoule dans les agrégats des
particules de tourbe et a plus grande vitesse. le liquide s'écoule entre les agrégats

solides et peu de liquide pénétre les agrégats (Karamanev et al.. 1994).

2.6 TRANSFERT D'OXYGENE

Pour le design de bioréacteurs dédiés a la culture de cellules de plantes. le transfert
d’oxygene est un des facteurs les plus importants a considérer (Kondo er al.. 1989).
Les racines chevelues sont hétérotrophes. Ce sont des organismes qui respirent et qui
dépendent de 1'oxygéne pour générer de I'énergie et d autres fonctions métaboliques.
Le taux de croissance des racines chevelues ainsi que la production de certains

métabolites sont donc fortement dépendants du taux de transfert d’oxvgéne.
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Les mécanismes de transfert d’oxygéne de toutes plantes sont principalement la
ditfusion provenant du sol et le transfert provenant de ses parties aériennes. Pour les
racines chevelues. le mécanisme de transfert dominant est donc la diffusion. La
structure méme de la racine est la premiére résistance au transfert et elle est peu
controlable (figure 2-9). La consommation d'oxygéne se fait surtout dans le cortex ot
la concentration est élevée alors que la partie plus interne de la racine sert au transport
des nutriments. La deuxiéme résistance au transfert provient de la couche limite a la
surface des racines. présente a l'intérieur de chaque amas de racines. Méme si la
cufture en mode non submergé est entourée d’air et ne baigne pas dans le liquide. une
couche limite est tout de méme présente, assurant le maintien des racines humides. Un
facteur important influengant |"épaisseur de la couche limite est la vitesse de drainage
du lit. Pour des bioréacteurs sans mécanisme d"agitation. il peut étre difticile de réduire
la couche limite. Une troisiéme résistance au transfert peut provenir de la résistance a

la convection dans les amas de racines.
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Figure 2-9 Profil de la concentration en oxygéne dans une racine de rayon R avec
un cortex poreux. Cs est la concentration en oxygéne a la surface de [a racine; AC

est le déficit total en oxygéne 2 travers le rayon de la racine. (Yu et /.. 1998)

Plusieurs exemples montrent a quel point le transfert d’oxygéne est important pour la
croissance des racines. [l est observé par Yu et al. (1994) quaucune croissance n'a lieu
lorsque le niveau d’oxygéne n'est qu'a 50% de 1'air saturé. mais que la croissance
augmente a mesure que la concentration en oxygéne dissous se rapproche de 100%.
Pour des racines en tlacons agités, une alimentation en oxygeéne de 150% par rapport a
Iair saturé a été efficace pour augmenter la croissance des racines, signifiant qu'il y a
des limitations en oxygéne méme pour le systéme modéle qu’est le flacon agité (Yu et
al. 1998). Dans une colonne a bulles de 2.5 L a 3 points d"alimentation en gaz répartis
sur toute la hauteur. des cultures de Atropa belladonna ont montré que le niveau
d’oxygéne diminue progressivement de 100% a 40% en 43 jours de culture dans la

section supérieure du bioréacteur (Kwok et Doran. 1995).



Drautres travaux montrent aussi que la convection est essentielle a I'intérieur des amas
de racines car la diffusion seule est insuffisante pour assurer une alimentation suffisante
en oxygene (Carvalho ef al.. 1998). Par exemple. pour un amas de racines d oignon non
transformées de 2.6 cm avec une densité de biomasse de 0.32 g'mL" WW_ il faut une
vitesse de liquide a I"extérieur de I"amas de | cms™ pour éliminer la restriction (Prince
et al.. 1991). D aprés Yu et Doran (1994). les valeurs de Pe obtenues indiquent que la
convection est le mécanisme dominant plutét que la diffusion lors du transtert
d’oxygéne dans les amas de racines. méme pour de fortes densités. Ils montrent aussi
que le niveau doxygeéne a lintérieur des amas de racines diminue signiticativement
avec |"augmentation de la densité des amas de racines et la diminution de la vitesse
d’écoulement du liquide (figure 2-10). De plus. ils montrent que le niveau critique
d’oxygéne a l'extérieur des amas de racines est de 90 a 100% de ["air saturé pour

favoriser la croissance.
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Figure 2. Typical results for dissolved-oxygen tension inside hairy-root
clumps as a function of externat flow velocity and root density in the
clump: (@), 9.1 gL (O), 14.4 gL ", and (W), 20.7 g L~ dry weight.
The external oxygen level remained high at 95% to 100% air saturation.
The root ball was 4.0 cm in diameter.
Figure 2-10 Concentration en oxygéne dissous a Pintéricur d’amas de racines en

fonction de la vitesse superficielle et de la densité des amas de racines (Yu et Doran.

1994).

D’une fagon plus précise. il existe une concentration d oxygéne critique en dessous de
laquelle le taux de consommation d’oxygéne diminue. impliquant une activité
métabolique limitée des cellules. Kessel et Car (1972) ont identifié une concentration
d’oxygene critique pour des cellules de plante en suspension de 'ordre de 16 a 20%.
Pour maintenir les cellules a I'intérieur des racines au-dessus de cette concentration en
oxygene. il faut des concentrations bien plus grandes a cause du gradient dans les tissus
de la racine. Un essai est fait avec un petit bioréacteur submergé €liminant les couches

limite autour des racines et ol le taux de consommation d’oxygéne est mesuré. Il
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s'avére que pour les racines d"Arropa belladonna, la concentration en oxygéne doit étre
4 110-120% de la saturation de I’air dans des conditions sans couche limite pour étre au
dessus de la concentration critique (Yu er af.. 1998). Il faut en conclure que les racines
chevelues risquent d’étre limitées en oxygeéne et nécessitent une méthode pour

améliorer le transfert d"oxygéne.

Une de ces méthodes, qui fonctionne trés bien pour les suspensions de cellules. est
["utilisation de pertluorocarbone qui augmente le transfert d’oxygeéne gaz-liquide (la
solubilité de I'oxygeéne est augmentée de 20 fois) (Ju et /.. 1991). Pour les cultures de
racines transformées, cette méthode n"améliore pas significativement leur croissance. ce
qui montre que la résistance au transfert provient essentiellement du transfert liquide-
solide dans ce cas (Kanokwaree et Doran. 1998). Il est donc important de développer de
nouvelles méthodes pour améliorer le transtert d’oxygéne. comme celle qui consiste a
injecter directement ["oxygéne dans les amas de racines. Une aération de la culture est
obtenue avec succés par l'introduction de tubes microporeux en polypropyléne a
Fintérieur des amas de racines. Ces tubes sont installés avant la culture sur des fils
métalliques juste au-dessus de la zone d’inoculation. A mesure que le lit grandit. les
tubes sont entourés de racines qui ne bouchent pas les pores grice a la caractéristique
hydrophobe du polypropyléne. Cette méthode améliore significativement la croissance
lors de la seconde partie de la culture, lorsque le lit est plus dense. Combinée a une
méthode de bullage conventionnelle, la croissance est améliorée jusqu’a 65% au méme

débit de gaz total (Kanokwaree et Doran, 1998).
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Un autre paramétre important qui affecte le transfert d’oxygéne est la morphologie des
racines. En condition de limitation en nutriments, il arrive souvent que la formation de
poils absorbants augmente afin d’améliorer la surface d'échange. S’ils deviennent
abondants. les poils peuvent étre néfastes a cause de la présence accrue de couches
limite stagnantes qui peuvent entrainer des problémes de transport doxygéne (Carvalho
et al.. 1998). Il est donc préférable de limiter le plus possible la formation de poils
absorbants par un milieu de culture adéquat et méme de choisir dés le début des racines

avece peu de poils absorbants.

Une fagon de mesurer I'importance du transfert d'oxygéne consiste a mesurer le
coefficient volumétrique global de transtert d'oxygéne (kia). Plusicurs méthodes
existent pour ce faire. mais deux méthodes sont largement utilisées : I"absorption de
I"oxygeéne dans le liquide (Goto et Smith. 1975) et la désorption de 'oxygéne dans le

liquide (Goto ef al.. 1975 et Reiss. 1967).

Bélanger (1994) montre que le taux de transfert d"oxygéne dans un biofiltre a tourbe est
décrit par I'équation suivante lorsque le gaz alimenté a une concentration en oxygeéne

différente du liquide alimenté au bioréacteur :

QdC. =k,a(C. - C*) A d= (2-1)
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ou Q : débit de liquide. C, : concentration en oxygéne a la position z. C* : concentration
en oxygeéne a ['équilibre a une certaine pression partielle dans le gaz, kja : coefficient

volumétrique global de transtert. A : section transversale. z : position longitudinale.

Ce biofiltre est un bioréacteur ruisselant dont ["hydrodynamique suit un modéle
d"écoulement piston. En tenant compte des effets de bouts. le coefticient de transfert

d’oxygene est obtenu par :

o C,
. ¢ 2-
K LU _.l f’th’ ln[ C ] ( 2)

¢

ou Hyii : hauteur du lit. C-: expérience faite avec une colonne vide. sans biofiltre. C.:

expérience faite en présence de biofiltre.

Grice a plusieurs expériences. Bélanger trouve une équation empirique qui relie le
coetticient de transtert d oxygeéne aux diftérents débits liquide et gazeux. et qui ne varie
pas avec la hauteur. le diametre et le gaz utilisé :

kia=c U2UP (2-3)

ot o = 0.20. B = 0.68. ¢ = 0.37. U,: vitesse superficielle du gaz. U, : vitesse

superficielle du liquide.
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CHAPITRE 3 - MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre présentant le matériel et la méthodologie utilisés est traité en six sections.
La premiére porte sur la fagon dont le matériel biologique est préparé et entretenu. Le
deuxiéme expose la méthode utilisée pour parvenir au choix d’un systéme modele
inerte capable de simuler le comportement des racines de carotte. Viennent ensuite les
descriptions des essais hydrodynamiques et de transfert d’oxygéne, en troisi¢me et
quatrieme section. La cinquiéme section présente les bioréacteurs et les cultures.

Enfin, le chapitre se termine par la description des méthodes analytiques.

3.1 MATERIEL BIOLOGIQUE

La transformation des racines par la bactérie Agrobacterium rhizogenes se fait par
I’intégration d’un segment d’ADN (Ri T-DNA) du plasmide Ri (inducteur de racines)
dans le génome de la plante, ce qui induit la prolifération de racines adventives sur le
lieu de la transformation. Les cultures de racines transformées de Daucus carota sont
repiquées en transférant tous les mois environ 1 g humide de racines (WW) avec 80 mi
de milieu White modifié (Bécard et Fortin, 1988) dans un flacon Erlenmeyer de 250 ml.
Les flacons sont agités a 120 rpm en présence continue de lumiére et la température est

maintenue a 23 £ 1 °C.

Pour obtenir des racines de carotte mycorhizées, des spores de Glomus intraradices
Schenck & Smith sont mises en contact in vitro avec les racines de carotte Daucus

carota. Les premiéres cultures mycorhizées ont d’abord été produites a partir de spores
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isolées du sol comme décrit par Chabot et a/. (1992). En laboratoire. les racines sont
préparées dans des boites de Pétri en plastique de 9 cm de diametre. Un morceau de gel
de 1 x 1 x 0.5 cm contenant des hyphes et des spores produites lors de cultures solides a
2 compartiments (St-Amaud e al.. 1996) est d’abord placé avec 0.5 g WW de racines
produites en tlacon agité. dans 20 mL de milieu M (Bécard et Fortin. 1988) liquide pour
trois mois de culture 4 " obscurité et 26 °C. Avant inoculation. les boites de Pétri sont
observées au microscope aftin de vérifier la présence de spores et d’hyphes du
champignon. Les cultures compartimentées sont réalisées dans des boites de Pétri a
deux compartiments isolés ou les racines mycorhizées sont déposces dans un des
compartiments. Les hyphes de champignon sont capables de passer dans | autre

compartiment ct d'ainsi coloniser le gel par des spores.

3.2 CHOIX DUSYSTEME MODELE NON VIVANT

De nombreux essais sont nécessaires pour caractériser I'hydrodynamique d’un lit de
racines de carotte et les cultures sont longues (3 mois) et complexes face au maintien de
la stérilité. Il est donc indispensable de remplacer les racines par un modéle non vivant.
Les critéres de sélection de ce systéme modele sont les caractéristiques hydrostatiques
et hydrodynamiques du lit. et le comportement de |'écoulement. Les valeurs
numériques des critéeres doivent étre équivalents a celles d'un lit de racines

transformeées.
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Au niveau des propriétés hydrostatiques. des tests sur les rétentions gazeuses et liquides
statiques en mode submergé sont développés. Un test sur la perméabilité permet de
comparer les matériaux au niveau hydrodynamique. Comme autre critére de sélection
du matériau. sa porosité ne doit pas diminuer au cours du temps. c’est-d-dire qu'il ne
doit pas y avoir compaction du matériau lorsqu’il est gorgé d eau. De plus. ce matériau
doit préférablement étre non vivant afin de faciliter les opérations en mode non stérile
et il doit étre globalement homogéne (dans son hétérogénéité locale) afin que sa
similitude a un lit de racines de carotte soit reproductible. Lors de précédents travaux.

la luzerne avait été utilisée comme systéme modele. mais sans succes (Durand. 1997).

Les matériaux suivants sont testés aftin d’étre comparés a un lit de racines : corde de
jute (no 530. forte. Lehigh). corde de sisal (no 390. moyenne. Lcehigh). tabac (Drum).
ficelle maison (no 320CA. moyenne. Lehigh). laine a tapisserie (Anchor). Des
morceaux de 10 cm sont coupés et placés sous différentes formes : en noeud pour étre
plus compacts. ou effilochés afin de s'apparenter morphologiquement a une racine (voir
figure 3-1). Chacun des matériaux est testé sous chacune des formes pour différentes
densités du lit de matériau : de la plus petite. définie comme la masse minimum qui
permet au lit de se tenir dans un volume donné. i la plus grande. détinie comme la
masse maximale pouvant étre contenue dans un volume donné. Le matériau choisi doit

avoir les mémes propriétés pour les 3 tests qu’un lit de racines de carotte.



Complet Séparé En noeud Effiloché
Figure 3-1 Différentes formes de cordes testées

Les racines utilisées pour la comparaison proviennent de sous-cultures en flacons
Erlenmever de 250 mL. De ces racines. seuls les noyaux (les coeurs plus compactes)
sont conservés (voir tigure 3-2). La densité observée de ces noyaux de lit de racines
non épongées est de 0.6 2 0.7 g'mL' WW. Le comportement hydrodynamique et le
transfert d’oxygeéne (méthodes décrites plus loin aux sections 3.3 et 3.4) au sein du

matériau choisi sont ensuite comparés a ceux du lit de racines de carotte.

Noyau plus
foncé

Figure 3-2 Racines utilisées pour la caractérisation
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3.2.1 Propriétés hydrostatiques

L’évaluation des propriétés hydrostatiques du matériau en mode submergé est faite a
I"aide des rétentions liquides et gazeuses. Elles sont obtenues & I'aide d’un montage
constitué d'un cylindre gradué en polypropyléne. percé a son extrémité inférieure et
dans lequel une masse connue de matériau est placée dans un volume de 25 ml. En
bouchant I"orifice inférieur du cylindre a I’aide d’une feuille de parafilm tendu. de ["eau
est ajoutée jusqu’'a noyage du lit. Ensuite, le lit est drainé en ouvrant rapidement cet
orifice. On laisse s'écouler toute I'eau qui n’est pas retenue dans le lit. ce qui peut
prendre jusqu'a 5 secondes. Ces deux manipulations permettent de déterminer la

rétention gazeuse (€,) et la rétention liquide statique (&)

M

F ; ;
eaudramnée ean drainée
£, = = (3-1)

g -
4 I M eau équivalente pour le volume donné de lit

= Cette rétention indique la porosité du lit. c’est-a-dire le degré de vide du lit.

Elle est égale a la rétention liquide dynamique en mode submergé.

vcau gjoutée Vcnu drainée M montage humide — M montage sec
£ Is = = ( 3-2)

Vlit M eau équivalente pour e volume donné de lit

= Cette rétention donne la quantité d’eau piégée par les pores des tibres ainsi
que la quantité d’eau retenue par capillarité a I"extérieur des fibres dans le lit.

Les différents poids sont mesurés précisément a 'aide d'une balance analytique.
p P yuq
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3.2.2 Propriétés hydrodynamiques

Pour évaluer les propriétés hydrodynamiques du matériau, la perméabilité est mesurée
en mode submergé. Elle représente la rapidité avec laquelle le liquide s’écoule dans le
systtme fixe. Pour ce faire. un lit de racines est soumis a différentes tétes
hydrostatiques. variées selon une différence de hauteur entre les 2 niveaux d’eau. La

figure suivante illustre le principe du montage.

Réservorr | (hauteur ajustable)

- -~ - Niveau d'eau
N E' - KNTrop plemn

Delta H
(vanable)

Réservor 2

Lit de
racines

sa e

Figure 3-3 Montage permettant d’évaluer la perméabilité

Plus précisément. le réservoir 1 est alimenté en eau et il se vide dans le tube qui rejoint
le cylindre percé contenant le lit (de 25 mL). Le trop plein d’eau est évacué dans le
réservoir d’alimentation. Toute la tubulure entre les 2 réservoirs étant exempte d’air,
["eau traverse le lit et s’écoule par un second tube pour se vider par trop plein dans le

réservoir 2. La différence de hauteur entre les 2 niveaux d'eau donne la téte
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hydrostatique. La mesure de la vitesse relative de I’eau (débit d’eau par rapport a I"aire
du lit) s’écoulant dans le systéme pour différentes tétes hydrostatiques permet de tracer
une droite dont la pente est utile pour calculer la perméabilité. La perméabilité
s obtient par I’équation de Darcy:

m*u*l
(p*g)=(a, * A*m* p)

K= (3-3)

ou m : pente de la droite (vitesse relative / téte hydrostatique). A : aire du lit, L : hauteur

du lit. o : coetlicient de résistance du montage.

En effectuant des essais & vide. sans lit. une nouvelle droite est obtenue et permet
d"évaluer la constante o qui provient de 1"équation de Darcy pour K=0.

p*eg

o, =———
my*pu* A

r

(3-4)

ot mg: pente de la droite pour le montage a vide.

3.3 ETUDEDE L’HYDRODYNAMIQUE

La distribution du temps de séjour est évaluée grice a I'injection d’un traceur dans
I"alimentation liquide en téte de bioréacteur. Le traceur choisi est de |'eau saturée en
NaCl. d’utilisation trés facile comparativement & un traceur radioactif par exemple.
Une faible quantité de traceur (dans une seringue. de 0.25 mL a 0.4 mL selon I'essai)
est rapidement injectée (impulsion) afin d’éviter de perturber I'écoulement du liquide

d’alimentation. Du milieu frais alimente le bioréacteur et le milieu usé (salé) est
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acheminé dans un réservoir vide. Pour des essais en échelon, au lieu de faire une
injection de traceur. on change d’alimentation liquide d'un seul coup en passant d’un
milieu saturé en NaCl a un milieu non saturé (de I'eau pure ou du milieu de culture) ou

I"inverse.

Une sonde a conductivité est placée dans un support immédiatement a la sortie du
liquide. en bas du bioréacteur. 4 moins de 5 cm de Ia sortie (le minimum possible). La
figure suivante présente le schéma du support a sondes. Un petit circuit de recirculation
du liquide autour de la sonde a oxygene dissous fonctionnant a |'aide d’une pompe
péristaltique (Watson Marlow), permet de garder des conditions dynamiques a la
membrane favorable a une lecture fiable. On évite ainsi que le liquide en contact avec la
sonde soit stagnant ce qui fausserait I'essai. Pour les cultures. un support a sondes en
acier inoxydable (grade 316) est utilisé. alors que pour les essais non stériles. un

support a sondes en plexiglas est utilisé.
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Figure 3-4 Support a sondes

La courbe de la concentration du traceur a la sortie du bioréacteur en tonction du temps
est obtenue grice & un systéme d’acquisition de données (carte d"acquisition LabMaster
qui fait la conversion analogue-numérique. logiciel Labview). Parce que la quantité de
traceur utilisée a chaque essai n’est pas la méme. chaque courbe est normalisée pour

que |'intégrale sous la courbe soit égale a | afin que les courbes soient comparables.

Les essais hydrodynamiques avec le syst¢tme modéle sont faits pour une gamme de
débits liquides variant de 0.1 mL-s" 4 | mL-s" correspondant au débit minimum de la
pompe et du distributeur de liquide et au débit maximum. un peu avant novage. Trois
hauteurs de lit sont testées. soit 0.015 m, 0.06 m. et 0.18 m. Les essais
hydrodynamiques en cultures sont faits au débit d’opération du bioréacteur et aux

hauteurs de lit obtenues par la culture.



3.4 ETUDE DU TRANSFERT D’OXYGENE

La mesure du transfert d’oxygene dans le bioréacteur est obtenue a partir de
I"absorption et de la désorption du bioréacteur en oxygeéne. Lors d’une désorption. le
bioréacteur est initialement alimenté en oxygéne: le gaz alimenté est de l'air et le liquide
alimenté est saturé en oxygeéne par bullage préalable d’air dans le réservoir (bulleur en
acier inoxydable poreux de 2 um). Ensuite. la désorption est initiée par le changement
des alimentations : le gaz alimenté devient de |"azote et le liquide alimenté est saturé
dazote. (voir figure 3-5). La sonde a oxygéne dissous (polarographique : Ingold.
Urdorf. Suisse) est placée a la sortie du bioréacteur dans le support a sondes. La sonde
est reliée au systeme d acquisition de données. ce qui permet de mesurer dans le temps
la concentration en oxygene dissous dans le liquide. Une tois le bioréacteur totalement
désoxygéné (lorsque la concentration en oxygéne dissous tend vers zéro). le processus
recommence en changeant les alimentations en azote pour des alimentations en air afin
d'obtenir la courbe d’absorption. Pour les tests de transfert d’oxygéne dans le cas du
systéme modele. des essais sont faits pour une gamme de débits liquides variant de 0.1
mL-s' a1 mL-s! et ce. pour trois hauteurs de lit (0.015 m. 0.06 m. et 0.18 m). Les tests

de transfert d"oxygéne avec les cultures sont faits au débit d opération du bioréacteur.
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Figure 3-5 Systéme de transfert d’oxygéne

3.5 BIOREACTEURS ET CULTURES

Oo
o°

Réservor de
liquide oxygéné

Les bioréacteurs sont opérés selon un mode aéroponique (phase principale gazeuse) par

ruissellement. Le liquide est contenu dans un réservoir et est acheminé en téte de

réacteur a |'aide d une pompe ou il est dispersé en gouttelettes. En percolant a travers le

lit de racines ou de modele. le liquide traverse le lit jusqu’en bas du réacteur ou il n’est

pas accurnulé. sauf en condition de noyage. et il retourne dans le réservoir.
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Tous les bioréacteurs destinés aux cultures sont stérilisés a 1'autoclave durant | heure
(121°C. 1 bar) et les milieux durant 35 min. La culture des racines se faita 23 £ 1 °C
en présence continue de lumiére. Le milieu de culture est un milieu minimum M
{Bécard et Fortin. 1988) enrichi @ 3 fois la concentration en sucrose. 3 fois la
concentration en NO; ct 10 fois la concentration en phosphate (KH:POy) (voir annexe
A). Certaines cultures sont alimentées par un milieu avec 25 fois la concentration en
phosphate. mais il s’est avéré quune telle concentration n’était pas nécessaire pour
favoriser une bonne croissance des racines étant donné I'accumulation importante de ce
nutriment (Jolicocur. 1998). La majeure partie des cultures ont donc été mendes avec
une concentration en phosphate de 10 tois la concentration du milieu minimum. Les
milieux de culture sont enrichis afin de favoriser la croissance des racines. La plupart

des cultures utilisent des racines non mycorhizées a 'exception de quelques cultures

pour le choix du garnissage (voir section 3.5.2.2).

Plusieurs configurations de bioréacteurs sont utilisés dans ce projet. Le premier
bioréacteur. non stérile. a permis de valider le choix du systéme modeéle par des essais
hydrodynamiques et de transfert d"oxygéne sur le systéme modéle et sur un pseudo lit
de racines de carotte formé d’amas de racines provenant de plusieurs tlacons. Le
deuxiéme type de bioréacteur a servi a faire les cultures destinées aux essais
hydrodynamiques et de transfert d’oxygeéne sur un lit de racines ainsi qu"a faire le choix
du garnissage pour les cultures de racines de carotte. Enfin. des bioréacteurs de 6 L et

20 L sont utilisés pour effectuer les cultures avec gamissage en situation pré-pilote.
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3.5.1 Réacteur pour les essais non stériles

Les essais en réacteur avec le systéme modele sont réalisés dans un réacteur de 2.3 L
(volume utile de 1.5 L). d"un diameétre de 0.1 m et d’une hauteur de 0.3 m. muni d’un
fond en plexiglas a courbure parabolique pour favoriser ["écoulement du liquide. Un
simple grillage métallique (2 mm de maillage) est posé au fond du réacteur pour
supporter le lit.  Un grillage identique recouvre le lit lors des essais atin de confiner les

fibres dans le volume voulu. imposant ainsi la densité désirée.

Une alimentation gazeuse prés de 'alimentation liquide est prévue pour fournir un
faible débit (200 ccmin™). réglé par un débimeétre (Brook). Un tube d’évacuation des
1az est aussi présent. La figure suivante montre les principales composantes du

~

réacteur.
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Figure 3-6 Montage pour les essais avec le systéme modéle (non stérile)

Deux alimentations liquides sont utilisées. La premiére est une alimentation brouillard
fournie par une buse a parfum et la seconde est une alimentation par gouttes aléatoires.

tel que décrit par Bélanger (1994).

L alimentation liquide pour le systéme aléatoire se fait en un point fixe sur un cone
perforé (figure 3-7) de 8.5 cm de diamétre mis en rotation (moteur Von WeiseGear co.)

tournant & 7 tours/minute. Ainsi, les gouttes s’écoulent sur le cone et chaque goutte
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passe par un trou différent grice a la rotation du cone. Donc. le liquide est distribué sur

toute la surface du lit.

Afin que le réacteur soit étanche par le haut et que le volume mort d air soit le plus
faible possible. le cone perforé est recouvert d’un second céne de 10 cm de diamétre
venant s'imbriquer parfaiternent dans le cylindre du réacteur. L arbre de rotation du
moteur traverse ce second cone pour rejoindre le cone perforé. Ce style d'alimentation
est inspiré des travaux faits par Bélanger (1994). qui aprés expérimentation. obtenait
une distribution uniforme du liquide avec deux points d’alimentation. La figure

suivante représente le distributeur congu par Bélanger.

Canaux d'écoulement

Figure 3-7 Distributeur liquide (Bélanger, 1994)

Cette configuration a été modifiée par Durand (1997) par I’agrandissement des canaux
découlement et I’ajout de dentelures pour favoriser la formation de gouttes. C’est cette

méme configuration qui est réutilisée pour le projet. comme le démontre la figure 3-8.



Figure 3-8 Céne de distribution modifié

3.5.2 Bioréacteursde 1 L et 2 L pour les cultures

Tous les bioréacteurs utilisés sont construits & partir de jarres autoclavables (11 ecm [D x
I3 c¢m hauteur) en polycarbonate (Nalgene. Sybron International. Rochester. NY.
USA). Les jarres sont fermées avec un couvercle modifié permettant ["alimentation
liquide et gazeuse. Des filtres a air stériles 0.3 um (bacterial air vent: Gelman
Sciences. Ann Arbor. MI. USA) permettent un échange d’air stérile avec I'extérieur et
un condenseur minimise les pertes de liquide par évaporation. Les racines sont retenues

dans le bioréacteur. au fond, par un grillage en acier inoxydable (100 um de maillage).

3.3.2.1 Bioréacteur pour culture de lit simple

Les cultures de lit simple de racines de carotte (culture sans support de culture) servent
a la réalisation d'essais hydrodynamiques et de transfert d’oxygéne. Le bioréacteur

utilisé est un imbriquement de 3 jarres jointes au silicone (figure 3-9) d'un volume total



64

de 3.6 L (0,113 m de diamétre. 0.36 m de hauteur et un volume utile de 2.7 L). Les
inocula sont de 10g WW de racines non mycorhizées. Les cultures sont menées avec

environ 1.5 L de milieu liquide dans une bouteille.

i1l

- A
support 8
sondes

Figure 3-9 Bioréacteur pour lit simple

Quatre cultures sont menées avec ce bioréacteur. La premiére est faite a partir d’un
inoculum de 46 g WW. Le liquide est alimenté grice a I’atomisation par écoulement
croisé de I'alimentation en gaz (80 mL-min” d’air) et de I"alimentation du milieu
liquide (15 a 30 mL-min™) (adapté de Jolicoeur, 1998), pour donner entre 3 et 5 VVM

(volume de gaz par volume de liquide par minute). Une goutte se forme sur la pointe
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du tuyau puis est pulvérisée en ftines gouttelettes par le courant d’air. En plus de cette
pulvérisation du liquide, la goutte résiduelle est redistribuée a I'aide d’un cylindre en
polypropviéne (figure 3-10). Celle-ci se remplit de liquide jusqu’aux trous
d’écoulement. Le liquide s’écoule par les trous du cylindre et coule le long des rampes
de distribution pour tomber sur le lit. Sans cette distribution additionnelle du liquide.

une goutte tomberait continuellement de 20 cm de haut au méme endroit sur le lit.

Les trois autres cultures sont taites a partir d’inocula de 20. 20 et 38g provenant de
plusieurs Erlenmeyers de 250 mL. La distribution du liquide est assurée par un
atomiseur de type Unijet (TG-ss 0.4. spraying systems, John Brooks. Pointe Claire, Ca)
avec un débit de 0.7 mL's” pulvérisant le liquide en trés fines gouttelettes (de 10 pm a
I mm). Dans ce cas. 'oxygénation de la culture est assurée par un bulleur placé dans le
réservoir du milieu de culture ainsi quun débit dair d*environ 300 cc-min’ placé en
téte de réacteur. Les cultures faites avec un distributeur de type Unijet avaient un filtre
en polyester (matériel 7607, Textel inc.. Ste-Marie de Beauce. Canada) placé devant
I"alimentation afin de retenir toutes les particules contenues dans le milieu et qui

auraient pu bloquer I"alimentation.
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Figure 3-10 Distributeur de liquide

Pour permettre de comprendre les etfets de parois ayant lieu dans les bioréacteurs. une
autre culture est menée dans un bioréacteur pour lit simple (sans support de culture)
dans un tres petit bioréacteur. Le bioréacteur de 0.6 L est un cylindre de polypropyléne
de 0.025 m de diamétre et de 0.12 m de hauteur (volume utile de 0.4 L). L alimentation
du milieu de culture est faite grace a une atomisation par écoulement croisé, tel que
décrit précédemment. Le bioréacteur est inoculé avec | g WW de racines. Les 400 mL

de milieu de culture sont circulés a un débit de 0.1 ml-s™.

3.3.2.2 Choix du garnissage

Afin de choisir un garnissage assurant le meilleur accrochage des racines. des cultures

de racines sur différents garnissages sont menées. Un plan de tamisage est construit a
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partir de trois variables qui semblent jouer un rdle déterminant pour la qualité de
I'accrochage. De cette analyse, huit essais en bioréacteurs sont identifiés et répliqués
(tableau 3-1). ce qui fait 16 cultures. Deux types de garnissages sont testés. Tri pack
(TP) et Pall rings (PR) (polypropyléne. Fabco plastics. Montréal. Ca). 2 grandeurs de
garnissage (17 et 27) (voir tigure 3-11). ainsi que deux types d’inoculation (morceaux
d’inoculum placés au centre des garnissages et morceaux d’inoculum dispersés
aléatoirement). D’autres types de garnissages auraient pu étre utilisés. mais il a été
choisit de tester des garnissages de géométries trés différentes dans le but de dégager

une tendance.

Tablexau 3-1 Plan factoriel complet

Essais A B C
1 - - R
2 + - -
3 - + .
4 + + -

W N O W
+
'

+ o+ o+ o+
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Figure 3-11 Types de garnissages utilisés

Tableau 3-2 Facteurs et modalités pour Panalyse statistique

Facteurs - +
A Type de garnissage TP PR
B Diametre " 2"
C Type d'inoculation [Placée Aléatoire

Trois critéres qualitatifs sont utilisés pour choisir le meilleur garnissage. soient le

remplissage. la distribution dans le bioréacteur et I’accrochage (tableau 3-3).

Tableau 3-3 Critéres pour la sélection d’un garnissage

Réponse

Y1 Accrochage des racines sur les garnissages
Y2  |Distnibution des racines dans le bioréacteur

Y3 Remplissage des garnissages par les racines
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Un classement de performance permet dattribuer une note pour chaque réponse selon
le degré de satisfaction. La note pour le pourcentage de remplissage est donné comme
suit : 10 si la moitié des garnissages sont remplis @ 100%. 8 si la moitié des garnissages
sont remplis a plus de 50%. 3 si la moitié des garnissages sont remplis a plus de 20%. 2
si 50% des garnissages sont remplis a moins de 20%. La distribution des racines dans
le bioréacteur est évaluée globalement (par exemple. une mauvaise note est attribuée si
toutes les racines sont au fond du bioréacteur). Pour évaluer la qualité de I'accrochage
des racines sur le garnissage on laisse tomber le gamissage d’une hauteur de 2 m sur
une surface dure plusieurs tois de suite et son poids est mesuré aprés chaque chute. La
« note » est attribuée en fonction de la perte de racines a chaque chute. Une note de 10

est attribuée lorsqu'il n'y a pas de perte de poids.

A I"aide des réponses. on calcule les contrastes. les sommes des carrés et les demi-effets

des contrastes (voir I"annexe C pour le tableau de calcul) qui se définissent comme suit:

k k
contraste: C= Zam, -h avec Zam, =0
=]

(3-5)

ou k: nombre d'essais. tn: modalité (+ ou -). Y,: valeur moyenne de la variable

réponse pour | essais 1.

somme des carrés: SS(C) = AL (3-6)



70
ou n,: nombre de réplicats.

A

= | C
demi-effet: = 5 2— (3-7)
“ (04

my

agny >0

Grace aux sommes des carrés associées a un contraste pour chaque réponse. il est
possible de faire un test de signification des contrastes afin de séparer les effets
importants de ceux qui ne le sont pas. Le diagramme d’éboulements de Paréto illustre
de fagcon graphique I'importance relative des différents contrastes pour chacune des

trois variables réponses.

Les conditions de culture sont les mémes que pour les cultures de lit simple de racines.
Les jarres utilisées pour les cultures avec garnissages de 17 sont les mémes que
précédemment. saut qu'une jarre est suffisante pour fournir un volume de culture
adéquat (diametre 0.113 m. hauteur 0.13 m. volume 1.3 L. volume utile 0.8 L). Pour
les essais avec des garnissages de 27, beaucoup plus gros. un agencement de deux jarres

est nécessaire (diameétre 0.113 m. hauteur 0.24 m. volume 2.4 L. volume utile 1.8 L).

En général. les inocula utilisés sont des racines non mycorhizées. Cependant. cing
essais sont menés avec des racines mycorhizées afin de mettre en évidence un écart
possible de comportement avec les racines non mycorhizées. Les inocula sont de
petites quantités (~1-2 g WW) placées a la main dans les bioréacteurs sous une hotte a

flux laminaire. Dans chaque bioréacteur. I'inoculum total est de 10 g WW pour les
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bioréacteurs avec garnissage de 17 et de 20 ¢ WW pour les bioréacteurs avec
garnissages de 2. Pour les essais dont le type d’inoculation est placée. les racines sont
introduites délicatement dans chaque garmissages qui sont alors déposés dans le
bioréacteur. Pour les essais dont le type d’inoculation est aléatoire. les racines et les
garnissages sont introduits alternativement dans le bioréacteur. Certaines cultures ont
des inocula de I g WW afin de vénfier si de petits inocula forment des amas de racines
moins denses en fin de culture et s’ils assurent une meilleure distribution des racines sur

chaque garnissage.

Le milieu de culture liquide est atomisé au-dessus des racines par 1"écoulement croisé
de I"alimentation en gaz (80 mL-min’' d’air) et de I"alimentation du milieu liquide (15 3
30 mL-min'). Le milieu est circulé en continu du fond du bioréacteur jusqu'a
I'atomiseur. Toutes les cultures sont menées avec un volume de 250 ml de milieu

liquide (figure 3-12). Cette configuration est adaptée de Jolicoeur (1998).
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Figure 3-12 Bioréacteur pour le choix du garnissage

Une autre expérience est menée avec un bioréacteur de 2.4 L (diametre 0,113 m.
hauteur 0.24 m. volume utile 1.8 L) pour l'observation du développement d’un
inoculum de racines placées dans un garmnissage au milieu de plusicurs garnissages
vides (méme expérience que pour le bioréacteur le 6 L. voir section 3.3.3). Pour cette
expérience. des garnissages Tri pack de 1™ sont utilisés et un inoculum de moins de | g

WW est placé au centre d"un garnissage au milteu du bioréacteur.

3.5.3 Bioréacteurs de 6 L et 20 L pour les cultures

La premiére expérience est réalisée dans le bioréacteur de 6 L et vise a observer le
développement d'un inoculum de racines placées dans un ganissage au milieu de

plusieurs garnissages vides. La moitié inférieure du bioréacteur est remplie de
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garnissages vides lors de la stérilisation dans P'autoclave. Lors de I'inoculation. un
ganissage provenant d’une autre culture, déja rempli de racines (avec ~2 g de racines)
est introduit dans le bioréacteur et ensuite recouvert de gamissages vides. La seconde
expérience est réalisée dans le bioréacteur de 20 L et permet des mesures
hydrodynamiques sur une culture dont les racines (100 g WW d’inoculum), lors de
"inoculation. sont placées dans des garnissages a la main. sous une hotte a flux

laminatire.

Ces bioréacteurs sont composés d’un cylindre de verre avec une base et un couvercle en
acier inoxydable. Le fond du bioréacteur est de forme toroidale permettant I"écoulement
du liquide. Pour le bioréacteur de 6 L. le diamétre est de 0.15 m et la hauteur est de
0.45 m pour un volume total de 8 L (volume utile de 6 L) et pour le bioréacteur de 20 L.
le diametre est de 0.23 m et la hauteur est de 0.45 m pour un volume total de 20 L
(volume utile de 12 L). La distribution du liquide est fournie grice a |"écoulement
croisé de ["alimentation liquide et de I'alimentation en gaz pour le bioréacteur de 6 L et
par un atomiseur Unijet pour fe bioréacteur de 20 L. Les cultures de ce bioréacteur sont
faites sur des garnissages Tri pack de 2. Les cultures sont menées avec environ 1 L de
milieu liquide. La figure 3-13 présente le montage pour le bioréacteur de 6 L qui est

trés semblable au montage du bioréacteur de 20 L.
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Figure 3-13 Bioréacteur de 6 L

3.6 ANALYTIQUE

3.6.1 Echantillonnage et récolte
Un échantillon du milieu est prélevé a chaque changement de milieu et au moment de la
récolte. Les échantillons sont filtrés a 0.45 pm et conservés a =20 °C jusqu’'a leur

analyse. Les racines sont récoitées a la fin des cultures et leur poids humide total est
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mesuré. Les poids humide (WW) et sec (DW) (24 heures a 80 °C) d un échantillon de

racines sont mesurés.

3.6.2 Analyse des nutriments extracellulaires

Les principaux ions du milieu de culture sont analysés a I'aide d'un HPLC Dionex
(Dionex Canada Ltd. Oakville. Canada) équipé d'une pompe. d'un injecteur
automatique, d’un détecteur électrochimique opéré en mode conductivité. et contrdlé
par un logiciel Dionex AI-430. Les ions sont analysés d une température de 23 + | °C.
Les anions sont séparés par une colonne 4 x 250 mM [ONPAC AG4A-SC (Dionex) et
un supresseur anionique (Dionex. ASRS-1). La phase mobile est une solution tampon
aqueuse de bicarbonate (1.8 mM Na,COj; et 1.7 mM NaHCO;) alimentée a un débit de
2mL'min”. Les cations sont séparés a I"aide d"une colonne 4 x 250 mM [ONPAC CS-
12 (Dionex) et d’un supresseur cationique (Dionex. CSRS-1). La phase mobile est une

solution aqueuse d"acide méthanosulphonique (20 mM) et circule a ImL-min’".
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CHAPITRE 4 - DEVELOPPEMENT DES MODELES ET DES PA RAMETRES

L’intérét de réaliser une étude hydrodynamique d’un bioréacteur réside essentiellement
dans le développement d’un modéle qui décrit son comportement. Ce modéle permet
de comparer un bioréacteur réel 4 un agencement de réacteurs idéaux dans le but ultime
d’en comprendre et prévoir le comportement. Cette section est donc destinée au

développement d’un modeéle qui décrit le comportement du bioréacteur ruisselant.

4.1 MODELE HYDRODYNAMIQUE

Lorsqu’on observe des courbes de distribution des temps de séjour (DTS), il est souvent
possible de caractériser les comportements d’écoulement du liquide simplement a partir
de la forme des courbes. Certaines « non idéalités » sont immédiatement identifiables
comme, par exemple, un court-circuit qui fait apparaitre deux sommets sur la courbe ou

un volume mort qui se caractérise par une longue trainée.

Pour dépasser le niveau d’une simple observation visuelle, il faut regarder de plus prés
les données discrétes de concentration du traceur a la sortie du réacteur. Mais avant de
procéder a cette analyse, il est important de normaliser les courbes, c’est-a-dire de les
ramener a une base commune, parce que la quantité de traceur injectée peut varier d’'un
essai a 'autre. Pour ce faire, il suffit de diviser les données discrétes par la quantité de

traceur injectée, ce qui donne des courbes dont I’intégrale est unitaire :
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E(:):;;Eﬂ— et JE@di=1 (-1

IC(r)dt 0
0

ou E(t) : fonction de distribution du temps de séjour et C(t) : concentration du traceur a
la sortie du réacteur. Deux informations de base sont extraites de ces courbes de
distribution du temps de séjour. Il s’agit du temps de résidence du traceur dans le
bioréacteur (premier moment de la courbe) et de la variance (deuxiéme moment de la

courbe) :

]:IE(I)(II

r=2 =J1£‘(r)dt (4-2)

JEwar °
0}

o’ =J(r—r)zE(f)¢!r ( 4-3)
0

Une fois cette étape terminée. on peut comparer les courbes uniformisées de DTS avec
celles des réacteurs idéaux. parfaitement mélangés (CSTR) et écoulement piston.
Lorsque les données expérimentales ne semblent pas suivre un modéle idéal. il est
fréquent de s’en remettre au modéle des réacteurs parfaitement mélangés en série et au
modeéle de dispersion axiale. Pour ce premier modéle. celui des CSTR en série, le
nombre de réacteurs « n » est variable, mais le volume de chacun est identique. On

calcule le nombre de réacteurs « n » a partir des valeurs de Tet 6° :
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n=— (4-4)

Le temps caractéristique T; est le méme pour tous les bioréacteurs et correspond au

temps de résidence moven divisé par n que I’on calcule de la fagon suivante:

r == ( 4-5)
n

On représente le modele de réacteurs parfaitement mélangés en série par |"équation
suivante :

Eny= : e (4-6)
(n=-Dig]

Dans le cas du deuxiéme modéle. celui de la dispersion axiale. I"écoulement piston est
additionné de la composante diffusionnelle du traceur qui le disperse. Le nombre de
Péclet (Pe) permet de caractériser cette dispersion. Il représente le rapport entre le taux
de transport par convection et le taux de transport par dispersion. Dans un systéme aux
conditions de frontiéres fermées. ¢ est-a-dire ou il n’y a pas de dispersion avant le point
d’injection ni aprés le point de sortie. ["équation suivante permet de relier le nombre de

Pe au temps de résidence moyen et i la variance :

ol 2 2 p
= ol 4-
3 o ( ) (4-7)
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Puisqu’il n'existe pas de réponse analytique pour représenter le modele de dispersion
axiale en conditions de frontiéres fermées. on peut se référer aux courbes de DTS
tracées pour plusieurs Pe (Levenspeil. 1972). Notons que I'hypothése qui dirige le
modeéle de dispersion axiale et qui stipule que le mélange suit un modéle simple de type
fickien (la ditfusion est fonction d un gradient de concentration et d un coefticient de

ditfusion) n'est pas valable pour de grandes dispersions.

Lorsque les courbes de DTS des données discrétes ne sont pas représentées par ces
modéles simples 4 un seul paramétre. on choisit d'utiliser un modele a plusieurs
paramétres. Une option consiste a conserver la forme du modéle de CSTR en série. En
tixant le nombre de réacteurs. on fait varier le volume de chaque bioréacteur pour ainsi
avoir des temps caractéristiques différents dans chaque réacteur. Dans sa forme la plus
simple. ce modele contient deux réacteurs. ce qui en fait un modeéle a deux parameétres.

et se décrit de la fagon suivante :

|
E(ty= ——(e7') —em1m)y ( 4-8)
L

On ajuste les deux parametres de fagon a ce que la courbe du modéle se rapproche de
celle des données discrétes du bioréacteur réel. Un détail dont il faut tenir compte est le
délai (o). le moment entre 1'injection et la sortie du bioréacteur (représentant le début
de la courbe de DTS). Pour effectuer cet ajustement. on ajoute un bioréacteur de type

piston en série avant les deux CSTR. Le modele prend alors la forme suivante :
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(e—(r—ah’r,

E(!) = _e—H—a]/F:) (_;_())

l 2

4.1.1 Courbes DTS échelon

Pour tester la validité des courbes de DTS obtenues par injection de traceur. on les
compare aux courbes de DTS d’une courbe échelon. Ces essais « échelon » sont
réalisés en changeant brusquement la concentration de traceur dans |'alimentation
liquide du bioréacteur (de faible a forte. par exemple). La figure suivante montre la

forme de la fonction échelon. F(t).

| | [
1.0 - ——
Z i i
03 - -
0.0 : L :
0 200 400 600 800
Temps (s)

Figure 4-1 Exemple d'une courbe échelon expérimentale en fonction du temps

La courbe échelon se définit globalement par I’équation suivante :
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F(t)=jE(1)a’t (4-10)
i}

On peut donc obtenir une courbe de DTS «injection » simplement en dérivant les

données de DTS d une courbe échelon.

4.2 METHODE DE DECONVOLUTION

Une des caractéristiques d'un lit de racines en croissance est quavant d atteindre la
maturité. le lit de racines demeure trés mince et la majorité du volume du bioréacteur
reste vide. Le liquide ruisselle alors en abondance sur les parois et une faible
proportion passe a travers le centre du lit de racines. Et. méme lorsque le lit devient
plus épais. ce phénomene persiste a cause de ['atomisation du liquide qui projette
beaucoup de liquide sur les parois. Satterfield (1975) indique que ce ruissellement de
paroi peut représenter jusqua 30 a 60% de |"écoulement dans les colonnes a
garnissages. [l devient donc ditficile de différencier I"ettet du lit de celui des parois
dans I"analyse des courbes de DTS alors que ['on cherche précisément a caractériser le

lit de racines.

Cette observation suggére alors d’éliminer des courbes générales de DTS I'effet du
ruissellement sur les parois. Pour parvenir & cette fin. on mesure 1'effet de paroi par les
courbes de DTS du bioréacteur a vide (i.e. sans lit de racines). Puis on utilise le

concept de « convolution » qui permet de passer d’un signal d’entrée a un signal de
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sortie, grice 4 une fonction de transfert qui en fait n"est que la fonction de distribution
du temps de séjour E :

Csome = Cenrrée *E ( 4-1 I)
Si I'on inverse le concept de convolution. |'effet du bioréacteur a vide peut étre éliminé
simplement en « déconvoluant » le signal de sortie par la courbe du bioréacteur a vide
tel que synthétisé par le schéma suivant. Par une premicre expérience. on fait une
injection dans un réacteur a vide. ce qui permet d obtenir le signal de la concentration
du réacteur a vide. Ensuite. on fait une deuxiéme expérience dans laquelle le réacteur
contient un lit. Cette deuxiéme expérience permet d obtenir le signal de concentration
du lit et du réacteur a vide ensembles. Par la déconvolution. on enléve du signal de

sortie « global » le signal de la concentration du réacteur a vide. La déconvolution est

effectuée a I"aide de la méthode numérique des moindres carrés.

Cenrrée Cré 4 3 vidl . Csonie
Réacteur a vide ——“—w Lit de racines

P P —

Ereacteura vide : ELit de racines

. - = . * . . e . . * .
Creacreur a vide Cen{ree Ercnctcur a vide Cmrtre Creucleur a vide ELI!

= ELil = Csome / Créacreurd vide

Figure 4-2 Représentation schématique de la convolution dans le bioréacteur
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Les courbes de DTS dont on a retiré la fraction du bioréacteur a vide permettent de
modéliser le comportement du lit seul. et on peut y appliquer le modéle des deux CSTR

en série de volumes différents.

Il est important de noter que la méthode de convolution est valable pour un systéme
linéaire, pour lequel il nexiste pas d’intéraction entre les éléments. Cette condition est
respectée lorsqu’on est en présence d’un lit de faible épaisseur. Par contre. si e lit est
plus épais. cette condition est moins respectée car les parois ont un eftet important sur
le comportement du lit. Puisqu’il n’existe pas dautres tagons de séparer ces signaux. la

méthode de déconvolution reste une bonne approximation. méme si elle a des limites.

4.3 LE NOMBRE DE PECLET COMME PARAMETRE

Le nombre de Péclet est un paramétre couramment utilisé pour caractériser la
dispersion axiale d’un écoulement. tel que discuté précédemment a la section 4.1
L'équation 4-7 permet de calculer le nombre de Péclet a partir des moments de la
courbe (temps de résidence moyen et variance). Pour relier ces demiers au modéle des
deux CSTR en série de volumes différents. il faut retourner aux définitions de ces deux

termes :

oS -{r-a) -{-ay

rzj-t-E(t)dt=J‘?i—;—- e U o—e B Ldr (4-12)
0 0 2
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olz‘{l;(t—t)z-E(t)dtzj;%:_—?—- ho_e = |dt (4-13)

2

Dans la section 5.4.3. une analyse du nombre de Péclet en fonction des diftérentes

conditions d opération est présentée.

4.4 TEMPS DE MELANGE

Un autre parametre caracténstique de 1"hydrodynamique d un réacteur est le « temps de
mélange ». Il sagit du temps nécessaire pour que la concentration de traceur a la sortie
du bioréacteur diminue jusqu'a 10% de la concentration maximale atteinte (voir tigure

4-3).



~ i Concentration a

C( I 7§ lasortie
. g > temps
t=0 -

Temps de mélange

Figure 4-3 Description du temps de mélange

De plus. ce parametre s’avere tres utile pour comparer différentes configurations car il
permet de dégager des conclusions sans avoir 4 déconvoluer chacune des courbes de
données discrétes. En eftet. les tendances des temps de mélange s avérent identiques
dans les deux cas dtudiés. celui du lit seul et celui plus global du « lit et du réacteur a

vide ».

4.5 MODELE DE TRANSFERT D’OXYGENE

Dans le réacteur a percolation. comme celui utilisé dans ce travail. la phase continue est
Zazeuse et la phase dispersée est liquide. Tel que décrit dans la section 3.4 (Matériels et
méthodes). la mesure du transfert d’oxygene se fait en désorption par de |"azote ou
I'inverse. Alors que le réacteur fonctionne normalement. avec un liquide saturé en air
et une alimentation gazeuse d’air. on change subitement ces alimentations pour une

alimentation de liquide exempt d oxygeéne et une alimentation gazeuse d azote. On



86

mesure la concentration en oxygéne dissous dans le liquide a la sortie du réacteur et on

obtient une courbe de désorption d’oxygeéne.

Puisqu’il s’agit du méme réacteur. le transfert d’oxygene doit suivre le méme
comportement que |"hydrodynamique, soit un modéle de 2 CSTR en série de volumes
différents. Malheureusement. T et T, ne sont pas disponibles pour toutes les conditions
opératoires a cause de I'impossibilité de déconvoluer certaines courbes de DTS et d'y
appliquer le modeéle pour trouver T et T2 Il faut donc développer le modéle de transfert
d’oxygene selon deux modeles hydrodynamiques. un modéle a 1 CSTR. qui servira de
premicre approximation. et un modele a 2 CSTR en série de volumes différents. afin de

pouvoir traiter toutes les courbes de transtert d’oxvgéne disponibles.

Deux ¢éléments contribuent au transfert d'oxygéne dans le réacteur: le liquide
dynamique (qui circule dans le lit) et le courant gazeux alimenté en téte de réacteur.
Deux éléments font obstacle a cet échange: le liquide statique (qui représente la
rétention liquide statique) et le gaz contenu dans le lit. Certaines simplifications sont
faites afin de faciliter I'analyse des courbes. Etant donné la faible solubilité de
I"oxygéne dans le liquide. il est raisonnable de croire que le principal échange avec le
liquide statique se fait avec le gaz. De plus. puisqu’aucune information n’est disponible
sur la concentration en oxygéne du liquide statique. et que, en premiére hypothése, le
réacteur suit un modéle parfaitement mélangé (avec 1 CSTR). on peut supposer que

tout le liquide statique dans le lit de racines a une concentration en oxygéne dissous
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égale a la concentration du liquide qui sort du réacteur. Ainsi. seuls deux éléments
seront pris en compte : le courant de liquide dynamique qui renouvelle graduellement le
liquide statique et I'échange entre le gaz en téte de réacteur et le liquide statique qui

accélére le transfert.

A partir de ces hypothéses. et en traitant le transfert entre le gaz et le liquide comme
dans un réacteur submergé, on peut dcrire |'équation de bilan de matiére sur le

réacteur :

ic
= l/ ¢ sorfie ( 4_14)

ocC - 0C, e FEiC*=C
dt

- entree = sortie mrm')

ou Q :débit de liquide. K a: coetficient volumétrique de transfert d’oxygéne. V:
volume du réacteur C* : concentration en oxygeéne a saturation avec le ga7z. Cenpee :
concentration en oxygeéne dissous dans le liquide a lentrée du réacteur et Cyone :

concentration en oxygéne dissous dans le liquide a la sortie du réacteur.

Il est possible de modifier cette équation pour faire apparaitre T. le temps de résidence

moyen du liquide dans le réacteur:

dC

sortie  _ entrée

dt

, 1
+x,aC*-C_ .. (?+KLa) (4-15)

La solution de cette équation ayant comme condition initiale Csonie = Csontieo doniie :
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. . —C";"' +K,aC* {na«%]r -—C"';'" +K,aC*
C =(C —_— ) * —

_ 4-16
sortie sortie() (KLU"'%) (K‘,_a+%) ( )

Dans le deuxieme cas. on prend comme hypothése que le réacteur suit un modéle de
deux CSTR en série de volumes différents. Puisque le gaz ne circule pas i travers tout
le lit (I'entrée et la sortie de gaz se trouvent en téte de réacteur). la concentration de gaz
dans le lit n"est strement pas uniforme. Il faut poser I"hypothése que la concentration
du gaz est uniforme mais différente dans chacun des réacteurs. Pour le premier réacteur
de la série. on a donc un gradient de transtert ou la concentration du gaz est supposée
dgale 2 C* (concentration en oxygeéne en équilibre avec le gaz alimenté). Pour le
deuxiéme réacteur. la meilleure approximation que l'on puisse faire est d'estimer la
concentration du gaz & C;. la concentration en oxygene a la sortie du premier réacteur.
On peut donc écrire les équations de bilan de matiére pour chacun des réacteurs selon

I'équation 4-15 :

c, C, . —C
«uey — _enirée 1 +KLa(C*—C|) ( 4_17)
dt T
dCsume _ Cl - C’.mme
—_ +K’LH(C] _C.wrrre) ( 4‘18)
(1’ 7.'-,

&

ou T; et T»: temps caractéristiques des 2 réacteurs et C,: concentration en oxygéne

dissous a la sortie du premier réacteur et a ["entrée du second.
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En prenant les transformées de Laplace des 2 équations. on obtient :

Cenlrée KL aC *
CsarneO I.s s
= 1
Ci(s) = , (4-19)
(s+7 +K.d)
. Coornen + C1 (N5 +5,a)
Csume (3) = ’ : ( 4‘20)

l
(s+7+ K, a)

Puis en incorporant I'équation 4-19 dans 4-20 et prenant la transformée de Laplace

inverse. on obtient :

| 1 1 |
il Corneo (“:I- +Ka)| ~t=expan et
s (" * : : r 2
¢ sortie “) =C sore) € i ) e ' —¢€ +
(E - 71)
. | | ( 4-21)
~E K aC I —(—+KaM 4K
5 L ! r i r, "
1 I+ |\ +Kxpale ™ =\ +Kale
(5 +K,a) LTl '

1

Dans le cas d’un lit de racines. il faut tenir compte de la respiration. La consommation

d’oxygene par les racines est donnée par :
OUR=qu:* X (4-22)

ou OUR : taux de disparition d’oxygéne (oxygen uptake rate). go; : taux spécifique de

consommation d oxygene et X : concentration de la biomasse.
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Pour les racines de carotte. qo2 est égal a 0.5 mmol g-h" DW (M. Jolicoeur. données

non publides) ce qui est similaire aux taux observés chez d’autres espéces de plantes

(Van Gulik et al.. 1989).

[l faut donc ajouter la composante de la respiration aux équations de bilan 4-14, 4-17 et

4-18. ce qui donne les équations suivantes :

| CSTR:
('..-nfrrr . T % " . ! (-rnlrrr B 3
(‘ ((‘ _T'+'\L‘I( _Q()Z-k * - “{,d+; 4 + *":’H'*'KLU( ( 4 23)
vurtie = sorte) ¢ =
yortie Surte (K.['U‘*'lr) (K/_ﬂ"“lr‘)
2CSTR:
I ~ | 1
) i LT C _mrm,(,(:—{ +K, )| - PaaTtal R
¢ mrne(” =C sorie) €7 + : 1 e ! —e - +
(£-1)
I . .
%’"' +K,aC* -0 X I | ~(—4K M | - ’quul:
(g +K.4) S
I -
QO:‘Y “:-@\Lxlll
T lte

(4-24)

4.6 SYNTHESE DU MODELE

Cette section propose une synthése des éléments du modéle hydrodynamique. afin de

rassembler et clarifier les concepts.
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La déconvolution de la courbe de DTS de C,onie permet d’obtenir la courbe de DTS

pour le lit seul (Ej).

Cenrre'e Crs tayr 3 vide Csorﬁe
Reéacteur a vide |———""2Y080 | it de racines

. Ereacteurawde - " . EvLit de racines

Un modele qui représente bien les courbes Ejj est le modéle des deux CSTR en série de
volumes différents (équation 4-9) :

! ed .
E(l) - (¢ (1~ 1 —¢ Y :u/r:)

Les premier et second moments de ce modele sont calculés a partir des définitions de

ces termes (équations 4-12 et 4-13) et a I'aide des paramétres 1, et T du modéle :

il o -{r-a) —{1-a)
!
ry=[rEmdi=[——|e % -¢ % |
0 IS
= B 2 -(r-a) —tr—c)
2 (1 —1,) .
0".\/=I(f—1m)2'5(l)clt=I—H— e O —e " |t
0 0 Sl

Grice aux valeurs des deux moments. on peut calculer le nombre de Péclet pour des

conditions de frontiéres fermées (équation 4-7) :



Le temps de mélange est un autre paramétre qui permet I"analyse des courbes de DTS.
Il s"agit du temps nécessaire pour que la concentration de sortie du liquide soit a 10%
de sa valeur maximale. [l est d noter que les temps de mélange des courbes
déconvoluées et non déconvoluées suivent la méme tendance. On peut donc utiliser ce
parametre pour traiter toutes les courbes, surtout celles dont la déconvolution est

impossible.

Le transfert d’oxygeéne sans respiration (pour les essais sur le systéme modeéle) est

modélisé suivant deux cas :

Cmn'rr A 3 o 1) (.fnlnr s 1
T+ K al ‘o [x,a+r / N - +Kal

I CSTR (4-16) C : 1 1
(K, a+7) (Kpa+7)

sortwe

=((ﬁ

sorte)

2 CSTR de volumes différents (équation 4-21).

En ajoutant une composante pour la respiration (pour les essais sur un lit de racines). les
équations sont modifiées pour obtenir 1'équation 4-23 pour le modele a I CSTR et

I"équation 4-24 pour le modele a 2 CSTR de volumes différents.
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CHAPITRE 5 - RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre expose les résultats des expérimentations et travaux qui ont été€ nécessaires
pour cette recherche. La premiére section sert a identifier le systéme modéle non vivant
qui simule le comportement des racines de carotte dans un bioréacteur. La seconde
section traite du choix du garnissage qui est utilisé par la suite dans les cultures en
bioréacteur avec garnissages. On étudie ensuite la distribution spatiale des racines
pendant leur croissance dans un bioréacteur. La derniére section traite des essais
hydrodynamiques qui ont été faits sur trois systémes différents : le systéme modéle, un

lit de racines et un lit de racines sur garnissages.

5.1 CHOIX DU SYSTEME MODELE NON VIVANT

Les cultures de racines transformées présentent plusieurs obstacles: difficulté a
maintenir la stérilité du milieu pendant plusieurs semaines, investissement de temps
considérable pour I'entretien des cultures, complexité des montages expérimentaux.
L’importance de ces obstacles croit en fonction du nombre d’essais et du nombre de
cultures. Etant donné que I’objectif de cette recherche consiste, entre autres, a réaliser
une étude hydrodynamique d’un bioréacteur de racines, ce qui nécessite de nombreux
essais expérimentaux, il s’avére avantageux de remplacer les racines de carotte par un
systéme modéle possédant les mémes caractéristiques. La description des critéres et la
méthodologie de sélection de ce systéme modéle ont été présentées a la section 3-2. Le

choix du systéme modéle s’est fait en comparant les propriétés hydrostatiques et
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hydrodynamiques de différents matériaux avec celles des racines de carotte :

perméabilité. rétention liquide statique et rétention gazeuse (porosité).

5.1.1 Perméabilité

La détermination de la pente mg du montage & vide est essentielle au calcul de la

perméabilité (figure 3-1).

8 T | — T T I E—

‘ -

7 -

s 6 m, = 01395 5"
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LA AN S L B A ) LA B L L LA B L B B

=
W
[
[

25
W
(o]
<
[
W
b
=}
L
w

Delta H (¢m)

Figure 5-1 Calcul de la perméabilité — montage a vide

D apres la formule 3-4, on obtient la constante de résistance du montage o soit 1.32 x

10" m”. La figure 5-2 montre que la perméabilité d'un lit de racines de carotte d"une

densité de 0.6 0.7 g ‘mL" WW se situe entre 2.2 x 10" et 4 x 107 m™.
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Figure 5-2 Perméabilité des racines de carotte en fonction de la densité du lit

Yu et al. (1994) ont mesuré la perméabilité a I'intérieur d’amas de racines d"Atropu
belladonna: elle est indépendante de la perte de charge et de la vitesse d"écoulement du
fluide. mais elle est fortement influencée par la densité du lit. Ils trouvent que la
perméabilité est directement relige a la fraction de vide €. allant de 7 x 10™"" m’ pour ¢,
=022 2 3.8x 10" m” pour €g = 0.46. Carvalho et Curtis (1998) mesurent que la
perméabilité d'un amas de racines de Hyoscyamus muticus dans un bioréacteur a
convection forcée est de 1.2 x 107'° m’ soit 16 fois plus grande que les racines

provenant d un flacon agité.
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Voici une description détaillée de la légende utilisée par la suite pour décrire les

différents matériaux dont la perméabilité et les rétentions sont étudiées (figures 5-3 a

5-6) :

1. Jute : jute coupé en bouts de 8 210 cm.

2. Jute 1/3 : jute coupé en bouts de 8 a 10 cm. séparés en leurs 3 brins.

3. Jute 1/3 nceud : jute coupé en bouts de 8 a 10 cm. séparés en leurs 3 brins qui sont
fagonnés en petites boules.

4. Jute etf. : jute coupé en bouts de 8 a 10 cm. séparés en leurs 3 brins qui sont
éttilochés.

5. Corde : petite corde de coton coupée en bouts de 8 a 10 cm

6. Corde eff. : petite corde de coton coupée en bouts de 8 a 10 cm et qui est etfilochée.

7. Tapisserie : corde 4 tapisserie coupée en bouts de 8 a 10 cm.

8. Sisal : corde de sisal coupée en bouts de 8 a 10 ¢m et qui est eftilochée.

9. Tabac : tabac a rouler de marque Drum.

La figure 5-3 présente la perméabilité de plusieurs matériaux en fonction de leur

densité. ainsi que la zone cible de perménbilité recherchée. On voit que la perméabilité

diminue avec la densité. globalement et pour chaque matériau. Pour le jute effiloché.

on remarque la présence de deux points expérimentaux totalement isolés pour lesquels

la perméabilité est beaucoup plus élevée que pour les autres matériaux. Ceci est

probablement di au fait que la structure effilochée offre une perméabilité dépendante

de la facon dont les fibres sont placées.



97

2.50e-9 T T T T T
L u = .
i ® Jute ]
- 0 Jute |/3 .
2.00e-9 N ©  Jute 1/3 noeud |]
- ®  Jute eff. .
o N & Corde ]
= 150¢-9 - e Valeurs cibles |-
by N i
.E. - 4
3 r 7
2 1.00e-9 ]
é-.'i C . ]
F Ma® 0O ge ]
5.00e-10F  w  og .
----------- O"""'.""""""""
e ?.8.-‘8..3...0 .......... ]

®

0.00e+0 L—21 L 2 , o8 ]

0.00 0.05 0.10 0.15 020 0.25 030

Densité(g"‘mL-1 )

Figure 5-3 Perméabilité des différents matériaux en fonction de leur densité

Les matériaux qui ont une perméabilité correspondant a celle d'un lit de racines de
carotte sont :
® lejute entre 0.17 et 0.21 g-mL"

e lejute 1/3 noeud entre 0.12 et 0.16 g'mL™.

5.1.2 Rétentions liquide et gazeuse

La figure 5-4 montre que. dans le cas d"un lit de racines de carotte. la rétention gazeuse
d’un lit d’une densité de 0.6 4 0.7 g'mL"' WW est de 0.14 g-g” tandis que la rétention
liquide statique se situe entre 0,76 et 0.82 g-g™'. Sur cette figure. on observe aussi que la

somme des rétentions liquide et gazeuse pour chaque densité de lit est environ égale a
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95%. En se référant aux définitions des rétentions (équations 3-1 et 3-2). on voit que la
somme de la rétention liquide statique et de la rétention gazeuse représente le volume
d’eau ajoutée sur le volume du lit. On en déduit donc que le volume occupé par les
racines représente environ 3% du volume total du lit. En considérant les masses au lieu
des volumes. on obtient que la somme des rétentions représente la masse d’eau ajoutée
sur la masse d’eau équivalente au volume du lit. On en déduit encore que la masse

occupée par les racines représente environ 5% de la masse d'eau équivalente au volume

du lit.
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Figure 5-4 Rétentions liquide et gazeuse d’un lit de racines de carotte en fonction

de sa densité
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Les figures 5-5 et 35-6 présentent les rétentions liquide et gazeuse des différents
matériaux étudiés. On remarque que la rétention liquide statique augmente et que la

rétention gazeuse diminue en fonction de la densité des lits de maténau.
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Figure 5-5 Rétention liquide statique des différents matériaux en fonction de leur

densiteé

Les matériaux dont la rétention liquide statique correspond a celle d"un lit de racines de

carotte sont :
o lejutea0.23 g-mL
e lejute 1/3 noeud 2 0.15-0.16 g-mL”’

e lacorde effilochée 4 0.23 g-mL™".
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Figure 5-6 Rétention gazeuse des différents matériaux en fonction de leur densité

Les matériaux dont la rétention gazeuse correspond a celle d*un lit de racines de carotte

sont :
o lejutede0.1720.22 gmL"
e lejute 1/3 noeud 2 0.16g'mL"
e la corde eftilochée 2 0.24 g-mL"!

la corde 4 0.21 g'mL™".

Le seul systéme modéle dont toutes les caractéristiques sont similaires a celles d’un lit
de racines de carotte pour une méme densité est le jute 1/3 noeud a une densité de lit de

. 0.16 g-mL™". De plus. la porosité du matériau ne change pas avec le temps : lorsque
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gorgé d’eau aucune compaction n’est observée dans le temps. Méme si P'apparence
physique de ce systéme est différente d un lit de racines de carotte, leurs principales
propriétés sont semblables, ce qui laisse croire que leur comportement hydrodynamique

sera aussi similaire.

5.2 CHOIX DU GARNISSAGE

L étude exploratoire des diftérents garnissages susceptibles de servir de support lors des
cultures de racines transtormées est présentée dans cette section. 1l est impératit de
déterminer si la taille et la géométrie du garnissage intluencent la qualité de la
distribution et de Paccrochage des racines dans les cultures. De plus. la procédure
d’inoculation du bioréacteur est aussi étudiée afin de mettre en évidence les difficultés
reliées a la mise a "échelle du procédé. Un plan de tamisage est employé pour réaliser
cette étude et identitier les facteurs qui ont un etfet signiticatif sur les réponses et les

maximiser.

Les facteurs. les modalités. les critéres ainsi que le plan de tamisage sont présentés dans
la section 3.5.2.2 du chapitre Matériel et méthodes. Tous les résultats des cultures qui
ont servi a calculer les réponses sont présentés en annexe B. Chaque réponse est notée
sur un total de 10 et représente le degré de performance par rapport au critére qualitatif.
La moyenne des réplicats pour chaque réponse est présentée au tableau 5-1 et les
diagrammes d’éboulement identifiant les effets significatifs sont présentés a la figure

5-7.



Tableau 5-1 Moyenne des réplicats de chaque essai pour les trois réponses

Essai YiMoy Y2ZMoy Y3Moy YDMoy
1 10 10 9 9.7
2 7 5 10 7.3
3 10 10 7.5 9.2
4 9 10 9 9.3
5 3.5 6 6 5.2
6 6 6 5 5.7
7 10 2 3.5 5.2
3 3.5 2 5 4.2
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Figure 5-7 Diagramme d’éboulement pour les trois réponses et la moyenne des

réponses

On voit que pour I'accrochage. il n’y a pas de démarcation claire. et les sommes des

carrés ne sont pas trés importantes. On note tout de méme que les etfets c. abc. b et a
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sont les plus importants. Dans le cas de la distribution, ce sont les effets ¢ et be qui sont
les plus importants, tandis que dans le cas du remplissage. seul I'effet ¢ est important.
Le diagramme d"éboulement de la moyenne des réponses montre clairement que "effet

¢ est le plus important.

Donc, dans le cas de la distribution et du remplissage, le seul critére d considérer est le
mode d’inoculation. En effet. ["utilisation du mode d’inoculation « aléatoire » a donné
de trés mauvais résultats car les racines n’'étaient pas bien accrochées au garnissage et
avaient tendance a tomber au fond du réacteur. Une méthode d'inoculation assurant
une distribution des racines dans les gamissages et un accrochage solide permettrait de

maximiser ces réponses.

L analyse statistique permet aussi de déterminer les modalités optimales des facteurs.
Seul le critére « accrochage » (réponse 1) permet de choisir le garnissage le plus
efficace car c’est le seul critére qui donne des sommes des carrés des contrastes
significatifs pour les facteurs a. b et ¢. Il suffit de choisir la modalité des trois facteurs
du méme signe que celui du demi-effet (se référer au tableau 3-2 pour les modalités).
Le tableau 5-2 résume cette démarche. Le garnissage de type Tri pack de 27 de
diameétre est donc sélectionné comme le plus performant afin de servir de support de

culture.



Tableau 5-2 Caractéristiques du garnissage sélectionné

A B C
Demi-effet -0,75 l -1.38
Modalité -1 1 -1
Facteur TP 2" Placé

D autres observations ont été faites a partir de ces 16 cultures. A propos de I'inoculum
mycorhizé. il a été observé qu’il n'a pas donné de résultats différents de I'inoculum non
mycorhizé. Les racines mycorhizées sont généralement plus ramifiées. ce qui serait
susceptible de favoriser I"accrochage. Quant a la taille de Pinoculum. il a été observé
qu’un petit inoculum donne un lit plus uniforme et moins dense avec beaucoup moins
de gros amas de racines trés compacts ou des limitations de transfert sont possibles.
Lors de I'inoculation de gros bioréacteurs. on devra donc favoriser de petits inoculum.

bien répartis dans le bioréacteur.

Les figures A, B. C et D de la figure 5-8 présentent quelques exemples de ditférents
types de gamissages utilisés comme supports de culture. La figure A montre
'inoculation d’un bioréacteur avec des garnissages de type Tri pack de 1”7. I s agit
d’une inoculation de type « placée ». La figure B présente un bioréacteur de garnissage
de type Tri pack de 27 juste avant sa récolte. La figure C donne 'exemple de

arnissages de type Pall rings de 2” provenant d’un bioréacteur dont les racines étaient
g g Yp 8. p
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mal distribuées. Par contre. sur la figure D, on peut voir des garnissages de type Tri

pack de 1” provenant cette fois d’un bioréacteur dont les racines sont bien distribuées.

Ces photos sont I'illustration du comportement des racines sur différents gamnissages.
On voit que les gros garnissages Pull rings n’ont pas permis aux racines de s’accrocher
dés I"inoculation. ce qui a conduit & une mauvaise distribution des racines dans le
bioréacteur. On voit aussi sur cette photo C qu’il y a de gros amas de racines provenant
du fond du réacteur et du haut du réacteur. Il n’y a que trés peu de racines dans chaque
garnissages. Par contre. sur la photo D. on voit que les garnissages du haut du
bioréacteur sont plus denses que les autres, mais qu’il v a présence de plusieurs racines
dans tous les autres garnissages du bioréacteur. Tous les garnissages de ce bioréacteur
auraient pu servir d'inoculum pour une nouvelle culture. Les garnissages moins denses
auraient fait de meilleurs inoculum. en créant des cultures moins denses. comme il a été

dit précédemment.
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Figure 5-8 A)Racines et garnissages (Tri pack 1”) lors de I’inoculation; B) Racines

et garnissages (Tri pack 2”) avant la récolte; C) Garnissages (Pall rings 2 ")
provenant d’un bioréacteur dont les racines sont mal distribuées; D) Garnissages

(Tri pack 1”) provenant d’un bioréacteur dont les racines sont bien distribuées.
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5.3 DISTRIBUTION SPATIALE DES RACINES EN CROISSANCE

Cette section traite de ['évolution de la distribution spatiale des racines en croissance
dans les gamissages. Deux expériences ont été menées pour faire ces observations, la
premiére dans un bioréacteur de 2 L et la deuxiéme dans un bioréacteur de 6 L. Dans
chacun des cas. I'inoculum est placé dans un seul garnissage au centre du bioréacteur.
au milieu de plusieurs garnissages vides. Pour la deuxiéme culture, il s’agissait d’un
gamissage provenant d’une autre culture. rempli de racines trés denses. Aucun
¢chantillonnage n’a été ettectué avant la récolte. seules des observations visuelles sont

relatées.

Les tableaux 5-3 et 5-4 présentent les observation faites pendant les cultures dans le
bioréacteur de 2 L et de 6 L. Les figures 5-9 et 5-10 montrent ces bioréacteurs a
différents moments. A la figure 5-10. on voit sur la photo C qu'il v a présence de
racines dans les garnissages sous I'amas principal de racines. et que certains de ces

garnissages pourraient servir d’inoculum a une nouvelle culture.
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Tableau 5-3 Observations du développement de la culture en bioréacteur de 2 L

Jours de | Description

culture

31 Un c6té du bioréacteur est colonisé par les racines qui montent aussi sur la paroi.
Une racine grimpe 4 travers les garnissages jusqu’en haut du bioréacteur.

47 Les racines poussent surtout au centre du bioréacteur ot un des c6tés est plus épais.
Elles descendent légérement sous le point d’inoculation.

57 Le lit épaissit et la section est recouverte @ 75%. Les racines montent jusqu’en haut
et descendent presque jusqu'en bas sur un des coté (voir tigure 5-9).

72 L'anneau central est complétement colonisé et les racines montent presque jusqu’en
haut. Le lit fait environ 6 cm d’épaisseur.

91 Les racines atteignent l’alimentation du milieu liquide et génent sa bonne
distribution.

98 Arrét de la culture. Le lit atteint 8.25 cm d'épaisseur et une masse de 217 g WW de

racines est récupérée

Figure 5-9 Bioréacteur de 2L, croissance spatiale apres 57 jours de culture
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Tableau 5-4 Observations du développement de la culture en bioréacteur de 6L

Jours de | Description

culture

15 Le lit a 3 cm d'épaisseur et la surface couverte par les racines forme un demi
anneau. On voit trés clairement les racines coloniser les gamissages adjacents
horizontalement. Le lit semble épaissir vers le bas. (Figure 5-10 A)

23 Les racines occupent toute la section du bioréacteur. (Figure 5-10 B)

29 Les racines léchent les parois du bioréacteur. Le lit continue  épaissir. Il semble
épaissir vers le haut,

37 Le lit a 4 cm d"épaisseur et tres dense.

57 Les racines commencent a devenir plus foncées. signe d’un manque de nutriments.
Le lit fait 6.25 ¢m.

72 Les racines demeurent blanches sur le dessus. mais sont foncées dans le bas du
bioréacteur ot elles poussent aussi le long des parois. Le lit fait 7 cm.

100 Arrét de la culture car les racines obstruent tous les tuyaux. Le lit atteint 8.5 cm

d”épaisseur et une masse de 450 g WW de racines est récupérée (figure 5-10 C).
Les racines du bas du bioréacteur ont formé des cals. signe d'un manque de

nutriments.
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Figure 5-10 Bioréacteur de 6L, croissance spatiale A) aprés ’inoculation B) 23
jours de culture C) juste avant la récolte D) les garnissages de la partie supérieure

du bioréacteur, dans ’ordre ot ils ont été retirés du bioréacteur.
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L observation de ces 2 cultures permet de décrire sommairement le développement
spatial des racines. Les racines commencent par couvrir globalement tout ["espace
latéral disponible. Elles poussent aussi vers le bas car les nutriments v sont abondants.
Par la suite. le lit se densifie et lorsque les racines situées dans le haut du bioréacteur
deviennent plus denses. moins de nutriments sont disponibles pour les niveaux
inférieurs. Le lit cesse alors de s"épaissir vers le bas mais continue a croitre vers le haut

ou le milieu frais est abondant.

L observation de ces cultures a aussi permis de savoir que le mode d'alimentation du
milieu liquide utilisé n’est pas adéquat. méme s'il s’agit d’'un mode brouillard. La
dispersion du liquide serait plus efticace avec un systéme industriel d’alimentation.
Comme il sera relaté plus tard. des atomiseurs UniJet ont été utilisés pour les cultures
de lits de racines dans les bioréacteurs de 3.6 L et 20 L et ils se sont avérés trés

efficaces.

La figure 5-11 présente la répartition du poids des racines sur toute la hauteur du
bioréacteur de 2 L a la récolte. On y observe que la majorité de la masse est située
autour du point d’inoculation. mais qu’il y a des racines sur toute la hauteur du

bioréacteur.
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Figure 5-11 Répartition du poids des racines en fonction de la hauteur du

bioréacteur de 2 litres au moment de la récolte, aprés 98 jours de culture.

La figure 5-12 montre la répartition de la masse de racines dans le bioréacteur de 6L.
étage par étage. Comme pour le bioréacteur de 2 L. la majorité de la masse se situe
autour du point d’inoculation. Cette figure présente également la répartition dans le
bioréacteur du remplissage des garnissages. Pour chaque étage du bioréacteur. la
moyenne du remplissage de chaque garnissage est calculée. Ainsi. un étage dont chaque
gamissage est plein de racines a 100% de remplissage, tandis qu'un étage dont les
garnissages sont traversés de quelques racines seulement a un remplissage beaucoup

moindre. On remarque que les garnissages sont presque tous remplis @ 100% autour du
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point d"inoculation mais, en général, ils contiennent prés de 20% de racines. sauf pour

ceux situés en haut du bioréacteur.

Inoculation (s

Etages du bioréacteur

B Remplissage
O Poids

H ] l
0 20 40 60 80 100

Pourcentage du poids et de remplissage

Figure 5-12 Répartition du poids des racines et du remplissage des garnissages en
fonction de la hauteur du bioréacteur de 6 L. au moment de la récolte, aprés 100

jours de culture. Le remplissage est la moyenne sur chaque étage du degré de

remplissage de chaque garnissage.



5.4 ETUDEDE L’HYDRODYNAMIQUE

Cette section porte sur |"étude de I'hydrodynamique du systeme modele. du lit de
racines. et du lit de racines avec garnissages. Des observations sur les cultures de
racines réalisées pour cette ¢tude sont tout d’abord présentées. Ensuite, différents
exemples de modéles sont exposés et comparés aux données brutes. Enfin. le nombre
de Péclet. le temps de mélange et le transfert d"oxygéne sont présentés selon différentes
conditions opératoires sur le systéme modele. le lit de racines. et le lit de racines avec

Larnissages.

Dans ce chapitre. les courbes qui déerivent les changements survenus a différents
moments durant les cultures sont présentées en fonction de 1'épaisseur du lit plutot
qu’en tonction de la biomasse. En etfet. le suivi de la biomasse permet habituellement
de connaitre la masse des racines vivantes du lit. La méthode du suivi de la biomasse
utilise la consommation des principaux nutriments du milieu de culture pour calculer la
masse de racines vivantes participant a cette consommation. Mais dans les cultures qui
ont été réalisées dans le cadre de cette étude. il a été observé qu’apres un certain temps.
la biomasse demeurait pratiquement constante tandis que le lit continuait a épaissir.
Puisque l'hydrodynamique est tonction de la masse totale des racines (vivantes et
mortes) dans le bioréacteur et non de la masse de racines vivantes, c’est donc
I"épaisseur du lit de racines qui a été choisie comme variable indicatrice de la masse des

racines dans le bioréacteur.
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5.4.1 Observations expérimentales

Cette section relate les observations relevées durant les cultures réalisées sur lit sans
garnissage et sur lit avec garnissages. Des mesures hydrodynamiques ont été faites tout
au long des cultures. Dans le premier cas. quatre cultures ont été accomplies. Seule la
quatriéme culture s’est rendue a terme. les autres ayant rencontré divers problémes.
Elle a atteint une masse humide totale de 811 g WW (81 ¢ DW) pour une densité de 0.6
g'mL™" WW dans le volume du iit. La figure suivante montre le développement d’une
culture de racines. lors de I'inoculation. aprés 40 jours. aprés 75 jours et juste avant la
récolte aprés 90 jours. La couleur plus foncée des figures D et E dans le bas du it
indique une zone ou les racines sont nécrosées. On voit aussi en C la coupe dun lit de

4 cm aprés récolte. ce qui permet d’en apprécier la densité.
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Figure 5-13 Lit de racines sans support de culture A) lors de I’inoculation B)
aprés quelques semaines (40 jours) C) coupe d’un lit de racines de 4 cm
d’épaisseur (26 jours) D) aprés 75 jours de culture E) juste avant la récolte, apreés

90 jours de culture.
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Dans le cas de la culture avec gamnissages, un bioréacteur de 20L et des garnissages de
type Tri pack de 2” ont été utilisés. Une seule culture a pu se développer suffisamment
pour permettre des mesures hydrodynamiques. La figure suivante montre deux photos
du biordacteur, une quelques jours apres 1'inoculation ou 'on voit ies amas de racines
distribués a travers les garnissages et 1'autre juste avant la récolte (626 g WW et 55 g

DW) ou I'on voit une zone de croissance plus importante en haut du bioréacteur.

Figure 5-14 Bioréacteur de 20L avec garnissages Tri pack de 2” A) quelques jours

aprés I’inoculation B) apres 88 jours de culture.
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Lors des cultures dont ["alimentation liquide est fournie par un distributeur industriel de
type Unijet (i.e. les deuxiéme. troisiéme et quatriéme cultures de lit simple et la culture
avec garnissages), il a été observé que la dispersion du liquide est trés efficace. mieux
qu’avec les distributeurs maison. Les gouttelettes sont trés fines et la zone arrosée
couvre tout le diametre du bioréacteur. Par contre. ces distributeurs se sont avérés
beaucoup plus sensibles aux blocages pouvant survenir durant les cultures et ont
effectivement forcé 'interruption de quelques unes des cultures. Ce blocage du
distributeur est probablement causé par la cristallisation du sucre du milieu de culture.
[l est aussi possible que des amas cellulaires ou protéiques soient a |'origine de ce
probléme. méme si les filtres placés devant ["alimentation liquide devaient servir a

contourner ce probléeme.

5.4.2 Comparaison générale entre les courbes de DTS et le modéle

Cette section est consacrée d la démonstration de la concordance entre le modéle
hydrodynamique choisi et les courbes de DTS expérimentales. En suivant une
démarche identique a celle utilisée pour le développement du modéle présenté au
chapitre 4. des courbes de DTS typiques sont comparées a différents modéles. Notons
que toutes les courbes de DTS expérimentales des bioréacteurs étudiés dans le cadre de
ce projet n'ont révélé aucun court-circuit. La forte asymétrie de certaines courbes laisse
soupconner la présence de zones stagnantes dans le réacteur. méme si les queues

observées sont peu prononcées.



La courbe choisie pour comparer les données discrétes aux différents modéles (figures
5-15 a 5-18) est représentative des autres courbes obtenues dans les bioréacteurs (voir
I’annexe E pour toutes les courbes expérimentales et I'annexe F pour les courbes
déconvoluées). Il s’agit d’une courbe de DTS obtenue par injection de traceur dans un

bioréacteur de 20 L avec garnissages et une culture de racines de carotte de 49 jours (t

=192seto” = 10626 5°).

La premiére étape de cette analyse consiste d’abord a comparer les données
expérimentales aux réacteurs idéaux : découlement piston et réacteur parfaitement
mélangé (CSTR). L’abscisse est exprimée en temps adimentionnel 6 (8 =¢/t). ol T
correspond au temps de résidence moyen dans le réacteur (voir équation 4-2) et

E@) =tE® (5-1)
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Figure 5-15 Comparaison entre une courbe typique de DTS expérimentale (culture

34, jour 49) et les courbes des bioréacteurs idéaux CSTR et piston.

On remarque sur la figure 5-15 que les courbes des deux modeles (CSTR et piston) ne
représentent pas de fagon satisfaisante le comportement de la courbe expérimentale.
Lorsque les modéles de réacteurs idéaux ne sont pas adéquats, on utilise souvent le

modéle des réacteurs parfaitement mélangés en série et le modéle de la dispersion

axiale de ["écoulement piston.

Pour le modeéle des CSTR en série. le nombre « n » de réacteurs en série (équation
4-4) est calculé pour les données expérimentales: n = T° / 6° = 1922/ 10626 = 3.47. Et

pour le modele de dispersion axiale, on obtient Pe = 4,17 avec 1’équation 4-7. La figure



suivante compare une courbe de DTS expérimentale aux courbes des modéles de CSTR
en série et de dispersion axiale. [ci encore, on remarque que ces modeles ne donnent pas

une représentation adéquate de la courbe expérimentale.
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Figure 5-16 Comparaisen entre une courbe expérimentale typique (culture 34,
jour 49) et les courbes des modeles de CTSR en série (n = 3,47) et de dispersion

axiale (Pe = 4,17).

Le modéle des 2 CSTR en série de volumes différents permet d’ajuster les deux
parameétres T; et Ty, et ainsi d’obtenir une représentation conforme des courbes
expérimentales. (voir la figure 5-17 o Ty =60 s et T, = 68 s et & = 50 s). 1l est a noter

que quelques autres modeles hydrodynamiques a deux parameétres avec différents



agencements de volumes morts. CSTR et réacteurs piston ont été essayés pour tenter de

représenter les courbes expérimentales. sans y parvenir aussi efficacement qu’avec le

modeéle des 2 CSTR de volumes diftérents.
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Figure 5-17 Comparaison entre une courbe de DTS expérimentale (culture 34,
jour 49) et celle du modéle a deux CSTR en série de volumes différents avec 1; = 60
setT,=68s.

De plus. la figure 5-18 montre que le modéle a deux CSTR en série de volumes

différents représente bien les courbes de DTS déconvoluées.
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Figure 5-18 Comparaison de la courbe de DTS déconvoluée du lit seul avec
garnissages (culture 34, jour 49) avec celle du modéle &2 deux CSTR de volumes

différents avec 7, = 10s et T, = 25ss.

[l est probable que les modeles plus complexes développés pour les colonnes a
garnissages. cités a [a section 2.5. donneraient une meilleure représentation des courbes
de DTS et permettraient une meilleure compréhension phénoménologique. En effet.
ces modeles tiennent compte du mélange lent du liquide statique absorbé dans le lit

échangeant avec le liquide dynamique en écoulement piston.

Cependant, ces modeles sont complexes puisqu’ils comportent 4 paramétres tandis que

le modéle des 2 CSTR en série de volumes différents est satisfaisant pour donner une
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représentation simple et exacte des courbes expérimentales. En effet. il permet
d’identifier les parametres T; et T, et ainsi d obtenir le nombre de Péclet. qui lut. fournit
une explication phénoménologique. Il est donc préférable de regarder le modéle a deux
CSTR non comme un modele strictement phénoménologique. mais comme un modéle

dutilisation simple qui permet certaines déductions.

On peut quand méme proposer une explication phénoménologique qui. tout en restant
imparfaite. permet une représentation plus concréte du modéle. On place donc le
premier réacteur de la série en haut du réacteur pour qu’il représente la premiére couche
du lit. celle qui regoit directement I"alimentation liquide par atomisation. Le volume de
ce réacteur est petit et le mélange rapide a cause de I'agitation causée par le liquide qui
tombe sur le lit. Le second réacteur de la série est en dessous du premier. duquel il
obtient son alimentation liquide par percolation. Son volume est plus important et le

mélange est plus lent.

’

3421 Echelons

Dans le but de valider la méthode par injection de traceur. plusieurs expériences
« échelon » ont été effectuées sous différentes conditions d’opération et dans plusieurs
bioréacteurs. Toutes les courbes échelons obtenues par expérimentation ont donné. une
fois dérivées. une forme de courbe de DTS trés semblable a celle des courbes de DTS
« injection » pour une méme configuration. Ceci démontre que la méthode par

injection de traceur est une méthode valide pour déterminer I"hydrodynamique des
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bioréacteurs. La figure suivante montre un exemple de la similitude entre une courbe

de DTS obtenue par injection et la dérivée d’une courbe de DTS obtenue par échelon.

E(y)

0014 — I i T
E *  Echelon dérivéj

0.012 = Injection
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0.006
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-0.002
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Figure 5-19 Comparaison entre une courbe DTS échelon dérivée et une courbe

DTS injection

5.4.2.2  Représentativité du modele de comportement pour le systéme modéle

L observation des courbes déconvoluées du systéme modéle montre qu’elles sont trés

bien représentées par le modéle des deux CSTR en série de volumes différents. La

figure 5-20 illustre un exemple représentatif de I'ensemble des courbes obtenues. Par

contre. pour les lits d’une épaisseur de 18 cm, le modéle représente moins bien les

courbes de DTS.
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Figure 5-20 Comparaison entre le modéle des deux CSTR en série de volumes

différents (t; = 33,35, T = 46s) et une courbe de DTS déconvoluée du systéme

modéle (DECJS3, épaisseur = 1,5 cm, débit de liquide = 0,44 ml's™, V/Q =268 s).

La figure suivante donne les valeurs du premier moment ty calculé a partir des valeurs
de 7; et T2 du modele et de 1'équation 4-12. On observe que le premier moment suit une

fonction linéaire selon la relation suivante :

wm=03V/Q (5-2)
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Figure 5-21 Premier moment du modéle des 2 CSTR en série de volumes différents
calculé a partir de 1; et T; en fonction du temps de résidence V/Q pour le modéle

pour le systéme modéle.

Malheureusement, plusieurs courbes de DTS sont impossibles a déconvoluer. Les
valeurs de T; et T2 ne sont donc pas disponibles pour toutes les conditions d’opération.
mais les données de tous les essais hydrodynamiques qui ont été faits sont fournies en

annexe D.

[l est a noter que le débit de liquide conduisant au noyage de 18 cm de systéme modéle

s P - . - <2
a été mesuré a 156 L-min"-m™.



3.4.2.3 Représentativité du modéle de comportement pour le lit de racines

Le modéle des deux CSTR en série de volumes différents représente assez bien les
courbes déconvoluées du lit de racines (exemple figure 5-22), mais moins efficacement
que le systéme modéle. puisqu’il s’agit de cultures vivantes et donc moins uniformes.
On obtient les valeurs du premier moment a partir de T; et T» en fonction du temps de

résidence (figure 5-23). ce qui donne :

= 0.1 V/Q (5-3)
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Figure 5-22 Comparaison entre le modéle des deux CSTR en série de volumes
différents (t; =8 s, T2 = 120 s5) et la courbe de DTS déconvoluée d’un lit de racines

(LitDecl0, cult. 29, jour 16, épais. 3 cm, débit de liquide = 0,7 ml~s", V/IQ =407 s).
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Figure 5-23 Premier moment du modéle des 2 CSTR en série de volumes différents
calculé a partir de 1| et T; en fonction du temps de résidence V/Q pour le lit de

racines.

3.4.2.4 Représentativité du modeéle de comportement pour le lit de racines avec

garnissages

Le modéle des 2 CSTR en série de volumes différents simule bien le comportement des
courbes déconvoluées des cultures de racines sur garnissages (exemple figure 5-24).
On obtient des valeurs de premier moment trés disparates (figure 5-25) mais il est
quand méme possible de dégager une tendance en fonction du temps de culture (dge de

la culture) :



T = 1.3 * (temps de culture) (5-4)

On peut expliquer ces valeurs trés disparates par le fait que cette culture sur garnissages
présentait une structure trés hétérogene avec des amas de racines concentrés en haut du

bioréacteur et a plusieurs autres endroits au centre.
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Figure 5-24 Comparaison entre le modéle des deux CSTR en série de volumes
différents (T, =8 s, 12 =38 s, o0 = 18 5) et la courbe de DTS déconvoluée d’un lit de

racines sur garnissages (20Dec8, culture 34, jour 63, 0,7 ml-s').
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Figure 5-25 Premier moment du modéle des 2 CSTR en série de volumes différents
calculé a partir de T et 17 en fonction du temps de culture pour le lit avec

garnissages.

Des essais hydrodynamiques ont été accomplis dans le bioréacteur de 20 L avec des
garnissages vides. Une expérience semblable faite par Carvalho et Curtis (1998) dans
un bioréacteur & convection forcée (submergé) avec garnissages vides avait permis
d’obtenir 47 réacteurs en série par le modéle des CSTR en série. ce qui se rapproche
beaucoup d’un écoulement piston idéal. Avec I'équation 4-4. on calcule le nombre de
réacteurs en série a partir des courbes de DTS. et on obtient entre 2 et 5 réacteurs en
série pour les 7 essais réalisés. Il est & remarquer que les débits des essais faits par

Carvalho et Curtis variaient de 2.25 2 28.8 mL-s™ alors que les débits de liquide dans le



bioréacteur a garnissages étaient de 0.5 a 0,9 mL-s". Une autre expérience faite par
Michell et Furzer (1972) dans un réacteur ruisselant avec des garnissages de 17
(anneaux « Lessing ») a permis d’obtenir des Pe entre 0.1 et 0.4 pour des débits entre
200 et 1600 mL-s'. Cet ordre de grandeur indique un grand écart par rapport &
I"écoulement piston. méme pour une colonne a garnissages vides de 2.4 m de hauteur et

0.6 m de diamétre et un grand débit de liquide.

3.4.2.5 Effet de purois

Des essais dans un trés petit réacteur ont été faits dans le but de faire ressortir les effets
de parois. Les trois figures suivantes comparent les courbes de DTS du systéme modéle
pour trois diamétres de réacteur et deux épaisseurs de lit. En augmentant le diamétre du
réacteur et |"épaisseur du lit. on voit que I'écoulement dans le réacteur avec le systéme
modeéle se différencie de I'écoulement a vide. Pour le réacteur de 11 ecm de diametre et
un lit de 1.5 cm d’épaisseur. on voit que 1"écoulement est trés proche de |'écoulement

du réacteur a vide.
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Figure 5-26 Comparaison entre les courbe de DTS pour le systéme modéle dans un

bioréacteur de 2,6 cm de diamétre pour un débit de liquide de 0,1 mL-s™".
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Figure 5-27 Comparaison entre les courbe de DTS pour le systéme modéle dans un

bioréacteur de 11 cm de diamétre pour un débit de liquide de 0,7 mL-s™".
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Figure 5-28 Comparaison cntre les courbe de DTS pour le syst¢tme modéle dans un

bioréacteur de 25 cm de diamétre pour un débit de liquide de 0,7 mL-s".

5.4.3 Nombre de Pe

A partir des courbes expérimentales déconvoluées et grice aux parameétres du modéle
des deux CSTR de volumes différents. on obtient les nombres de Péclet selon
différentes conditions opératoires. Toutes les valeurs des nombres de Péclet sont

fournies a I'annexe D.

La figure 5-29 présente le nombre de Péclet pour le systéme modéle en fonction du

temps de résidence V/Q. On remarque que les Pe sont faibles. ce qui indique une
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dispersion tres rapide du traceur et un grand éloignement par rapport a un écoulement
piston. De plus. en regardant les valeurs de Pe dans [’annexe D, on voit que I'effet du
volume sur le Pe est beaucoup plus important que I'effet du débit de liquide. et le Pe est

donc directement fonction du volume du lit.
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Figure 5-29 Nombre de Péclet en fonction du temps de résidence pour le systéme

modéle

La figure suivante présente le nombre de Péclet en fonction de 1'épaisseur d’un lit
composé seulement de racines. On remarque ici encore que les Pe sont faibles et qu’ils
augmentent avec |’épaisseur du lit. comme pour le systéme modéle. D’ailleurs, en

comparant les Pe du lit par rapport aux Pe du systéme modéle en fonction des temps de
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résidence (figure 3-31), on observe que les Pe du lit sont du méme ordre de grandeur et

suivent la méme tendance que les Pe du systéme modéle.
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Figure 5-30 Nombre de Péclet en fonction de I’épaisseur d’un lit de racines
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Figure 5-31 Comparaison du nombre de Pe en fonction du temps de résidence du

lit de racines par rapport au systéme modéle

Dans le cas du lit de racines avec gamissages. les nombres de Péclet sont inférieurs 4 4
(figure 5-32). ce qui confirme que |'écoulement dans le bioréacteur est loin d'un

é¢coulement piston.
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Figure 5-32 Nombre de Pe en fonction du temps de culture pour un lit de racines

avec garnissages

5.4.4 Temps de mélange

On calcule le temps de mélange pour chaque courbe de DTS expérimentale non
déconvoluée tel qu'expliqué dans la section 4.4 Toutes les valeurs des temps de
mélange sont fournies & I'annexe D. La figure 3-33 présente un résumé de tous les
essais effectués sur le systéme modéle. Les conditions de ces essais varient d’un
diamétre de 2.5 4 25 cm, d"un débit de liquide de 0.1 2 1 mL-s™ et d une épaisseur de lit

de 1.5 a4 I8 cm. Sur cette figure. on observe que la courbe est relativement étroite et
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qu’'il existe une corrélation. On peut relier le temps de mélange au temps de résidence

V/Q avec un coefficient de détermination de 84% par la relation suivante :

Temps de mélange = 9.3 (V/Q) 0.63 (5-5)

Cette courbe s’aveére étre un outil de design de grande importance. En effet. elle permet
de choisir les conditions opératoires idéales de culture afin d’obtenir des temps de
mélange faibles qui permettent de fournir un milieu toujours frais au plus grand nombre
de racines. Pour obtenir un taible temps de mélange. il faut minimiser V/Q. Par

exemple pour V/Q = 500 s. on obtient un débit de 40 mL-s" pour un lit de 20 L.
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Figure 5-33 Temps de mélange en fonction du temps de résidence pour le systéme

modéle
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La figure 5-34 présente les temps de mélange des lits de racines comparés au systéme
modele.  Pour les temps de mélange du systéeme modéle. seules les valeurs
correspondant aux conditions de culture ont été prises en compte, soit un bioréacteur de
10 cm de diamétre et un débit de 0.7 mL's’. On y remarque une grande différence
entre les courbes. malgré les efforts consentis pour trouver un systéme modéle
comportant les mémes caractéristiques que le lit de racines. De plus. on note de grandes
variations entre les cultures. On peut tout d¢ méme observer en général la tendance
croissante du temps de mélange en fonction de I'épaisseur du lit dans le cas des racines

comme dans celui du systeme modele.
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Figure 5-34 Comparaison entre les temps de mélange du systéme modéle et des

cultures de racines en fonction de I’épaisseur du lit

Plusieurs facteurs expliquent la grande différence entre les temps de mélange du
systeme modele et ceux des lits de racines. Tout d"abord. les racines ayant poussé en lit
dans un bioréacteur sont probablement trés différentes des racines provenant des
flacons agités qui ont servi a choisir le systéme modéle. ce qui a pu conduire & un
mauvais choix. Deuxiémement. lors du choix du systéme modéle. les variables utilisées
comme critéres de sélection étaient les rétentions liquide et gazeuse en mode submergé.
ce qui n'était peut-étre pas les meilleurs critéres. La rétention liquide dynamique en

mode percolation aurait probablement permis d’avoir un critére de sélection encore plus
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pointu quoique, lors des essais. la mesure de la perméabilité dynamique semblait

amplement suffisante.

Une autre explication de ces écarts est également possible. En comparant les courbes
de DTS des lits de racines a celles du systéme modele (annexe E). on remarque que les
courbes des lits de racines présentent des trainées beaucoup plus importantes. Ceci est
probablement di au fait que les racines absorbent le traceur salin trés rapidement apres
I"injection et le relarguent lentement @ mesure que le liquide statique ambiant en est
lavé. Par ailleurs. cette absorption rapide du traceur par les racines provoque un
débalancement dans leur équilibre osmotique. [l est donc possible qu une racine qui
traverse de bas en haut le lit exsude des ions dans le bas du bioréacteur pour
contrebalancer le déséquilibre osmotique provenant du haut du bioréacteur. Cet effet
pourrait donc induire des temps de mélange beaucoup plus rapides dans les lits de

racines & cause de ce pseudo transport interne d’ions.

La figure suivante présente une comparaison entre les temps de mélange du systeme
modele et des racines avec garnissages. pour des bioréacteurs de 25 cm de diamétre et
un débit de liquide de 0.7 mL's'. Le temps de mélange pour les racines avec
garnissages est présenté seulement en fonction du temps de culture puisqu’il ny a pas
vraiment d’épaisseur de lit (les racines étant distribuées dans tout le volume du

bioréacteur par les garnissages).
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Figure 5-35 Temps de mélange pour un lit de racines avec garnissages en fonction

du temps de culture et dans le cas du systéme modéle, en fonction de I’épaisseur

[ci encore. on observe une différence marquée entre le comportement des racines et
celui du systéme modele. On voit dans les deux cas se dégager trés clairement la méme
tendance d’augmentation du temps de mélange. On peut aussi dire que la tendance du
temps de mélange pour le systéme modele est environ le double du temps de mélange
noté dans le cas des racines avec gamissages. Cet écart peut facilement s’expliquer par
la différence de structure entre le systéme modéle et le lit de racines avec garnissages.
En effet. le systéme modéle présente une structure globale trés homogéne contrairement

au lit de racines avec garnissages qui est trés hétérogéne. avec des amas de racines a
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plusieurs endroits du bioréacteur. surtout au centre. La partie supérieure du bioréacteur
est couverte par un lit de racines qui devient plus dense vers la fin de la culture. De la
méme fagon que pour le lit de racines simple. ceci explique le plafonnement de la
courbe du temps de mélange en fin de culture. Une nouvelle culture serait utile pour
démontrer avec certitude que le systéme modéle peut représenter le comportement d’un

bioréacteur de racines a garnissages.

Afin dillustrer la variabilité inhérente aux cultures sur gamissages. la figure 5-36
présente le temps de mélange de différentes cultures de racines avec garnissages et ce.
pour plusieurs réplicats. Trois diftérents tvpes de garnissages ont été utilisés dans un
bioréacteur de 10 ¢m de diamétre. Les temps de mélange varient grandement d une
culture a I"autre selon la fagon dont les racines sont accrochées aux garnissages. Cette
variabilité peut étre minimisée par une mise a |'échelle du bioréacteur. car 1"effet de la
paroi et celui de I'inoculation se trouvent ainsi diminués (I'inoculation des petits
bioréacteurs est trés difficile puisque les racines ont tendance a tomber au fond du

bioréacteur sous les secousses des manipulations).
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Figure 5-36 Temps de mélange pour différentes cultures sur garnissages. Volume
du bioréacteur égal i 1,3 L pour les garnissages de 1” et 2,4 L pour les garnissages

de 2",

5.4.4.1  Etude du type d'alimentation liquide

La figure 5-37 compare les temps de mélange pour deux modes d’alimentation liquide
dans un réacteur avec systtme modéle. On y observe que le mode d alimentation
aléatoire « goutte a goutte » entraine des temps de mélange plus élevés que le mode
d’alimentation brouillard. Ainsi. une moins bonne distribution fournit un mélange de
liquide moins efficace dans le lit. [l est donc important de favoriser la meilleure

distribution du liquide possible afin de diminuer les temps de mélange.
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Figure 5-37 Temps de mélange en fonction du débit de liquide pour deux modes

d’alimentation liquide pour le systéme modele (¢épaisseur = 1,5 cm).

5.4.5 Transfert d’oxygéne

Des essais ont été effectués afin de mesurer le coefficient de transfert d"oxygene dans le
systéme modele pour ditférentes hauteurs de lit et différents débits de liquide et dans un
lit de racines pour différentes hauteurs de lit. On retrouve en annexes G et H les

données brutes de transfert d"oxvgéne.

Malheureusement. la plupart des coefficients de transtert d’oxygene n’ont pu étre

calculés a partir des modéles 4-16 et 4-21. En effet. la réponse des essais
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expérimentaux était trés lente. beaucoup plus lente que la dynamique des modéles. d”ou
I"impossibilité d’utiliser ces modeéles pour trouver les coefficients de transfert

d’oxvgeéne.

Afin de traiter ces données expérimentales. il faudrait modifier le modéle pour tenir
compte du fait que C* n’est probablement pas constant dans le temps. En effet. puisque
["alimentation gazeuse n"était pas a contre-courant. le gaz a I'intérieur du lit devait étre
assez loin de la saturation. et donc |'échange entre le gaz et le liquide statique beaucoup

moins important que ne le prévoie les modéles.

Pour les expériences a venir. il faudrait améliorer I'alimentation gazeuse atin d’avoir un
C* constant dans le temps et dans le volume du réacteur et de pouvoir utiliser les

modeles développés.
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CHAPITRE 6 - CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

6.1 CONCLUSIONS

Ces travaux de maitrise proposaient de contribuer au développement d’un bioréacteur a

garnissages pour la culture de racines transformées. Dans ce but, quatre étapes ont été
nécessaires :

-

» lidentification d’un systéme modéle non vivant capable de remplacer adéquatement
les racines de carotte,

» le choix d’un garnissage comme support de culture,

» la caractérisation du développement spatial des racines en croissance sur les

garnissages et enfin sur

» [D’étude de I’hydrodynamique du bioréacteur.

La revue de la littérature a montré I'intérét pour les cultures de racines transformées et
la difficulté de concevoir un bioréacteur qui convienne parfaitement a ce type culture.
Elle a également mis en lumiére les avantages du bioréacteur ruisselant avec

garnissages qui a été utilisé dans cette étude.

La premiére partie de I’analyse des résultats a permis d’identifier un modéle non vivant
ayant les méme caractéristiques qu’un lit de racines de carotte provenant d’un flacon
agité. Il s’agit de la corde de jute coupée en bouts de 8 4 10 cm, séparés en leurs trois

brins et fagonnés en petites boules pour donner une densité de lit de 0,16 g=mL". Le
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choix de ce matériau a été basé sur la comparaison des caractéristiques de rétention

liquide et gazeuse et de perméabilité des différents systemes étudiés. Les valeurs de

référence utilisées pour la comparaison ont été mesurées sur un lit de racines cultivées

en flacon agité d’une densité de 0.6 4 0.7 g 'mL"' WW ot la porosité était égale a 0.14
o)

g-g". la rétention liquide statique entre 0.76 et 0.82 ggletla perméabilité entre 2.2 x

100 et 4x 10" m”.

La deuxiéme partie de 'analyse a servi a identifier le garnissage qui tavorise le mieux
le développement des cultures vivantes en bioréacteur. Deux types de garnissages de
deux grandeurs diftérentes ont été testés en culture et la sélection s’est faite selon les
criteres suivants: la qualité de 'accrochage des racines sur le garnissage. la distribution
des racines dans le bioréacteur et le degré de remplissage dans le garnissage. Le

garnissage qui s’est montré le plus performant est le 7rv pack de 27 de diamétre.

Cette étape de la recherche a également servi a mettre en lumiére |'importance de la
qualité de 1"inoculation du bioréacteur pour favoriser I’accrochage et la distribution des
racines dans le bioréacteur. De petits inocula sont a conseiller puisqu’ils permettent de

développer un lit plus uniforme et moins dense.

La troisieme partie de la recherche a été consacrée & 1"étude de la distribution spatiale
des racines sur le garnissage durant les différentes étapes de leur croissance. Pour les

deux expériences réalisées. les racines se sont développées suivant la méme tendance.



c’est-a-dire qu’'elles ont tout d’abord utilisé 1’ensemble de I'espace latéral a leur
disposition. puis le lit s’est densifié. Durant le développement latéral. les racines se
dirigent vers le bas, mais dés que le lit se densitie un peu, elles s’orientent davantage

vers le haut ot les nutriments frais se retrouvent en plus grande abondance.

La quatriéme partie de I"analyse des résultats a permis de démontrer que. pour tous les
systémes ¢étudiés. qu’il s"agisse des cultures de racines ou du modéle non vivant,
I"hydrodynamique du systéme suit le modéle des deux réacteurs parfaitement agités
(CSTR) en série de volumes différents. Le développement d'une méthode de
déconvolution des courbes de distribution des temps de séjour (DTS) a de plus permis

de dissocier "effet des parois du réacteur de Ietfet du lit.

Par ailleurs. des courbes de DTS « échelon » ont été réalisées sur les cultures afin de
valider la méthode par « injection » de traceur. Une fois dérivées. ces courbes échelons
ont montré une grande similitude avec les courbes injection. Les méthodes

expérimentales utilisées dans cette recherche semblent donc satisfaisantes.

La cinquiéme section de ce travail a été consacrée a I’étude du nombre de Péclet (Pe)
calculé a partir des parametres T; et T; du modéle des 2 CSTR en série de volumes
différents. Dans les trois cas étudiés. soient le systéme modeéle, le lit de racines et le lit

de racines sur garnissages, les Pe obtenus sont du méme ordre de grandeur et petits. en
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bas de 10. ce qui dénote une dispersion rapide du traceur et un écart important par

rapport a I'écoulement piston.

La sixieme étape de ce projet a porté sur |'étude des temps de mélange dans les
bioréacteurs a partir de |'analyse des courbes de DTS. Une corrélation entre le temps
de mélange et le temps de résidence (volume/débit) a dabord été établie pour le
systéme modéle : temps = 9.3 (V/Q)™®. De plus. il a été observé que le mode
d’alimentation par atomisation favorise un mélange plus efficace du liquide dans le
bioréacteur que le mode du goutte a goutte aléatoire. Par ailleurs. les temps de mélange
du lit de racines sans garnissage se sont avérés trés différents de ceux du systéme
modéle. Quant a I'étude du lit de racines sur gamissages. on a observé que les temps de
mélange de ce systéme étaient deux fois plus courts environ que ceux du systéme
modeéle. De plus. il faut souligner que les temps de mélange varient considérablement
d’une culture & I'autre selon la répartition et I'accrochage des racines dans le

bioréacteur.

Enfin. il est a noter que I'étude hydrodynamique des systémes a nécessité la préparation
de nombreuses cultures. Par exemple, pour un lit de racines de carotte sans garnissage
dans un bioréacteur de 3.6 L. il a fallu 90 jours de culture pour atteindre une densité de
0.6 gmL"' WW et une masse finale de 811 g WW. Et pour un lit de racines sur
garnissages dans un bioréacteur de 20 L. une masse de 626 g WW a été obtenue aprés

88 jours de culture.



La septiéme section de ce travail a été consacrée a I'étude du transtert d"oxygéne. Un
modéle de transfert d’oxygéne a été développé mais il a été impossible de I"utiliser pour
trouver les coefficients de transtert d’oxygéne. En effet. I"alimentation gazeuse n’était
pas adéquate lors des expériences. ce qui a provoqué des réponses trop lentes pour que

le modele puisse étre utilisé.

6.2 RECOMMANDATIONS

Au terme de cette recherche. il semble approprié de suggérer que les modifications
suivantes soient apportées au design du bioréacteur. lors d’expérimentations futures,
atin de favoriser la croissance des racines. Tout d abord. 1'alimentation gazeuse a
contre courant en différents points dans le bioréacteur (afin d’obtenir un C* constant)
tavoriserait le transfert d’oxygéne dans le systéme. De plus. il serait important de
trouver une méthode d’inoculation facile a mettre a ['échelle et qui permette aux racines
de rester bien en place sur les garnissages durant I'expérimentation. Cette méthode
permettrait de maximiser la distribution des racines dans le bioréacteur ainsi que le
remplissage des garnissages. Une solution a envisager pourrait étre d opérer le
bioréacteur comme une colonne a bulles durant quelques jours aprés ['inoculation
(Ramakrnishnan er al.. 1994) ou encore d’inoculer le bioréacteur avec des garnissages

dans lesquels des racines seraient déja en croissance.



Il serait également intéressant de poursuivre le travail exploratoire de la présente
recherche en faisant des essais hydrodynamiques supplémentaires sur les cultures de
racines sur garnissages afin d’établir avec certitude la comparaison entre le

comportement du bioréacteur et le systéme modele.

L étude du transfert d’oxygéne étant restée incompléte, il serait trés approprié de la
poursuivre. Afin d'utiliser les données expérimentales de cette recherche. il faudrait
modifier le modéle développé afin d’avoir une concentration en oxygene dans le gaz C*
variable dans le temps. ce qui permettrait de rapprocher le modéle des conditions réelles
d’expérimentation. Une fois le nouveau modele validé avec les courbes du systéme
modéle. les courbes du lit de racines pourraient €tre traitées en tenant compte de la
respiration. Ainsi. il serait possible de calculer des épaisseurs de lit ou des masses de
racines maximales pour différentes conditions de culture. Pour les prochaines
expériences. il faudrait accorder une attention spéciale a I'alimentation gazeuse afin

d’avoir un C* constant dans le temps et le volume du bioréacteur.
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ANNEXES A — COMPOSITION DES MILIEUX
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Composition des milieux Minimum (Min) et Modified White (MW). Le milieu Min3s3NIOP

contient trois fois la concentration en sucrose. trois fois la concentration en calcium et 10 fois la

. .1 rqe - .
concentration en PO~ du milieu minimum.

Sels majeurs

MgSO,*7 H.0
KNO:& 1.6 g
KCl 1.3 g

146 g

dans 500 mL

Prendre 25 mL/L

Calcium

Ca(NO;):*4H,O 288 ¢

dans 500 mL

Prendre 5 mL/LL

Vitamines

Glycine 1.5 g

Thiamine 50 mg
Pyridoxine 50 mg

Acide nicotinique 250 mg

Inositol 25 g

dans 500 mL.

Prendre 1 mL/L

Micronutriments

Ki 375 mg
MnCl;*4H.O 3 g
ZnSO*7HXO 1325 ¢
H:BO: 0.75 ¢
CuSO;*5H,0 65 mg
Na:-MoQO4*2H,O 1.2 mg

dans 500 mL

Prendre ImL/L

NaFe-EDTA

FeSO,-EDTA 43¢

dans | L

Prendre 1.86 mL/L

-

PO~

Min KH:PO; 048 g
MW NaH,PO,*2H,O 0.215 g
N2:SO,*10H,0 453 ¢

dans 100 mL
dans 100 mL

Prendre | mL/L
Prendre 10 mL/L

Sucrose

Min 10 gL
MW 30 g/L.




ANNEXES B — RESULTATS DES RECOLTES POUR LE CHOIX DU GARNISSAGE
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No|Type [Ino- |[Temps |Masse |Distribution Racines [Accrochage Remplissage
garn. |culum|de récolte
(g culture (g
WW) () wWW)
2 |TP 27|20 47 73 Apparence de bonne |Racines |Trés solide. La chute |7 < 20%:2 <
pla. distribution. Le coeur|trés en  |ne dérange pas. Pour |30%: 3
est dense mais le reste|forme séparer deux pack, en |100%
est bien acré. tirant c'est tres
difficile.
3 {TP 27|20 100 124,84 Tres bon accrochage. [l =350%: | »
pla. 1% de perte a chaque }50%: 8 <
chute. 100%: 2 =
100%
7 (TP 17110 106 99.68 |Beau lit trés Les racines sont trés |3 = 50%: 3 <
pla. uniforme. solidement 100%; 12 =
accrochées: 1% de 100°%
perte a chaque chute
8 TP 1710 128 122.3 [Beaulit Centre et {Moins solide Pas dense: |
alé. sous le lit {lorsqu'on arrache du  |= 50%: 42+
un peu  {lit. Beaucoup de 50°%: 4 -
foncé.  [racines restent libres {100%:9 =
lorsqu'on tire. 100°%;
Dense: 6 =
100%
9 |TP 27|10 (46 42 Trés peu de colonisation. En séparant les pack. {20 < 1%: 4 <
alé. Beaucoup de racines seuls quelques brins  [20%
sur la grille. restent sur les pack.
VTP 27|20 56 66.4 |Beaucoup de racines |Beaucoup de 41%:6 <
alé. sur la grille du fond. |racines mortes 20%: 1 <
sur le dessus. 100%
12 |PR I"[10 76 64.6  |Le 3/4 des racines est |Au centre|Trés accrochées: la [4=0%: 7 <
alé. dans le fond. surla  |et sur le |chute n'affecte pas:  |1%:2 <20
grille; Présence d'un |dessus. |s'enlévent quand %%: 4 < 50%;
noyau extra dense vieilles |méme facilement des || = 50%: 3 =
d'un volume d'un TP |racines |pack car peu dense.  {100%: PR 2
1" d'une masse de mortes. {Aucune différence  |=50%
8.38g noires entre les TP et les PR.
13 |PR 27120 |56 141 Trés peu de colonisation. Treés peu 5<1%:3<
alé 47 g de racines juste sur le d'accrochage. 20%
grillage beaucoup moins que
sur les pack.
14 |TP 27116 |61 78,62 Bon accrochage.la |1 =0:5<
alé. chute n'affecte pas.  [1%: 1 <
20%: | =
25%:3 =
50%:
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No|Type |Ino- |Temps [Masse |Distribution Racines |Accrochage Remplissage
garn. [culum|de récolte
(g culture |(g
WW) |() WW)
15 |TP I7[10 (58 96.04 |Apparence lit trés 2 =25%:5=
pla. dense uniforme 30%:2 <
100%:; 7 =
100%%
23 IPR I"}1 69 109.83 Moins bon 1=0:1<
pla. accrochage des PR 1%0: 1 <
que des TP 20%: 1 =
25%:3 =
50%: 4 <
100%:; 7 =
100%0: PR: |
= 100%: | =
75%
24 (PR 1|1 69 110.62 |Pas trés dense. beau Meéme les racines 2 1% 7~
alé. lit uniforme remplies 3 50°% ont  {20%: | =
(grice au petit des racines un peu  |25%:6 =
inoculum). partout et sont 50%: 1 =
solidement 75%: 1<
accrochées. 100%:: 2 =
100%: PR: |
< [, 1 =
100%e
26 (PR 2711 54 53.77 Tiens bien malgré < 1%:2=
alé. tout. 5 %o de perte @ [30%0 (pas
chaque chute dense); 1 =
100%% (au
3/4 dense)
28 |PR |4 60 92 Entre 2 et 5% de I": 4=
| A perte d chaque chute [100°%6: 2": 2
pla. =350%: 1 =
100%
TP : Tri pack

PR : Pall ring

Pla. : inoculation placée

Alé. : inoculation aléatoire




Correspondance des numéros de culture avec les essais de I'analyse factorielle.

Essais Culturea  (Culture b
] 7 13
2 23 28N
3 2 3
4 18 28(2)
5 8 9
6 12 24
7 11 14
8 13 26
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ANNEXES C — CALCULS POUR L’ANALYSE FACTORIELLE
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Calcul des contrastes. des sommes des carrés et des effets pour le plan factoriel du

choix de garnissage

Essais l A B| AB Cl AC| BC|ABC|YiMoy| Y2Moy| Y3Moy

| I -1l -l 1 -1 t ! -1 10 10 9
2 ! l -1 -1 -t -l 1 1 7 5 10
3 I -1 ! -1 -1 | -1 1 10 10 1.5
4 I l I l -1 -l -1 -1 9 10 9
5 ! - -1 | -l -1 1 3.5 6 6
6 ! I -1 -1 1 | -1 -1 6 6 5
7 I -1 i -1 I -1 -l 10 2 3.5
8 I I | | l | 1 1 5.5 2 5

Contrastes

Cl 61 -6 8 -5p -1l 2 -9

c2 51 S -3 5t -19 5t 13 -5

C3 35 31 -5 31 -16] -2 0 2

Sommes des

carrés

SS1 930 91 16| 6,25|30.25 I 4/20.25

SS2 650 6.25| 2.25| 6.25(90.25| 6.25[42.25| 6.25

SS3 756 2.25| 6.25) 2,25 64 | 0 i

Demi-effets

DemiEl -0.75 1{-0.63|-1.38| 0.25| 0.5[-1.13

DemiE2 -0.63|-0,38| 0,63(-2.38| 0.63|-1.63|-0.63

DemiE3 0.38(-0.63} 0.38( -21-0.25 0] 0.25
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ANNEXES D — DONNEES HYDRODYNAMIQUES
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Fichier Fichier- |Dia- [:Zpais Culture |Jour |Dé- [V/Q(s) |[tm(s) |[sigma2 (s) Temps
décon- métre(seur bit mélan-
volué (cm) {(cm) (ml/s) ge (s)

Systéeme modéle, alimentation brouillard

DTSIH] e 1S 0.1 157081 123801 R834RS N 23000
DTSJI3 10,01 L5 0.1 1178.1] 1051.0{ 333275.0| 1052,0
DTSJ31 DECIJ31 100 1.3 0.3 436.3] 278.5 44485.0| 3480
DTSJ32 DECJ32 10,0 1.5 0.3 436.3] 3120 54023.01 616.0
DTSI33 DECIJ33 10,0 1.3 0.3 436.31 301.0} 660060 5580
DTSIs1 DECJ51 10.0 1.5 0.4 267.8] 117.0 9713.01 236.0
DTSJ52 DECJ52 10.0 1.5 0.4 26781 142.0 12322.0( 286.0
DTSIJ33 DECIJ33 10.0 1.3 0.4 267.8] 157.0 16361.0 3220
DTSJV71 |DECIV7I 11.0 1.5 0.8 190.1 71.0 2681.0 138.0
DTSIVT72 |DECIVT2 11.0 1.5 0.8 1901 121.0 9618.0| 248.0
DTSIV9I |DECIV9I 11.0 1.5 1.0 142.6 58.0 1913.0 120.0
DTSIVY2 |DECIV9Y2 11.0 1.5 1.0 142.6 34.0 1070.0{ 106.0
DTSIV93 |DECIV93 11.0 1.5 1.0 142.6 72.0 2501.0f 140.0
DTS6J11 10.0] 6.0 0.2 3080.0] 1289.0 3223252.0| 2498.0
DTS6J12 10,0} 6.0 0.2] 3H4L6] 1447.01 6164640 2748.0
DTS6J13 10,01 6.0 0.2 3080.0{ 1347.0] 1200403.0] 2682.0
DTS6J31 10.0] 6.0 0.3} 1885.0] 318.0] 45112.0f 684.0
DTS6J32 10.0] 6.0 0.2 20489 347.0f 121318.0f 1136.0
DTS6J33 10.0] 6.0 0.2]1 20489 602.0f 143328.0f 11720
DTS6J51 10,0 6.0 0.4] 11781 300.0] 1375740 976.0
DTS6J52 10.0} 6.0 04] 1273.60 4747 79446.0] 936.0
DTS6J53 10.0f 6.0 04| 11781 30201 1336169 934.0
DTS6JV7I |DEC6JVTI| 11.0} 6.0 0.8 760.3] 353.0{ 1574620 748.0
DTS6JV72 IDEC6JVT2] [1.0f 6,0 0.8 760.3] 310,0f 20339.0] 6440
DTS6JV73 |DEC6JVT73| 1.0 6.0 0.8 760.3] 302.0f 112827.01 632.0
DTS6JV92 IDEC6JV92] 11.0] 6.0 1.0 570.2y 25738 16958.01 504.0
DTS6JV93 |IDEC6JVI3| (1.0 6.0 1.0 570.2] 2350 14202.0 482,0
DTSI8JI1 10,0} 18.0 0.1 10874.8] 2060.0] 767356.0| 3900,0
DTSI8J12 10.0f 8.0 0.1| 10874.8] 1892.0] 1306253.0] 3626.0
DTSI18J13 10,0l 18.0 02| 7641.7] 1886.0] 863755.0| 3828.0
DTSI18J31 10.0] 18.0 0.3| 49779 1106.0] 332651.0| 2264.0
DTS18J32 10.0] 18.0 0.3 47124 1531200 333700.0{ 2512,0
DTSI18J33 10.0] 18.0 0.3} 45604 165001 450455.0| 2870,0
DTS18J51 |DEC18J51| 10,0{ 18.0 0.5] 2618.0] 860.01 [31523.0] 1558,0
DTS18J52 |DECI18J52] 10.0{ 18.0 0.5 2618.0| 739.01 117735.0] 14240
DTS18J53 |DECI18J53| 10.0( 18.0 0.5| 2618.0f 832.7| 129993.0{ 15700
DTS18J72 10.0] 18.0 0.8 1885.0{ 570.0f 77081.0] 10940
DTSI8173 10.0] 18,0 0.8 1885.00 352.0f 74377.0] 1058,0
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Fichier Fichier- |Dia- Epais Culture |Jour [Dé- V/Q(s) [tm(s) |sigma2 (s) Temps
décon- métre|seur bit mélan-
volué (cm) |(cm) (mls) ge (s)
DTS18182 10.0 18,0 0.8 1767.2] 51271 70386,Gf 10320
DTS18J83 10,0} 18.0 0.8] 1767.2] 632.0f 72193.0{ 11420
DTS4LHI |DEC4LH1} 10.0] 18.0 1.0 14137 446,01 355372.0{ 11160
DTS4LH2 10.0f 18.0 1.0 13593 491.0{f 39759.0| 1108.0
DTS51h2 10,00 18.0 131 10629 3560 3022601 9240
DTS51hi 10.0] 18.0 1.4  1009.8[ 229.0f 28940.0/ 800.0
DTS2mis| 10.0} 18,0 23 5655 183.0 12014,0] 516.0
DTS25mls 10.0f 18.0 2 523.6] 139.0 7448.0] 426.0
DTSVI3 10,0|vide 0.1 390.8) 621130
DTSVV33 11.0lvide 0.3 70.0 2858.0
DTSVV3d 11,0]vide 0.3 90.0 33950
DTSV32 10,0[vide 0.5 51.0 1941.0
DTSVSI 10.0[vide 0.5 44.9 1362.5
DTSV33 10.0lvide 0.3 434 28350
DTSVV3sd 11.0lvide 0.5 47.4 799.0
DTSVVss 11.0[vide 0.5 42.0 830.0
DTSVVsé6 11.0[vide 0.3 39.0 666.0
DTSVVTI 11.0}vide 0.7 107.0 1639.0
DTSVV72 11.0lvide 0.7 129.0 10397.0
DTSVV9l 11.0]vide 1.0 49.0 684.0
DTSVV92 11,0{vide 1.0 28.0 2520
DTSVV93 11.0{vide 1.0 58.0 832.0
Serinj4 26 1.3|Jute 0.1 79.6f 212.0] 641450 452.0
Serlnjs 2.6 1.5|Jute 0.1 79.6| 230.0] 76157.0] 504.0
Serinj6 26 6.0jute 0.1 318.6f 217.0] 62969.0[ 470.0
Serlnj8 26| 6.0{Jute 0.1 318.6] 180.0f 47497.0] 374.0
Lablnj2 LabDec2 25.0 1.5|Jute 0.8 981.8] 300.0{ 132709.0| 710.0
Lablnj3 LabDec3 250 1.5{Jute 0.8 981.8] 381.0f 214259.01 904.0
Lablnj LabDec4 250 1.5{Jute 0.5) 1472.,6] 364.0 198068.0! 852.0
Lablnjs LabDec3 250 1.5{Jute 0.5] 14726 381.0f 217326.0| 816.0
Lablnj6 LabDec6 25.01 6.0{Jute 0.81 3927.0f 678.0f 3565859.0{ 1444.0
Labinj7 25.0{ 6.0|Jute 0.81 3927.0f 719.0f 641036.0| 1544.0
Labinj10 2501 6.0{Jute 0.51 5890.5) 1246.0f 1967486.0{ 1792.0
Lablnji1 2501 6.0{Jute 0.5t 5890.5} 1109.0f 1781124.0| 2466.0
LabinjV1 25.0{Vide 0.5 63.0 3831.0
LablnjV2 25.0{Vide 0.5 67.0 6759.0
LablInjV3 25.0|Vide 0.3 69.0 9397.0
LablnjV4 25.0{Vide 0.8 60.0 7476.0
Systéme modéle, alimentation gouttes a gouttes aléatoire
TROI1 10.0{vide 04 29131 221710
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Fichier Fichier- {Dia- E'Zpais Culture |Jour |[Dé- {V/Q(s) [tm (s) [sigma2 (s’) Temps
décon- meétre(seur bit mélan-
volué (cm) [(cm) (ml/s) ge (s)
TROI12 10,0|vide 04 310.2 227140
TRO21 10,0|vide 0.3 6425 83108.0
TRO22 10,0|vide 0.3 650.0 89054.0
TR31 10.0}  L3[Jute 0.3 420,8] 319.3) 157361.0( 1306.0
TR32 1001 1 5ute n2 561,01 66041 168736601 13880
TR33 10.0]  1.50ute 0.2 561.0 743.7| 189578.0 1504.0
TRI21 10,01 L.5{Racines 0.3 462.0] 73599 87844.0! 1300.0
TRI122 10,0 1.5{Racines 0.3 462,01 710.2] 104381.0f 1464.0
TRI123 10,0 1.53|Racines 0.2 521353 297.6] 39430,0f 746.0
TR21 10,0 1. 5pJute 0.6 206.7] 100.0 3160.0] 272.0
TR22 10.0 1.5 Jute 0.6 206.7] 143.0 3801.0| 330.0
TR23 10.0 1.5 Jute 0.6 206.7| 148.0 6639.0| 396,0
TRI1I 10,0 1.5|Racines 0.5 2589 248.0 1213301 746.0
TRI12 10.0 I.5|Racines 0.3 2589 2320 11316.0f 674.0
TRI13 10.0f [.3|Racines 0.5 2589 1920 3063.0| 616.0
TR41 10.0] 1.5{Jute 0.1 1178.1} 1164.0] 433843.0( 3090.0
TR43 10.0] 1.3{Jute 0.1 906.2} 1092.0| 312263.0| 29100
TR44 10.0 1.5{Jute 0.1 1178.11 1312.0[ 487894,0 3866.0
TRI131 10.0}  1.5{Racines 0.1 1683.0 1817.0| 9356388.0{ 4220.0
TRI32 10.0 1.5jRacines 0.1 FI43.8) 21959 1427238.0] 49240
Lit de racines
LitinjV1 I1.0}vide |Vide 0.7 33.0 477.0
LitlnjVv2 11.0|vide [Vide 0.7 40.2 1248.0
LitlnjV3 11.0|vide |Vide 0.7 35.7 967.0
LitInj3 Litdec3 IOl 1.3 27.01 15.01 0.7 203.6f 123.0 7230.0| 246.0
LitInjd Litdec4 11.0] 1.5 27.01 1508 0.7 203.6] 122.0 6242.0) 270.0
Litlnj5 litdecs 110] 1.5 27,0} 15.00 0,7 203.6] 160.0 15497.0] 268.0
LitInj6 Litdec6 11,01 20 27.0f 22,00 0.7 2715 166.0 19183.0] 362.0
Litinj7 Litdec7 11,00 2.0 27,01 22,01 0.7 2715 143.0 11113.0] 336.0
Litinj8 Litdec8 1,0 2,0 27,01 220 0.7 271.5] 160.0 15228.0] 366.0
Litinj18 Litdecl 8 11.0] 20 27.01 270 0.7 271.51 224.01 30065.0f 460.0
Litlnj19 Litdeci9 1,00 2.0 27.01 27,0 0.7 27151 233.0f 33865.0f 440.0
Litlnj9 Litdec9 11,0 3.0 29.0{ 16.0| 0.7 407.3] 156.0 14504.0/ 310.0
Litinj10 LitdeciQ 11,0| 3.0 29,01 16.0] 0,7 407.3] 226.01 279920/ 488.0
Litlnj11 Litdecl ! 11,00 3.0 29,01 16.0] 0,7 407.3| 223,01 39463.0f 4640
Litlnj12 Litdeci2 11,0] 4.0 29.01 26.0] 0.7 543,01 140.0 14364.0f 266.0
LitInj13 Litdecl3 11,00 4.0 29.0| 26.0f 0.7 54300 166.0] 235264.0f 2520
Litinj14 Litdecld 1,0 4.0 29.0f 26.0 0.7 543,01 162.0] 291940 262.0
Litinj15 Litdecl5 11,0 5.0 29,0 37,00 0.7 678.8] 120.0 10129.0] 252.0
Litinj16 Litdecl6 11,0 5.0 29,01 37.0| 0.7 678.8] 101.0 5064.0 2400
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Fichier Fichier- |[Dia- Epais Culture |Jour [Dé- |[V/Q(s) [tm(s) |sigma2 (s7) Temps
décon- métre|seur bit mélan-
volué {cm) |{cm) (ml/s) ge (s)
Litinj17 Litdecl7 11,0 3,0 29,01 37.0f 0.7 678.8] 1040 5753.0f 2380
Litlnj22 Litdec22 11,0 4.0 33.0f 370 0.7 543,01 97.0 3380.0| 208.0
LitInj25 Litdec23 11,0 3.0 33.0f 37.0f 0.7 678.8] 108.0 8762.0f 216.0
Litlnj27 Litdec27 11.0] 6.0 33.0f 450f 0.7 8146{ 78.0 3950.01 160.0
LitInj28 Litdec28 1o 50 33.0] 1501 97 $1i6 730 2517.07 1660
LitInj29 Litdec29 11.0] 6.8 33,0 51.0f 0.7 916.4] 93.0 3329.01 200.0
Litlnj30 Litdec30 11.0] 6.8 33.0 510 07 9164 102,0 2584.0] 210.0
Litlnj31 Litdec3 | 11.0] 6.8 330l 51.00 0.7 916.4] 94.0 4336.0] 2000
Litlnj32 LitDec32 11.0f 7.0 33.0] 58,0} 0.7 950.3] 128.0] 33498.01 200.0
Litlnj33 LitDec33 11.0] 7.0 33.0] 58.04 0.7 950.3 78.0 9398.01 154.0
Litlnj34 Litdec3 11,0 7.0 33.0] 580y 0.7 950.3] 118.0 18293.0f 254.0
Litnj36 Litdec36 11.0] 8.0 33.0f 67.0f 0.7] 1086.1 68.0 3968.01 134.0
Litlnj37 Litdec37 11.0{ 8.0 33.0} 67.04 0.7] 1086.1} 141.0 30226.0{ 280.0
LitInj38 Litdec38 1.0 9.0 33.01 78.0f 0.7 12219] 133.0 21468.0] 256.0
LitInj39 Litdec39 11,0f 9.0 33,0 78.0 0.7] 1221.9] 213.0] 70088.0| 398.0
Litlnj40 Litdec40 1.0 8.5 33.0f 7400 0.7] 11540 1240 19783.0] 2420
LitEch2 11.0f 4.0 29.0f 260 0.7 543.0[ 203.0 10118.0
LitEch3 1t.0] 5.0 29.0f 37.0f 0.7 678.83| 278.0] 444110
Serinj| 26/ 7.0 30.0f 4501 0.1 3717 176.0 10690.0| 3000
Serinj2 26| 7.0 30.0f 45.0f 0.1 37T 1440 3428.01 2700
Serlnj3 26| 7.0 30.0f 45.0f 0.l 3717 177.0 18639.0] 352.0
Lit de racines sur garnissages
20InjV1 235 Vide 0.5 84.0 3982.0
20InjV2 235 Vide 0.5 119.0 6476.0
20InjV3 235 Vide 0.5 138.0 9678.0
20InjV4 235 Pack Vides 0.5 304.0f 29009.0( 684.0
20InjVS 235 Pack Vides 0.3 404.0 43188.0
20InjVé6 235 Pack Vides 0.5 139.0 6236.0 2780
20InjV7 23.5 Pack Vides 0.5 186.0 15587.01 370.0
20InjV8 235 Pack Vides 0.7 91.0 159201 188.0
20InjV9 235 Pack Vides 0.9 97.0 21720 2220
20InjV10 235 Pack Vides 0.7 68.0 1973.0] 164.0
20InjV12 2335 Pack Vides 0.7 3440 30259.0f 668.0
20InjV13 23,5 Pack Vides 0.7 254.0 1752901 606,0
20InjV15 235 Vide 0.7 106.0 7479.0
20InjV16 235 Vide 0.7 111.0 6360.0
20InjV17 235 Vide 0,7 3070 66911.0
20InjV18 235 Vide 0.7 166.0 2954.0
20InjV19 23.5 Vide 0.7 144.0 7674.0
20InjV20 235 Vide 0.7 196.0 19199.0
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Fichier Fichier- (Dia- Epais Culture [Jour |Dé- |V/Q(s) |tm (s) [sigma2 (s:) Temps
décon- meétre|seur bit mélan-
volué (cm) [(em) (mls) ge (s)
201njV21 23.5 Vide 0.5 162.0 10365.0
201njV22 235 Vide 0.5 166.0 17205.0
20injV23 235 Vide 0.5 194.0{ 39321.0
201nj3 20Dec3 23.5 34,0 49,0 0.7 217.0]  17972.0] 452.0
201nj4 20Dec4 23.5 34.0] 9.0l 0.7 177.0 3788.0] 370.0
201Inj5 20Dec5 23,5 340 49.0] 0.7 192.0 10626.0] 300.0
20Inj7 20Dec7 23.5 34.0] 57.0[ 0.7 213.00 19582,0] 4380
20Inj8 20Dec8 23,5 34.0[ 63.0 0.7 243.0]  19842.0] 506.0
201nj9 20DecY 23.5 34,0 71.0] 0.7 351.0] 485520/ 6860
20Inj10  [20Decl0 | 23.5 340 81.0[ 0.7 369.0 69987.0 7400
20Injl 1 20Decl | 23.5 34.0] 88.0 0,7 375.00 892420 6400
20EchV1 23.5 Vide 0.5 195.0 31240
20EchV2 23.5 Vide 0.5 23100 11734.0
20EchV3 23.5 Pack Vides 0.5 244.0 3013.0
J0EchV4 235 Pack Vides 0.9 167.0 3034.0
20EchVs 23.5 Pack Vides 0.9 170.0{ 14961.0
20EchV6 23.5 Pack Vides 0.7 326.0] 24686.0
20EchV7 23.5 Pack Vides 0.7 116.0] 184570
20Echl 23.5 3400 2200 0.7 111.0 15950
20Ech2 235 5400 49.0] 0.7 306.0 2826.0

Lit de racines sur garnissages (essais hydrodynamiques lors des cultures pour le choix

de garnissage)

Fichier Culture |Type |Diam. jInocu- Racines [Jour [tm (s) |{sigma2 |Tmélange
Garn. |Garn. [lation (s2) (s)

Pac8Inj1 8|TP " aléatoire 128 11 814 74
Pac8Inj3 8|TP " aléatoire 128 44 1524 70
Pac18Injl 18|PR 2" placée 112 139 8788 342
Pacl8Inj2 18|PR 2" placée 112 145 7853 336
Pac23Injl 23|PR 1" placée myco 69 176 9379 384
Pac23inj2 23|PR " placée myco 69 133 4964 280
Pac24Injl 24|PR " aléatoire  {myco 69 119 4596 140
Pac24Inj2 24|PR 1" aléatoire  {myco 69 82 5438 164
Pac24Inj3 24|PR 1" aléatoire  [myco 69 117 13536 230
Paci18Ech I18|PR 2" placée 112 164 61657

Pac24Ech 24|PR 1" aléatoire  [myco 69 263 15233




184

Courbes de DTS déconvoluées (nombre de Péclet. T\, sz calculés a partir de t; et 1>

du modéle des 2 CSTR en série)

Fichier (v T T v o",, Pe
Systéme modéle

DECJ31 20.0 73.5 84.2 177.7 12490 3.7
DECJ32 20,0 89,7 999 209.1 13020 3.5
Fichier a T T Tv Fu Pe
DECIJ33 20.0 77.8 88.8 186.6 13940 3.7
DECJ51 4.0 20.8 354 60.2 1683 29
DECJs52 4.0 15.5 60.6 80.1 3910 1.7
DECJ53 4.0 335 459 83.4 3231 29
DECJV7TI 4.0 10,0 15.0 29 325 39
DECJIV72 4.0 10.0 60.0 74 3700 1.3
DECJV91 0.0 6.2 25.1 313 675 1.2
DECJV92 0.0 13.6 13.7 273 372.65 26
DECJV93 0.0 9.7 25.7 354 753.03 1.8
DEC6JV71 90.0 112.7 123.6 326.3 27990 6.4
DEC6JVT2 70.0 107.0 118.8 295.8 23560 5.6
DEC6JV73 70.0 95.0 122.2 287.2 23960 37
DEC6JV92 70,0 72.3 82.8 2249 12020 7.3
DEC6JV93 60,0 65.3 76.3 201.6 10060 6.9
DEC18J51 250.0 2989 298.9 847.7 178600 6.9
DEC18J52 150.0 298.0 298.1 746.1 177700 5.0
DEC18J53 200.0 323.0 323.1 846.1 20870 67.6
DEC4LHI 350.0 162.0 177.4 689.4 57720 154
Lit de racines

Litdec3 20.0 18.0 28.0 66 1108 6.7
Litdecd 20,0 249 249 69.7 1236 6.7
litdecs 26.0 24.7 24.0 74.7 1186 83
Litdec6 14.0 18.0 40,0 72 1924 4.1
Litdec? 16.0 240 26.0 66 1252 5.8
Litdec8 18.0 8.0 70.0 94 4944 2.1
Litdeci8 20.0 46.0 61,7 127.7 9729 1.8
Litdec19 26.0 26.0 28.0 80 1460 1.6
Litdec9 20.0 30,0 31.0 81 1861 39
Litdecl0 200 8.0 120,0 147,7 14170 1.5
Litdec!1 12.0 12.0 250 49 769 5.0
Litdeci2 8.0 24.0 25.0 57 1201 4.1
Litdec13 8.0 16.0 225 46 762.3 43
Litdecld4 4.0 25.0 26.0 55 1301 33




Fichier a 1 . ™ v Pe
Litdec!3 8,0 20,0 23.0 31 929 4.3
Litdec!6 10.0 18,0 20,0 48 724 3,1
Litdec17 8.0 10,5 28.0 46.3 893.2 3.5
Litdec22 20.0 10,0 20.0 30 500 39
Litdec25 10,0 18,0 20,0 18 724 5.1
Litdec27 10.0 120 14.0 36 340 6.4
Litdec28 10.0 11,0 13,0 34 290 6.8
Litdec29 18.0 16.0 17.0 51 545 84
Litdec30 240 19.0 20.0 63 761 9.3
Litdec31 12.0 18,9 18.9 49.7 1711 1.2
LitDec32 14.0 12.0 16.0 42 400 7.7
LitDec33 14,0 11.0 12.0 37 265 9.2
Litdec34 20.0 220 240 66 1060 7.1
Litdec36 16.0 10.9 10.9 378 236,33 11.0
Litdec37 20.0 220 32.0 73.8 1468 6.2
Litdec38 320 250 26.0 83 1301 9.3
Litdec39 40.0 25.0 63.0 130 4849 3.8
Litdec40 320 18.0 220 72 808 1.7
LabDec2 20.0 16,7 200.3 237 40390 1.1
LabDec3 20.0 284 298.8 347.2 90070 0.9
LabDec 20.0 10,0 200.0 220.6 32360 1.4
LabDec5 20.0 122.1 132.1 2742 32360 3.3
LabDec6 150.0 160.0 300.0 610 115600 5.2
Lit de racines avec garnissages

20Dec3 6.0 12.0 20.0 38 544 4.0
20Dec4 8.0 10.3 311 49.5 1076 3.2
20Dec5 8.0 10.0 250 43 725 3.8
20Dec? 4,0 53 26,0 35.3 703.668 2.0
20Dec8 18,0 8,0 40,0 66 493 16.6
20Dec9 20.0 59.6 68.3 147.9 8217 4.0
20Deci0 20,0 13.0 102.6 135.6 10700 1.9
20Decl | 24,0 442 34,5 122.7 3690 4.0
Pac8Decl 4.0 159 15.9 358 504.66 3.8
Pac8Dec3 2.0 9.0 9.0 20 163.26 3.6
Pacl8Del 16.0 5.0 70,0 37 4924 -3.0
Pacl8De2 20,0 10.3 82,0 1123 6823 22
Pac23Del 20.0 55.0 65.3 1403 7288 4.1
Pac23De2 30,0 240 36.6 90,6 1916 74
Pac24Del 16,0 10,7 44.0 70.7 2046 3.5
Pac24De2 8.0 10,0 13.0 31 269 59
Pac24De3 4.0 14,0 15.0 33.0 421.0 39
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ANNEXES E - COURBES DE DTS : E(T) EN FONCTION DU TEMPS
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ANNEXES F — COURBES DE DTS DECONVOLUEES ET

MODELE DES 2 CSTR EN SERIE DE VOLUMES DIFFERENTS
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ANNEXES G — DONNEES DE TRANSFERT D’OXYGENE

L]



Systéme modéle

Fichier] Alimentation| Vide/Jute Epaisseur (cm)| Débit(l/h) t(h)
O2Vvil Brouillard Vide 0 0,432 0.111
o2vi2 Brouillard Vide 0 0.4284 0.111
o2VI3 Brouillard Vide 0 0,576 0.069
o2vid Brouillard Vide 0 0.576 0.069
02V3l Brouillard Vide 0 1.08 0,042
02v32 Brouillard Vide 0 1.08 0.042
02V33 Brouillard Vide 0 1.08 0.042
02Vv94 Brouillard Vide 0 3.6 0.014
02V95 Brouillard Vide 0 36 0.014
(G RAYAM Brouillard Vide 0 3.6 0.014
Q213J11 Brouillard Jute 1.5 1.296 0.319
021312 Brouillard Jute 1.5 1.944 0.222
0213J13 Brouillard Jute 1.5 0.54 0.222
O215J14 Brouillard Jute 1.3 1.944 0222
0215)31 Brouillard Jute 1.5 1.044 0.069
0215J32 Brouillard Jute 1.5 1.188 0.061
0215J41 Brouillard Jute 1.5 .44 0.049
0215]42 Brouillard Jute 1.5 1.476 0.049
0215J51 Brouillard Jute 1.5 1.728 0.035
0215191 Brouillard Jute 1.5 3.276 0.021
0215J94 Brouillard Jute 1.5 3.6 0.014
02611 Brouillard Jute 6 0.468 0.444
026112 Brouillard Jute 6 0.468 0.444
026413 Brouillard Jute 6 0,432 0,444
026J14 Brouillard Jute 6 0.396 0444
026431 Brouillard Jute 6 1.116 0.160
026J33 Brouillard Jute 6 1.152 0.160
026151 Brouillard Jute 6 1.908 0.111
026J52 Broutllard Jute 6 1.8 0.1l
026J71 Brouillard Jute 6 2.7 0.097
026191 Brouillard Jute 6 3.6 0.097
0218J11 Brouillard Jute 18 0.612 0.361
0218J12 Brouillard Jute 18 0.612 0.333
0218J13 Brouillard Jute 18 0.576 0.361
0218J31 Brouiilard Jute 18 0.972 0.361
0218J32 Brouillard Jute I8 0,972 0417
0218133 Brouillard Jute 18 0.936 0.417
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Fichier| Alimentation| Vide/Jute| Epaisseur (cm)| Débit(Vh) t(h)
0218J51 Brouillard Jute I8 1.98 0.222
0218J52 Brouillard Jute 18 20124 0,217
0218153 Brouillard Jute 18 1.548 0.250
0218J54 Brouillard Jute I8 1,584 0.230
0218J91 Brouillard Jute 18 3.96 0,104
0218J92 Brouillard Jute 18 3456 0.125
0218492 Brouillard Jute 18 3.24 0.139
0218J94 Brouillard Jute I8 3.24 0.139

027lh! Brouillard Jute 18 5.04 0.069
02 Imlsl Brouillard Jute 18 3.6 0.111
0O21Imls2 Brouillard Jute I8 3.6 0.111
O21mls3 Brouillard Jute 18 9 0.056
02 Imls4 Brouillard Jute 18 8.28 0.069

O2ALVL] Aléatoire Vide 0 0.612 0,278
O2ALVI2 Aléatoire Vide 0 0.54 0.278
O2ALVI3 Aléatoire Vide 0 0.54 0.278
O2ALV3I Aléatoire Vide 0 1.332 0.097
02ALV32 Aléatoire Vide 0 1.188 0.125
O2ALV33 Aléatoire Vide 0 0.936 0.181
02ALVSI Aléatoire Vide 0 1.692 0.036
O2ALV32 Aléatoire Vide 0 1.728 0.056
O2ALVSY Aléatoire Vide 0 1.944 0.042
O2ALVSS Aléatoire Vide 0 1.908 0.042
O2ALI1JILI Aléatoire Jute 1.5 0.396 0.333
O2AL1JI2 Aléatoire Jute 1.3 0.396 0.333
O2AL1JI3 Aléatoire Jute 1.3 0.396 0.333
O2ALI1J3] Aléatoire Jute 1.5 1.584 0.056
0O2AL1J32 Aléatoire Jute 1.5 [.332 0.063
02AL1J33 Aléatoire Jute 1.5 1.296 0.050
0O2AL1J51 Aléatoire Jute 1.5 1.908 0.050
02AL1J52 Aléatoire Jute 1.3 1.98 0.050
O2AL1J53 Aléatoire Jute 1.5 1.908 0.054
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Lit de racines de carotte

)
(P8}

Fichier Culture Jour

LitDO4 27 »
LitDO6 27 22
LitDO7 29 16
LitDOS 29 6
LitDO10 29 26
LitDO10-1 29 26
LitDO12 29 37
LitDO12-2 29 37
LitDO13 33 25
LitDO14 33 25
LitDO1S 33 41
LitDO17 33 41
LitDO19 33 90




ANNEXES H — COURBES DE TRANSFERT D’OXYGENE : DO EN FONCTION

DU TEMPS
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wh

La concentration en oxygene dissous est donnée en volts. La relation entre la DO en
volts et [a DO en mgO,/L est :

DO (mgO«/L) = (8.5 mgO»/L - 0)/(2.056 v —0.085 v) * DO (v)
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