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RESUME

Cette étude de la phase de croissance de cellules végeétales est réalisée sur
des cultures d’Eschscholtzia californica en bioréacteur a rubans hélicoidaux (HRI) de
2L et5 L. Un systtme de commande et d’acquisition de données est utilisé pour
suivre 1’évolution des cultures, de méme que des algorithmes de mesure des taux de

respiration, de production de CO, et d’estimation de la concentration de CO; dissous.

Deux contréleurs adaptatifs directs de la concentration en oxygeéne dissous
sont congus afin de diminuer le temps hors contrdle suite 4 une perturbation : le
controleur adaptatif direct (CAD) et le controleur adaptatif direct basé sur le taux de
respiration mesuré (CADm). Ceux-ci permettent une diminution du temps hors

contrfle de 64 % (CAD) et de 70 % (CADm) par rapport a4 un contrdleur

conventionnel linéaire (PI).

L’influence des nutriments sur la croissance de la biomasse séche et sur la
prolifération cellulaire est étudiée. Il apparait que I’oxygéne dissous, les hydrates de
carbone ainsi que 1’azote total sont indispensables a la croissance et a la prolifération
des cellules en suspension alors que les ions phosphate, nitrate et ammoniaque sont

nuisibles a la croissance et a la prolifération cellulaire.

Cependant, I’ajout périodique d’ammoniaque au milieu de culture permet
d’accroitre de plus de 100 % la concentration cellulaire obtenue a la fin de la période

de croissance par rapport 4 une concentration finale traditionnelle (2 x 10° ¢ L'). De
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méme, |’ajout périodique de nitrate augmente de SO 4 100 % la concentration cellulaire
finale mais de fagon moins marquée et plus lente. Ce phénomeéne est probablement
associé a un mécanisme d’induction et de répression de mécanismes enzymatiques de

réduction du nitrate.

Lorsque la concentration en oxygéne dissous est maintenue constante, les
hydrates de carbone et le nitrate sont consommés proportionnellement a un
accroissement de la biomasse séche (X). Les rendements moyens calculés pour ces
deux nutriments sont de 0.31 g X g S et de 0.41 g X mmol” NO;. Quant aux ions
phosphate et ammoniaque, ils sont assimilés plus rapidement que la croissance par les
cellules. Les taux de consommation calculés sont de 0.003 mmol PO, g’ X h' et de

0.016 mmol NH; g X h™.

Afin de représenter 'accumulation du phosphate intracellulaire et I’effet
étendu de ’ammoniaque sur la prolifération cellulaire, un nouvel outil mathématique
est développé : les pseudo-concentrations intracellulaires de ces nutriments. Il est
établi que les rendements moyens associés a ces nutriments intracellulaires sont de

4.00 g X mmol™ POy; et de 1.04 g X mmol™ NH,;.

Un modéle de croissance de la biomasse séche et de la prolifération
cellulaire est développé. Celui-ci est pleinement autonome, c’est-a-dire qu’il ne dépend
d’aucune variable externe. Effectivement, toutes variables (ex.: concentration en

nutriment) ou parameétres (ex.: taux spécifique maximum de croissance) nécessaires a
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I’estimation de la croissance sont aussi estimés par ce modele. La consommation et
I'utilisation des nutriments desquels dépendent la croissance et la prolifération
cellulaire sont estimées par le modéle lui-méme selon cette méme concentration
estimée en biomasse. Une nouvelle forme du taux spécifique de croissance en fonction
des nutriments extracellulaires et intracellulaires est développée de mani¢re a
représenter la phénoménologie observée. Cette forme de cin€tique de croissance est
trés polyvalente, décrivant adéquatement la croissance de la biomasse séche et la

prolifération cellulaire en fonction des concentrations en nutriments.

L’optimisation de la fiabilit¢t du modéle par la détermination
mathématique des parameétres des équations de cinétiques confirme I’effet néfaste du
nitrate et de [’ion ammonium extracellulaire (et possiblement aussi du phosphate) sur
la croissance et la prolifération cellulaire. De plus, cette optimisation fait ressortir
effet positif et la nécessit¢ de ’ammoniaque intracellulaire pour la prolifération

cellulaire.

Finalement, la stratégie d’alimentation développée selon les prédictions du
modéle de croissance pour maximiser la prolifération cellulaire donne d’excellents
résultats avec ’obtention d’une concentration cellulaire finale prés de 20 x 10° ¢ L™,
ce qui représente une augmentation de 1 000 % par rapport aux concentrations finales
habituelles en cuvées sans ajout. Ce résultat est d’autant plus satisfaisant que la

prolifération est arrétée par une limitation de transfert d’oxygene du systéme de
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culture utilisé. Il est établi que la concentration finale aurait pu étre triplée, soit plus

de 60 x 10’ ¢ L' sans cette limitation.

Des modifications au systéme de culture actuel sont recommandées afin
d’augmenter le taux de transfert d’oxygéene pour la poursuite des travaux en croissance

et en production de métabolites secondaires.



ABSTRACT

This work concern the study of the growth of Eschscholtzia californica
cells cultured 2 and S L helicoidal ribbon impeller bioreactors. A data acquisition and
control system was used to monitore on-line culture parameters, oxygen uptake (OUR)
and carbon dioxide productions (CPR) rates and the estimation of the dissolved carbon

dioxide concentration (DCO,).

Two new adaptive controllers were designed to reduce the off-control time
following a disturbance. They are the Direct Adaptive Controller (CAD) and the
measured OUR-based Direct Adaptive Controller (CAD,). The off-control time
usually obtained with conventional controllers (PT) was reduced by 64 % (CAD) and

70 % (CADy)

The effet of nutrients on the dried biomass growth and cell division were
studied. The dissolved oxygen, carbohydrate and total extracellular nitrogen were
essential for both the growth of biomass and cell concentration increase while

extracellular phosphate, nitrate and ammoniac ions were found detrimental to growth.

Periodic addition of ammoniac in the medium increased the final cellular
concentration by 100 %. This concentration was increased, but more slowly, by 50 to
100 % with the addition of nitrate. This last phenomenon resulted likely from delayed

induction of nitrate reductase.



Using a constant dissolved oxygen concentration of 60 % air saturation,
the carbohydrate and nitrate consumption rates followed dried biomass growth rate.
The apparent yield of dried biomass (x) on carbohydrates and nitrates were
031gXg' S and 041 g X mmol" NO;. The phosphate and ammoniac ions were
absorbed rapidly from the medium and consumed intracellularly over a longer period of
time. The specific consumption rates of these nutrients were 0.003 mmol PO, g™ X h”!

and 0.016 mmol NH, g X h''.

To describe the accumulation of intracellular phosphate and the utilization
of intracellular ammoniac, a new mathematical tool was developed : the intracellular
pseudo-concentration of these nutrients (posi and nhy;). The apparent yield of these

nutrients were 4.00 g X mmol™ PO,; and 1.04 g X mmol™ NHL;.

A new dry biomass and cell concentration model was developped. This
model is fully independent of external variable. All parameters (ex.: specific growth
rates) or variables (ex.: nutrient concentrations) needed to estimate the growth

parameters are estimated by the model.

The extracellular uptake and intracellular comsumption of these nutrients
influencing cell growth were estimated by the model based on the biomass
concentration. A new formulation of the specific growth rate based on the extra- and

intracellular nutrient concentration was developed to describe the cultures growth
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behavior. This model describes well the biomass growth and the cell division as a

function of nutrient concentrations.

Optimisation of the reliability optimization of the growth model by the
mathematical determination of the kinetic equations parameters confirmed detrimental
effect of nitrate and extracellular ammonium ions on cell growth. This optimization

phase underlined the necessity of intracellular ammoniac to increase cell division.

A nutrient feeding strategy developed using the growth model to maximize
cell division allowed an increase of 500 to 1 000 % (20 x 10’ ¢ L") as comparated to
final concentration of batch cultures (2 4 4 x 10° ¢ L™"). This interesting increase was
limited by the culture system oxygen transfer rate. The estimated final cell

concentration may have reach 60 x 10° ¢ L™ without this limitation.

The culture system need to be modified to increase the oxygen transfer rate

for the pursuit of this research on plant cell growth and secondary metabolites

production.
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1. INTRODUCTION

De tout temps, I’'Homme a su utiliser son environnement afin de subvenir a
ses besoins primaires et secondaires. Il a ainsi pu survivre sous différentes conditions
par une évolution personnelle et sociale jusqu’a ce jour, ou ['espéce humaine est tres
organisée et ou chaque individu s’est spécialisé face a la collectivité. Au fil de son
évolution, I’étre humain établi toujours ses actions sur le principe de survie. A cette
fin, il recherche toujours a améliorer sa qualité de vie et a repousser les limites de la

mort.

1.1 Cellules de plante et métabolites secondaires

Pour y arriver, ’'Homme cherche a améliorer sa compréhension du
fonctionnement de son étre ainsi que l’interaction s’établissant entre lui et son
environnement. De cette maniére, il peut identifier les moyens a prendre ainsi que les
ressources nécessaires pour améliorer et prolonger sa qualité de vie. Parmi les
ressources naturelles utilisées, le monde végétal représente probablement la plus
grande source de produits utilisés a ces fins, tels les aspects d’habitation,

vestimentaires et particuliérement nutritionnels et médicaux.

Le monde végétal fourni une grande diversité de produits ayant un pouvoir
plus ou moins grand de guérison de diverses maladies chez I’étre humain. Parmi ceux-

ci, se trouve la sanguinarine, utilisée a 1’époque de la colonisation des Amériques par



N

les Amérindiens. Ces derniers michaient cette plante au liquide rouge sang sans savoir

qu’elle leur évitait de trés graves maladies buccales s’attaquant aux gencives.

Obtenue principalement de la plante Sanguinaria canadensis a I'état
naturel, ce phytochimique est aussi produit en suspension de cellules de plante en
bioréacteur par les espéces de Papaveracea (Aubry, 1995). Pour des raisons de
disponibilité et d’utilisation lors de travaux précédents par I’équipe de recherche, les
cellules d’Eschscholtzia californica, productrices d’alcaloides dont la sanguinarine,

sont utilisées dans le cadre de ce projet.

1.2 Problématique

Jusqu'a ce jour, les scientifiques se basent principalement sur trois
paramétres majeurs afin de déterminer le meilleur moment d’induction de la production
de métabolites secondaires : la concentration en biomasse séche, la concentration d’un
ou de plusieurs nutriments (Archambault et coll., 1995) et le profil respiratoire (Aubry

et coll., 1995).

A titre d’exemple, Archambault et coll. (1995) notent que la présence de
phosphate limite la production d’alcaloides. Ces derniers obtiennent de meilleurs taux
de production d’alcaloides (32 mg L™ d') en induisant la phase de production suite i
I’épuisement de ce nutriment. Aubry (1995) obtient les meilleurs taux de production
d’alcaloides benzophénantridines publiés a ce jour (68 mg L™ d') en induisant la phase

de production a !’obtention d’un plateau du profil respiratoire. Toutefois, la



production de métabolites secondaires demeure limitée au potentiel des cellules

présentes lors du plafonnement respiratoire.

Afin d’augmenter ce potentiel de production, la croissance des celiules en
suspension doit étre étudiée afin d’accroitre la concentration de cellules productrice au
moment de I’élicitation. Comme démontré par Aubry (1995) et Pépin (1996), le profil
respiratoire correspond d la croissance cellulaire en bioréacteur. Cependant le
plafonnement des paramétres de suivi de croissance habituellement utilisés (biomasse
humide et séche) ne correspond pas au plafonnement de la respiration celiulaire. Pépin
(1996) a démontré dans ses travaux que le profil de dénombrement cellulaire
correspond a celui de la respiration. En comparant ces résultats a ceux obtenus par
Aubry (1995) sur le moment de I’élicitation, il apparait que I'induction de la phase de
production doit étre effectué alors que la concentration cellulaire est maximum, au

plateau de respiration.

En se basant sur ces résultats, il devient primordiai de maximiser la
concentration cellulaire atteinte au moment de [’élicitation pour augmenter
significativement la production d’alcaloides. La maitrise de la phase de croissance
apparait donc étre d’une importance capitale pour I’obtention d’une concentration

cellulaire maximum menant a une production maximum de métabolites secondaires.



1.3 Objectifs du projet

L’objectif global de ce projet est de maximiser la croissance de cellules
végétales de fagon a augmenter de maniére significative la production de métabolites
secondaires lors de la phase subséquente de production. Afin d’y parvenir, trois
objectifs spécifiques doivent étre réalisés. Premiérement, |’étude de la croissance de
cellules végétales en bioréacteur doit étre réalisée de maniére a accroitre la
compréhension des mécanismes de croissance. En second lieu, la modélisation de la
croissance des cellules d’Eschscholizia californica doit étre effectuée dans le but de
déterminer I'effet des nutriments sur le taux de croissance en biomasse séche et sur la
prolifération cellulaire ainsi que de permettre la réalisation de simulations de cultures.
Finalement, la maximalisation de la prolifération et de la concentration cellulaire doit

étre effectuée de maniére a rencontrer I’objectif global de ce projet de recherche.

1.4 Meéthodologie

Afin de pallier au manque d’information sur I’état de la croissance lors du
plateau de respiration, un nouvel outil caractérisant la croissance est mis au point. A
’aide du dénombrement cellulaire, des cultures de celiules végétales en suspension en
bioréacteur sont effectuées. Ces cultures servent principalement a déterminer
I'influence des divers facteurs environnementaux sur la croissance des cellules
végétales. Afin d’amplifier certains aspects, des cultures sont réalisées en mode cuvée

alors que d’autres le sont en cuvée alimentée.



Un contrdleur adaptatif d’oxygéne dissous basé sur le taux de respiration
est congu de maniére a restreindre I'impact négatif qu’a un changement dans la
concentration de ce nutriment. Ce type de contréleur est appliqué aux cultures
étudiées de maniére a améliorer la performance de contréle ainsi qu’a accroitre la

capacité et la vitesse de stabilisation du contrdleur suite 4 une perturbation.

La phase de modélisation de la biomasse séche est amorcée par
I’établissement d’un schéme réactionnel. Par la suite, le calcul des paramétres de
consommation des nutriments (rendements et taux de consommation) est reéalise.
Enfin, une cinétique de croissance est posée de maniére a décrire les phénomenes
présents dans ce type de culture, suivi de séances d’optimisation de la fiabilité du
modéle par le changement des constantes de I’équation développée. Enfin, cette
derniére étape est réalisée pour effectuer la modélisation de la croissance de la

concentration cellulaire.

Finalement, des séances de simulations sont réalisées afin de déterminer la
stratégie d’alimentation des nutriments maximisant la croissance de la concentration
cellulaire. Suite a I’obtention d’une telle stratégie, celle-ci est appliquée pour une

culture menant a une croissance maximum.



2. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les cultures de cellules de plante en suspension sont étudiées depuis les
années soixante pour leur potentiel de production de phytochimiques et utilisées entre
autres par I’industrie pharmaceutique. Parmi celles-ci se trouve le taxol issu de 7axus
et la sanguinarine produite par Eschscholtzia californica. Le marché annuel pour la
commercialisation de tels produits s’éléve & plusieurs milliards, (Verpoorte et coll.,
1993) ce qui en fait un domaine de recherche privilégié de la part des scientifiques et

des grandes compagnies pharmaceutiques de par le monde.

L’optimisation de la phase de croissance est envisagée dans le cadre de ce
projet. Pour y arriver, les différents effets de croissance associés aux nutriments
doivent étre identifiés et modélisés dans le but de simuler différentes stratégies de
croissance. Les premiéres sections de la recherche bibliographique portent sur les
cinétiques et modéles de croissance développés jusqu’a ce jour et pouvant se

rapporter aux cultures de cellules de plantes.

Afin d’accroitre la production de métabolites secondaires par les cultures
en suspension, la phase de croissance doit étre comprise et optimisée. Pour y arriver,
les mécanismes de croissance des cellules de plantes doivent étres connus de maniére
4 pouvoir les influencer dans un but de maximalisation de la concentration cellulaire.
C’est ce sur quoi porte les deux parties suivantes de la recherche bibliographique afin

d’identifier ’état des connaissances actuelles en la matiére. Finalement, une breve
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discussion est présenté quant a I’absence de stratégies maximisant la croissance

cellulaire dans la littérature.

2.1 Cinétiques de croissance

Plusieurs publications rapportent les résultats sur les cinétiques de
croissance de la biomasse. Cependant, celles discutées dans cette section ne
concernent que des cinétiques pour lesquelles la croissance est fonction des sources
nutritionnelles ou de résidus métaboliques (produits) dans le milieu de croissance. Il
est & noter que toutes les structures des modéles de cinétique présentées sont des taux
spécifiques de croissance et qu’elles n’ont pas nécessairement été développées a
I'origine pour la culture de cellules végétales. Ces derniéres sont regroupées par
section (fonctions du substrat, du produit ou des deux ) et selon I’allure générale de la

courbe résultante.
2.1.1 Dépendance au substrat

En 1905 Blackman établit une relation entre le taux spécifique de
croissance et la concentration en substrat dans le milieu de croissance. Il observe que
le taux de croissance augmente proportionnellement a la concentration du substrat
jusqu’a un maximum. L’équation posée (€quation 2.1) présente une relation lin€aire du
taux de croissance avec le substrat jusqu’a une concentration ou le taux spécifique de

croissance devient constant. Cette relation semble la premiére établie.
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Blackman (1905) n(S) =<Ky 2.1
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Figure 2.1: Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Blackman (1905)

Dans le méme regroupement, Takamatsu et coll., en 1983, établissent aussi
une relation directe entre le taux spécifique de croissance et la concentration en
substrat dans le milieu. Cette relation (€quation 2.2}, développée pour la croissance de
boues activées, démontre qu’une concentration en substrat inférieure 2 la concentration
critique de croissance provoque une décroissance de la biomasse. En augmentant cette
concentration en substrat, le taux de décroissance diminue jusqu’a ['atteinte de la
concentration critique en substrat 4 I’endroit ou le taux de croissance augmente

graduellement.



Takamatsu et coll. (1983) u(S) = Kg(S—Sg) 2.2

C en volumer')

Figure 2.2: Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Takamatsu et coll.

(1983)

En 1942, Monod présenta une forme mieux adaptée a la croissance
bactérienne. Sa relation (équation 2.3) présente une augmentation rapide du taux de
croissance avec une augmentation de la concentration du substrat suivie d'un
ralentissement de cette accroissement jusqu’a l'atteinte d’un maximum du taux
spécifique de croissance ou la concentration en substrat n’a plus d’influence. Cette
relation est fortement utilisée pour la description de croissance de plusieurs type de
cultures autant végétales, animales que bactériennes. Cette relation est maintenant une

référence dans le domaine.
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Monod (1942) u(s) = p*———— 2.3

L L
2 2 4 L] 1 ALl
Concentration en substrat {masse voiume )

Figure 2.3 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Monod (1942)

Dans la méme catégorie, plusieurs autres relations ont été développées.
Tessier (1942) présente une adaptation de Blackman (1905) avec I'utilisation d’une
notation exponentielle (équation 2.4) plutét que [a concentration de substrat au
dénominateur comme I'a fait Monod. Moser (1958) ajoute un exposant & la
concentration en substrat dans I’équation de Monod, lui permettant ainsi de mieux
adapter I'impact du substrat. Powell (1967) présente une équation légérement plus
complexe {équation 2.6) qui ne respecte toutefois pas la notion de taux maximum de
croissance qu’il intégre pourtant dans son équation. En effet, selon les valeurs des
constantes, ce taux maximum peut €tre amplifié par sa relation, ce qui ne concorde pas
avec la réalité. Les autres relations présentées dans cette catégorie, Axelsson et coll.

(1984), Hoppe et Hansford (1982), Chen et Hashimoto (1978), Roques et coll. (1982),
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Jost et coll. (1973), Shehata et Marr (1971) ainsi que Ming et coll. (1988), présentent
toutes des modifications de I’équation de Monod. 1ls utilisent I’équation de Monod
(1942) et ajoutent des constantes ou tout simplement, répétent la relation initiale avec

différentes constantes (équations 2.7 4 2.13).

Tessier (1942) n(s)= u‘{ - exp[— —§—D 2.4
Ky

o
-

Fagteur dvmpact

o
1%

2 4 L] [ ] Q
Concenration en substrat {masse voume')

Figure 2.4 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Tessier (1942)
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Figure 2.5 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Moser (1958)
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Figure 2.6 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Powell (1967)
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Figure 2.7 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Axelsson et coll.

(1984)
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Figure 2.8 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Hoppe et Hansford

(1982)
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Figure 2.9 : Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Chen et Hashimoto

(1978)

S

2.10
K(Salim et — S) + KM + S

Yue (Roques et coll., 1982) u(S) = p*

Figure 2,10 :  Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Yue (1982)
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Jost et coll. (1973) u(S) = p* - 2.11

x L ;
[} 2 4 a . m
Concentraton an subsirat (masse volumer ')

Figure2.11:  Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Jost et coll. (1973)

S S
Shehata et Marr (1971 S)=u,* L * 2.12
(1971) W(S) = Ky +S Ha Ky, +S

ol u* = w* + po*

9 ; 4 ; : "
Concentration en subsirat (masss volume )

Figure 2.12: Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Shehata et Marr

(1971)
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Ming et coll. (1988 S)=pu*———- 2.13
g (1988) u(S) =u K 1§

1/

0 ¥ . . . 0
Concentration en substrat (masse volume-*)

Figure 2.13:  Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon Ming et coll (1988)

La troisiéme catégorie présente des relations ol une concentration optimale
de substrat est définie, i.e. une concentration en substrat pour laquelle le taux de
croissance est maximum. Haldane (1968) développe une relation entre le taux
spécifique de croissance et la concentration en substrat (équation 2.14) ou en
augmentant, le taux de croissance augmente jusqu’d un maximum suivi d’une
diminution du taux de croissance atteignant un plateau minimum. Ce profil est aussi
obtenu au moyen des deux relations (équations 2.15 et 2.16) développées par Sokol et

Howell (1981).
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2.14

Haldane (Andrews, 1968)  u(S) = u, s 3
I

Figure 2.14:  Impact du substrat sur le taux de croissance spécifique sclon Haldane (1968)
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Sokol et Howell (1981 us) = p*—— 2.15
(1981) ®) K, +§?
Y
]
B

Concentraton en substrat {massa volume '}

Figure 2.15: Premiére forme de 'impact du substrat sur le taux de croissance spécifique

selon Sokol et Howell (1981)
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K;S
u(s) = *K2+ISK3 2.16
g
£l
5l
g‘»
szl ’\\‘\

Concentragon en substrat {(masse volume ')

Figure 2.16: Seconde forme de I'impact du substrat sur le taux de croissance spécifique selon

Sokol et Howell (1981)

2.1.2 Dépendance au produit

Presque tous ces modeles indiquent une relation favorable entre le taux
spécifique de croissance et la concentration en substrat. Toutefois il se peut que
certains facteurs présents dans le milieu de croissance nuisent aux cultures. C’est le cas

de beaucoup de produits métaboliques résiduels.

En 1946, Hinshelwood établie une relation entre le taux spécifique de
croissance et la concentration en produits métaboliques dans un milieu de culture
bactérien. Il y observe une relation directe d’abaissement du taux de croissance avec

une augmentation de la concentration de ce produit (équation 2.17). Par la suite,
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plusieurs autres auteurs présentent des relations semblables ou Iégérement modifiées.
C’est le cas de Aiba et coll. (1968), Jerusaliwski et Engambervediev (1969) et
Higglund (1983) qui proposent des profils plus courbés de méme que des taux
spécifiques de croissance pouvant étre négatifs (équation 2.18 a 2.20). Levenspeil
(1980) introduit une formulation intéressante (équation 2.21) qui représente une
concentration spécifique en produit, inhibant complétement la croissance. Avec une
concentration inférieure ou supérieure, le taux spécifique de croissance est augmenté.
Contrairement au phénoméne d’inhibition présenté jusqu’a maintenant face au produit,
Jerusaliwski et Engambervediev (1969) présente une seconde forme ou, tel le substrat,
le produit présent en plus grande quantité dans le milieu de croissance favorse la

croissance (équation 2.22).

t~

Hinshelwood (1946) u(P) = u*-K,(P-K,) 17

/

Faglour dimpact
/
/

/

/

Figure 2.17:  Impact du produit sur le taux de croissance spécifique selon Hinshelwood (1946)
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Hagglund (1983) u(P) =K, -K,
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Concentraion en subsirat (massa volume ')

Figure 2.18 :  Impact du produit sur le taux de croissance spécifique selon Higglund (1983)

Aiba et coll. (1968) u(P) = uxe XF 2.19

o T L) q L) L]
Concentration en substrat [masse volume ')

Figure 2,19: Impact du produit sur le taux de croissance spécifique selon Aiba et coll. (1968)
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Figure 2,20 :

Jerusaliwski et Engambervediev (1969)
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Figure 2.21:

Impact du produit sur le taux de croissance spécifique selon Levenspeil (1980)
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Figure 2.22:  Seconde forme de Pimpact du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Jerusaliwski et Engambervediev (1969)

2.1.3 Dépendance au substrat et au produit

Finalement, quelques modéles comprenant I"effet combiné du substrat et du
produit ont aussi été publiés. Cependant, dans la plupart des cas, il ne s’agit que d’une
combinaison d’équations présentées ci-haut, directement ou légérement modifiées.
C’est ce que présentent Aiba et coll. (1968), Aborhey et Williamson (1977), Bazua et
Wilke (1977), Ghose et Tyagi (1979), Jin et coll. (1981), Sevely et coll. (1981) et
Dourado et Calvet (1983) et (équations 2.23 a 2.30). Toutefois, Moulin et coll. (1980)
présentent une relation ot les effets des deux facteurs sont réellement combinés

(équation 2.31). Par contre, comme c’est le cas pour Powell (1967), les allures
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résultantes de cette relation ne respectent pas la réalité du taux spécifique maximum de

croissance. Ce type de relation biaise I’effet inhibiteur ou favorable associ¢ au

nutriment.
Aiba et coll. (1968) u(s.p) = u*——s—— exp(—KlP) 223
Ky +S
(1) .L anf
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Figure 2.23:  Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon Aiba

et coll. (1968)
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Figure 2.24: Premiére forme de 'impact du substrat et du produit sur le taux de croissance

spécifique selon Aborhey et Williamson. (1977)
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Figure 2.25: Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Bazua et Wilke. (1977)
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Figure 2.26: Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Ghose et Tyagi. (1979)
Jin et coll. (1981) u(S,p) = pu* S exp(—K,P - K,S) 2.27
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Figure 2.27:  Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon Jin et

coll, (1981)
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Figure 2.28: Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Sevely et coll. (1981)

u(s.p) = pr—s S 2.29

ns—\

—t i L " i 08
L] 1 - L] e 0 e

Concentration en substrat (masse volumer*)

Figure 2.29:  Seconde forme de I’impact du substrat ct du produit sur le taux de croissance

spécifique selon Aborhey et Williamson. (1977)
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Figure 2.30: Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Dourado et Calvet. (1983)
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Figure 2.31: Impact du substrat et du produit sur le taux de croissance spécifique selon

Moulin et coll. (1980)



28

2.2 Modélisation de cultures

L’étude accrue des cultures a permis aux scientifiques d’en comprendre un
peu plus sur les interactions régissant I’évolution de la biologie. C’est dans cette veine
que sont apparus les premiers modéles tentant de décrire la croissance de cellules
bactériennes. Une des principale qualité d’'un modéle, outre sa capacité 4 servir de
base 4 un processus d’optimisation, consiste & fournir de I'information scientifique.
Selon la forme finale d’un modéle de croissance, il est possible d’évaluer 'impact de

certains facteurs sur la croissance et d’en contrdler I'intensité.
2.2.1 Définitions des types de modéles

La forme d’un modéle lui octroie certaines particularités bien utiles selon
les objectifs fixés. Les caractéristiques associées a la forme d’un modéle de croissance

définies ici sont tirées de Barford et Hall (1978).

Un modéle est tout d’abord de type stochastique ou déterministique. Un
modéle stochastique considére la cellule comme la base des relations métaboliques se
déroulant dans le systéme. Ce genre de modéle considére chaque cellule
individuellement face a la culture étudiée. Il est utilisé pour la description de cultures
ou les cellules n’agissent pas de maniére uniforme présentant ainsi plusieurs

fluctuations par rapport a la moyenne, soit I’ensemble de la culture.



Un modéle stochastique peut étre distribué ou ségrégué. Un modele
distribué fait référence aux cellules comme étant une partie intégrante du milieu de
culture alors qu’un modéle ségrégué considére I'ensemble des cellules sans tenir
compte du milieu de culture. Les modéles ségrégués sont utilisés lorsque certaines
composantes doivent étre exprimées par rapport aux cellules elies-mémes et non par
rapport au volume de culture. Par exemple, les concentrations des composés
intracellulaires sont généralement exprimées en mmol g' X. Inversement, les

composantes des modéles distribués sont définies sur une base du volume total de

culture.

Un modéle déterministique considére I’ensemble des cellules comme une
masse uniforme qui évolue au méme rythme selon les mémes transformations
métaboliques. Les phénoménes expliqués ne représentent qu’une moyenne de

I’ensemble des phénomeénes se déroulant 4 ce moment.

Un modéle déterministique peut étre distribué ou ségrégué. De plus, il
peut étre structuré ou non. Un modéle est dit structuré lorsqu’il considére les
différentes composantes des cellules. En général, ces modéles considérent I’ensemble
des cellules comme la somme de deux ou trois groupes de cellules de compositions
différentes. = Un modéle non-structuré considére I’ensemble des cellules de

compositions uniformes.



2.2.2 Modéle publiés pour la culture de cellules végétales

Afin de se concentrer sur la cultures de cellules végétales et ses
particularités, seuls les modéles décrivant la croissance de ce genre de cellules en
suspension sont retenus et présentés dans cette section. L’ordre choisi pour les
aborder est chronologique de maniére a faire ressortir I’évolution scientifique dans ce

domaine.

En 1980, Grm et Mele présentent un modele de croissance de cellules de
Claviceps purpurea ainsi que leur production d’alcaloides. Leur modele
déterministique est structuré et distribué. Ils assument que la biomasse est répartie en
quatre catégories : A: la biomasse absorbant le substrat et fabriquant de nouvelles
constituantes cellulaires; B: la biomasse en pleine croissance; C: la biomasse produisant
des lipides et des alcaloides sans croissance et D: la biomasse inerte. La cinétique de
croissance de la biomasse A associée au sucrose est de type Monod (1942) (équation
2.3) alors que les diverses transformations des autres biomasses sont supposées
proportionnelles & la biomasse en transformation. Des constantes définissent les cinq
autres taux de réaction. La consommation du sucrose est associée a la formation de la
biomasse A selon une relation de proportionnalité alors que la production de
métabolites secondaires est directement associée a la biomasse C selon le méme type de

relation.



Cette approche de la croissance et de la production des cultures de cellules
végétales est trés intéressante mais devient rapidement complexe a réaliser considérant
le nombre d’états différents octroyés a la biomasse et les relations & établir entre
chacun d’entre eux. Le modéle démontré présente quelques lacunes. Les auteurs ont
observé I'influence du phosphate sur la conversion de la biomasse absorbante (A) en
biomasse divisante (B). Toutefois, étant donné leur incapacité a modéliser cet impact,
une relation tout a fait arbitraire est établie mentionnant qu’aprés 48 heures de culture,
le changement d’état de la biomasse A en biomasse B s’atténue pour devenir nul. De
plus, les paramétres déterminés pour I’obtention du profil d’une culture ne sont pas
transférables pour la modélisation d’une autre culture. En effet, les auteurs
mentionnent qu’ils ne comprennent pas pourquoi, dans certains cas, la portion totale de
biomasse ainsi que la quantité d’alcaloides produits sont moindres alors qu’ils sont
supérieurs pour d’autres cultures. L’utilité d’un tel modéle est fort réduite s’il ne peut

étre utilisé que pour la description d’une seule culture déja réalisée.

En 1981, Pazoutova et coll. présentent un modéle découlant d’une étude
sur la méme espéce, Claviceps purpurea. lls présentent un modéle accentuant |’effet
du phosphate sur la croissance de la biomasse. Ce modéle moins complexe ne définit
qu’une seule biomasse dont la croissance est fonction exclusivement du phosphate
extracellulaire. Ce modéle est déterministique, ségrégué et non-structuré. La cinétique
de croissance utilisée est propre aux auteurs, soit un trindme a constituants linéaire,

exponentiel et d’ordre 2. La consommation du phosphate extracellulaire est de forme
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Monod (1942) (équation 2.3). Quant a la concentration intracellulaire en phosphate
libre, elle est estimée comme la différence entre la consommation du phosphate
extracellulaire et la somme des pertes causées par lyse cellulaire et par la
transformation en phosphate non-libre. La production d’alcaloides suit la premiere
forme de cinétique de Jerusaliwski et Engambervediev (1969), mais dans laquelle ia

concentration en produit est mise au carré et catalysée par la biomasse.

Cette approche de modélisation de la croissance de Claviceps purpurea est
plus utile que la précédente d’un point de vue compréhension et optimisation des
procédés. En effet, ce dernier modéle, de par sa capacité a décrire 1’évolution de plus
d’une culture i différentes conditions, permet d’admettre la généralité du phénomeéne

métabolique observé et de poursuivre les recherches de modélisation en ce sens.

En 1986, Drapeau et coll. présentent une cinétique de croissance de la
biomasse séche et humide uniquement dépendante de la concentration en sucres dans le
milieu de culture. La relation obtenue a la fois pour Dioscorea deltoidea et
Catharanthus roseus est de type Monod (1942) (équation 2.3). Aucune équation
décrivant sa consommation en sucres n’est présentée. En outre, les effets des sucres,
du phosphate et de l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique sur la production de
métabolites secondaires sont rapportés sans traitement mathématique. Dans ce cas.

’appellation de modéle est assez ambigué si ce n’est les deux seules équations de



croissance de biomasses séche et humide que 'on peut déduire. Ce modéle est

déterministique, distribué et non-structuré.

Les résultats présentés ne se rapportent qu’a la cinétique de croissance de
la biomasse, la méme pour les deux espéces végétales en suspension. Il aurait été
intéressant que les auteurs présentent cette cinétique dans un modele de croissance réel
bien formulé. En considérant les résultats rapportés, I’utilisation immeédiate du modéle
en étant déduit est impossible considérant que ce dernier n’est pas autonome.
Effectivement, I’évolution de la variable qu’ils décrivent (la biomasse) est directement

liée a une variable non décrite par le modele (les sucres).

Quinlan (1986) rapporte pour une premiére fois le développement d’un
modéle dont la croissance de la biomasse est directement liée aux concentrations
extracellulaires en nutriments. L’expérimentation est réalisée en cuvée alimentée. Ce
modéle est basé sur la cinétique de croissance logistique présentée a I’origine par Fenc!
(1966) mais modifiée pour tenir compte de I'effet de limitation d’'un nutriment. Ce
modéle a été expérimenté avec succés pour décrire la croissance en semi-continu de
plusieurs espéces dont Daucus carota. Ce modéle est déterministique, distribué et

non-structuré.

L’utilisation d’un modéle logistique ne permet une bonne estimation de la
croissance de la biomasse que lorsqu’il n’y a aucun nutriment limitant. L’ajout d’un

terme de limitation nutritionnelle représente déja une amélioration.  Toutefois,



I'utilisation d’une telle forme, méme modifiée n’améne aucune information nouvelle et
utilisable puisque la cinétique demeure basé sur la logistique qui peut étre changé par la

moindre vartation des conditions environnementales.

En 1989, Bailey et Nicholson présentent un nouveau modéle pour les
cultures de cellules de plantes. Celui-ci décrit I’évolution des biomasses séche viable,
non viable et totale, de la biomasse humide, de la synthése du produit et de la
consommation du substrat. De plus, de maniére a étre autonome, le modéle décrit
aussi I’évolution du rapport biomasse humide/biomasse séche et de la viabilité, fonction
de ce ratio. Cette derniére relation est basée sur une fragilité supérieure au stress
mécanique des plus grosses cellules. Ce modéle est déterministique, distribué et
structuré. Aucune cinétique de croissance n’est spécifiée. Une valeur constante est

assignée au taux spécifique de croissance.

La forme proposée par ce modéle est trés intéressante du fait que la
biomasse est scindée en composantes ayant différentes propri€tés sans que le modele
en soit grandement compliquée comme ce fut le cas pour Grm et Mele (1980).
Cependant, ce modele démontre quelques faiblesses. Aucune donnée de concentration
en substrat n’est disponible. Afin de contrer cette importante lacune, les auteurs fixent
la concentration initiale en substrat 4 1.0 g L', ce qui est bien loin de la réalité, de
mani€re a obtenir une courbe standardisée. Aucun rendement ne peut donc €tre calculé

quant a ["utilisation du substrat. De plus, la valeur fixée étant trés petite, elle ne permet
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pas d’apprécier le type de cinétique de croissance en cours lors de telles cultures ce qui

explique la relation [inéaire obtenue avec le substrat.

Frazier (1989) présente un modele original pour décrire la croissance de
Dioscorea deltoidea. Sa principale hypothése consiste a affirmer qu’un métabolite
essentiel a [a croissance fuit des cellules vers le milieu de culture. Cette hypothése
permet d’expliquer la phase de latence en début de culture qui serait attribuable a la
perte de ce métabolite. Le taux de croissance varie selon une cinétique de Monod
(1942) (équation 2.3) par rapport a ce métabolite alors que la production de ce dernier
est reliée & la concentration en substrat par la méme cinétique. Ce modele est
déterministique, distribué et non-structuré. Lors de P’application de ce modéle a une
culture de Dioscorea deltoidea, Frazier pose que le sucrose est rapidement transformé
en glucose et fructose a I'intérieur méme de {a cellule ou sur leur paroi et que P’excés
de ces formes de nutriments diffuse vers le milieu. Frazier en vient a la conclusion que
pour ces cellules, la principale cause de présence de la phase de latence consiste en une

fuite des monosaccharides vers le milieu de cuiture.

De tels résultats n’ont jamais été publiés suite 4 cette étude. Il serait
d’ailleurs surprenant qu’un tel phénoméne se produise réellement puisque le glucose
est directement utilis€é comme source nutritionnelle pour la culture de cellules de
plantes alors qu’une phase de latence non liée & 1a concentration utilisée est présente.

En outre, aucune augmentation de la biomasse séche n’est observée alors qu’il est



supposé y avoir pompage des nutriments extracellulaires, ce qui va a ’encontre de
I’hypothése posée. 1l est important de noter que la forme octroyée a un modéle doit
reposer sur des phénoménes réellement observés de maniére a ne pas en tirer de

conclusions biaisées par la forme choisie.

En 1990, Taticek propose un modéle de croissance pour la biomasse des
cellules d’Eschscholtzia californica. Ce modéle décrit la consommation du substrat
(carbohydrates) par [’utilisation du taux spécifique de croissance combiné a un
rendement réel et a2 un coefficient de maintenance. Toutefois, la croissance de la
biomasse est décrite 4 I’aide d’une équation logistique ou le taux spécifique de
croissance est obtenu par un lissage des données expérimentales. Ce modéle est

déterministique, distribué et non-structuré.

L’utilisation d’un modéle logistique n’est pas d’un grand recours pour
I'obtention de renseignements sur les phénomeénes de croissance ainsi que pour
I’optimisation du procédé. En effet, le profil obtenu est drastiquement modifié par une
limitation nutritionnelle ou par I'ajout de nutriments étant donné qu’il ne tient pas
compte des interactions avec le milieu de culture. De plus, la détermination du taux
spécifique par un lissage des données expérimentales implique que le modéle n’est pas
utilisable pour la description d’autres cultures comme le requiére une phase

d’optimisation.



Curtis et coll. (1991) présentent un modéle décrivant la croissance de la
biomasse de cellules Papaver somniferum en limitation nutritionnelle en phosphate. La
croissance linéaire de la biomasse qu’ils observent est associée a une limitation
nutritionnelle en phosphate intracellulaire libre. La cinétique de croissance de la
biomasse est basée sur cette concentration en phosphate intracellulaire libre selon une
forme polynomiale propre aux auteurs. Le modéle est déterministique, ségrégue et

non-structure.

Le modéle développé est convenable pour les conditions de culture de cette
équipe. Toutefois, I’obtention de profils linéaires n’étant pas le lot des cultures
végétales, ce modeéle n’est pas facilement transférable & d’autres especes ou méme

simplement a d’autres systémes de culture avec la méme espéce.

Hooker et Lee (1992) rapportent un modéle développé pour décrire la
croissance de cultures de Nicotiana tabacum. Une cinétique de Monod (1942)
(équation 2.3) décrit la transformation du sucrose extracellulaire en glucose
extracellulaire, la formation et la consommation du glucose, la consommation des
nutriments extracellulaires autres que les carbohydrates, les variations en concentration
des nutriments intracellulaires totaux ainsi que les pertes en biomasse dues a la
respiration. De plus, I’évolution de composantes intermédiaires intracellulaires y est
présentée ainsi que celles des composantes structurales et de la concentration en

métabolites. Ce modéle est déterministique, ségrégué et structuré.
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Les courbes de ce modéle décrivent les données expénmentales de la
biomasse séche, des carbohydrates, des métabolites secondaires produits et des
composés phénoliques. Toutefois, ce modéle est assez complexe, ce qui oblige les

auteurs a déterminer arbitrairement certains paramétres.

van Gulik et coll. (1992) présentent un modéle des cinétiques de croissance
de Catharanthus roseus et Nicotiana tabacum pour des cultures en cuvée et en cuvée
alimentée. La cinétique de croissance de la biomasse est associée au glucose selon une
forme de Monod (1942) (équation 2.3) et considére une consommation d’énergie pour
la maintenance. La consommation du glucose est aussi décrite selon une cinétique de
Monod. La consommation en oxygéne ainsi que la production en gaz carbonique sont
modélisées selon un rendement & la croissance accompagné d’un coefficient de

maintenance. Ce modéle est déterministique, distribué et non-structuré.

Les courbes obtenues par ces chercheurs sont trés satisfaisantes quant au
substrat pour Catharanthus roseus ainsi que pour le substrat et la biomasse pour
Nicotiana tabacum. Toutefois, I’estimation des profils de respiration pour les deux

espéces n’est pas aussi précise que le souhaitaient les auteurs.

En 1993, ces derniers (van Gulik et coll., 1993) reformulent leur modéle
d’une fagon structurée. Ce dernier décrit I’évolution de la biomasse selon quatre
composés : le phosphate libre, les composés phosphorylés, les carbohydrates

entreposés ainsi que la biomasse structurale. De plus, les consommations du phosphate
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et des carbohydrates extracellulaires sont présentées. Les cinétiques sont de forme
Monod (1942) intégrale ou légérement modifiée. La production de gaz carbonique et
la consommation d’oxygéne sont modélisées. Le modéle est déterministique, distribué

et structure.

La modélisation appliquée aux résultats de cette équipe décrit bien les
profils expérimentaux. Ce genre de modéle est tres utile. Pas compliqué outre mesure,
représentant des phénomeénes réels, il fournit de P'information quant au déroulement
des différentes étapes métaboliques ainsi que leur cinétique de réaction, de méme qu’il
permet une phase d’optimisation de la croissance de la biomasse suite & son

développement.

Guardiola et coll. (1995) présentent un modele de croissance reliant la
production de métabolites secondaires 4 la croissance de la biomasse de cultures
végétales en suspension pour Vitis vinifera. L’évolution de la biomasse, du substrat et
du produit y est présentée en fonction de la concentration en substrat dans le milieu de
culture selon une relation de Monod (1942). Le modéle est déterministique, distribué

et non-structure.

Les profils obtenus sont représentatifs des conditions expérimentales autant
pour des cultures en cuvée que pour des cultures en cuvée alimentée. Cependant, afin
d’obtenir de bonne estimation du reste des cultures en cuvée alimentée, le début des

courbes est ignoré parce que mal estime.
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Finalement, il est intéressant de noter que Albiol et coll. (1995) ont utilisé
I‘approche des estimateurs neuronaux afin de développer un modele de croissance de la
biomasse de Daucus carota en fonction des concentrations en sucrose, en glucose ainsi

qu’en fructose. Le modéle est bien sir déterministique, distribué et non-structuré.

Cette approche leur permet, aprés seulement deux essais, d’obtenir des
courbes suivant les données expérimentales. Toutefois, appliqué de cette manicre, ce
type d’estimateur ne fournit aucune information pertinente quant au comportement des
cellules par rapport & ces nutriments ni quant a une possible phase d’optimisation.
Cependant, il pourrait étre intéressant d’utiliser de tels estimateurs pour déterminer un
paramétre ou un ensemble de paramétres compris dans un modéle traditionnel dont les
valeurs ne peuvent étre déterminées expérimentalement. De tels estimateurs pourraient
aussi étre utilisés pour évaluer une variable du procédé, comme par exemple un taux de
croissance ou de consommation, dont I’obtention d’un profil dans le temps permettrait

d’en tirer de [’'information sur les phénomeénes I’affectant.

En somme, tous les modéles présentés dans la littérature ne sont formulés
qu’en fonction de la biomasse alors qu’aucun d’entre eux ne prédit I’évolution de la
concentration cellulaire. Ceci représente donc un manque quant & une description
adéquate de I’évolution de cultures de cellules végétales. Cette lacune scientifique doit

donc étre remédiée de maniére a obtenir une description convenable des phénoménes
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de croissance de ce type de cellules en suspension et en optimiser la croissance

cellulaire.

2.3 Division versus expansion cellulaire

Jusqu’a ce jour, la croissance de suspensions de cellules végétales est
caractérisée et modélisée par I’augmentation de sa concentration en biomasse. Ce
paramétre peut étre suivi de deux fagons différentes : la biomasse humide, pesée
immédiatement aprés filtration 4 la suite d’un échantillonnage, ainsi que la biomasse
séche mesurée suite 4 un séchage complet de la biomasse humide. Cette derniére est
plus appropriée pour effectuer un suivi de croissance car elle exclue la quantité d’eau

emprisonnée dans les cellules.

Toutefois, comme mentionné dans la problématique, le suivi de la biomasse
ne peut permettre d’envisager I’obtention d’une culture a production de métabolites
secondaires optimale. En effet, rien dans la courbe de croissance de la biomasse ne
permet d’identifier le plafonnement en respiration, meilleur moment pour I’élicitation.

Afin de contrer cette difficulté, une nouvelle approche de suivi de culture est

développé.

Chez les cellules végétales, la croissance cellulaire s’effectue selon le
schéme général illustré a la figure 2.32.A. La cellule mére prend de ['expansion. Suite
au scindement du noyau accompagné de la réplication de I’ADN, un phragmoplaste se

forme au centre de la cellule et amorce P'étape de la division cellulaire. Ce
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phragmoplaste s’étend alors d’une paroi a I'autre de la cellule pour former la plaque
cellulaire. Dés lors, la cellule mére est divisée en deux cellules filles qui a leur tour
effectueront le méme processus. En comparant les profils de croissance de la biomasse
séche (B) et de la concentration cellulaire (C), il apparait évident que ces deux
paramétres sont incomplets en soit, mais complémentaires pour décrire adéquatement
la croissance de suspensions de cellules végétales. Afin d’obtenir une meilleure
caractérisation des phénoménes se déroulant dans les suspensions de cellules végétales,
la biomasse séche ainsi que la concentration cellulaire seront utilisées pour décrire la

croissance cellulaire.

Pépin (1996) et Quinlan (1986) sont d’ailleurs les seuls a faire référence a
ce mécanisme de division cellulaire lors de cultures de cellules végétales. Selon Pépin
(1996), la concentration cellulaire permet de mieux caractériser la croissance de ses
cultures que la biomasse. Toutefois, dans le cas de Quinlan, seule la concentration
cellulaire est utilisée, ne se référant nullement & I’expansion de la biomasse. De plus,
les quantités de cellules présentées sont trés peu élevées (0.001 4 0.03 x 10° ¢ L) et
les techniques de compte cellulaire ne sont pas rapportées. Ceci ne laisse aucunement

présager la possibilité d’utiliser ces résultats pour quelque fin que ce soit.
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Figure 2.32 Processus général de division cellulaire chez les celiules végétales.

A. Représentation adaptée de Kleinsmith (1988). B. Profil de croissance de la
biomasse séche lors de la division cellulaire. C. Profil de croissance de Ia

concentration cellulaire lors de la division cellulaire.

2.4 Facteurs de croissance

Beaucoup de composés, y compris des nutriments inorganiques, ont des
effets importants sur la croissance végétale (Alberts et coll., 1992). Parmi ceux-ci, les
régulateurs de croissance végétale, petites molécules qui traversent facilement la paroi

cellulaire, agissent spécifiquement sur cette capacité. Ces derniers sont utilisés par les



plantes afin de coordonner certaines activités cellulaires, orienter leur développement
de méme que répondre i des stimuli environnementaux. Ils se classent en cinq
catégories (Alberts et coll., 1992), soient les auxines, les gibbérellines, les cytokinines,

I’acide abscissique et I’éthyléne.

Dans le cas de cultures de cellules végétales en suspension, deux de ces
régulateurs représentent un intérét particulier : les auxines et les cytokinines. Les
auxines entre autres fonctions, favorisent le grossissement et I’élongation cellulaire.
L’auxine utilisée pour les cultures d’Eschscholtzia californica est synthétique, I’acide
2, 4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D). Les cytokinines favorisent plutdt la division
cellulaire. Ce type d’hormone est généralement primordiale afin de soutenir la

prolifération cellulaire.

Dans certaines conditions ou les divers régulateurs de croissance sont
accessibles, la disponibilité en nutriments peut devenir limitante. De plus, dans
quelques cas, la nature méme du nutriment utilisé peut avoir une incidence sur le taux
de croissance cellulaire du fait que la voie métabolique requise differe et peut étre plus
longue a se réaliser et plus énergivore. Par exemple, I'ion ammonium est directement
fixé & des sites glutaminiques alors que I’ion nitrate doit tout d’abord étre réduit. C’est
dans 1’optique d’un impact nutritionnel considérable que I’étude de la croissance de

cellules végétales en suspension est réalisée. A titre d’exemple, Pépin (1996) a
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déterminé que I'ajout d’ammoniaque 2 des cultures de Vitis vinifera permet de

prolonger la période de division cellulaire.

2.5 Maximalisation de la croissance

En ce qui a trait 4 la maximalisation de la croissance de cellules végétales,
aucune publication traitant principalement de ce sujet et de techniques utilisées pour y

parvenir n’a été recensée.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Lignée cellulaire et maintien

Les cellules végétales utilisées dans le cadre de cette étude sont de
’espéce Eschscholtzia californica. La lignée utilisée (EC6) a été développée par le
Dr. Robert Williams du Centre de recherche en ingénierie des bioprocédés BIOPRQO
de I’Ecole Polytechnique de Montrsal. L’utilisation de cette lignée qui date de plus
de 10 ans permet de faciliter la reproductibilité des résultats (Curtis et coll., 1991) ce

qui est primordial au succes de 1’étape de modélisation de la croissance.

Les suspensions cellulaires sont cultivées dans les flacons de culture de
500 ml contenant 200 ml de suspension au moyen d’un milieu nutritionnel B5
standard (Gamborg et coll., 1968) présenté 4 ’annexe A auquel sont ajouté 0.2 mg L™
d’acide 2.4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D), 0.1 mg L™ de kinétine et 30 g L™ de
sucrose. Le pH est ajusté a 5.5 a 'aide d’une solution aqueuse de KOH a une

concentration de 1 N avant une stérilisation de 20 minutes a 121 °C et | bar.

Les sous-cultures sont réalisées périodiquement (tous les 5 a 10 jours)
lorsque le volume de cellules sédimentées est de 80 a 90 %. La proportion de
I’inoculum par rapport au volume total de sous-culture varie de 20 a 35 % selon la
croissance des cultures. Les flacons sont agités 4 120 rpm a ["aide d’un agitateur

orbital avec une lumiére continuelle et a température contrélée de 26 = 1°C.
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Suite 4 une premiére période de croissance variant entre 48 et 72 heures
selon I’'importance de la croissance, des sels d’ammonium et de phosphate, (NH;)>SO4
et (NH,),HPO,, sont ajoutés de maniére a ramener la concentration de ces ions a 20 et

2 mmol L™ respectivement.

3.2 Culture en bioréacteur

Deux réacteurs opérés de maniére similaire sont utilisés dans le cadre de ce
projet. Le premier posséde un volume effectif moyen de 5 L et le second & un volume

nominal de 2 L.
3.2.1 Bioréacteurde S L

Le bioréacteur de 5 L posséde une hélice a double rubans hélicoidaux afin
d’assurer une agitation efficace a faible taux de cisaillement pour les cellules. La
compagnie Bioexpert inc. (Québec, Canada) a déterminé la configuration de I’hélice et
des chicanes de surface selon les dimensions du réacteur de 11 L originalement congu
par Jolicoeur et coll. (1992). Ce bioréacteur (figure 3.1) est équipé de sondes de
mesure de la température, de la conductivité, du pH et d’oxygene dissous. La sortie
des gaz est reliée a un moniteur infrarouge pour la mesure de la concentration de gaz
carbonique. L’agitation de la suspension est réalisée a ’aide d’un moteur de 0.5 hp a
vitesse variable. Un tachymétre relié a I’arbre de transmission permet un contrdle de

cette vitesse d’agitation.
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Le bioréacteur posséde des ports d’échantillonnage, d’inoculation ainsi
qu’un systéme d’alimentation en nutriments et en milieu. Les gaz d’alimentation sont
stérilisés par pénétration a I’aide de lits denses de laine de verre alors qu’un possible
retour par les gaz de sortie est stérilisé par interception a Iaide de filtres stériles de

0.45 um (Bacterial air vent, Gelman Sciences).
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Figure 3.1: Bioréacteur de 5 L i double rubans hélicoidaux. Adapté de Aubry (1995)

3.2.2 Bioréacteurde 2 L

Le bioréacteur de 2 L est de configuration similaire a celles du 5 et 11 L

(Jolicoeur et coll., 1992). 1I est composé d’un réservoir en verre sur lequel repose un
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couvercle en acier inoxydable (SS-316) usiné et fixé par I'utilisation de brides et d’un
joint caoutchouté. L’agitation est réalisée par une hélice a doubles rubans hélicoidaux

ainst que par des chicanes de surface.

Ce bioréacteur (figure 3.2) est équipé de sondes permettant un suivi en
continu de la température, de la conductivité, du pH et de I’oxygéne dissous. La sortie
des gaz est reliée au méme moniteur & infrarouge mentionné précédemment.
L’agitation de la suspension est assurée par un moteur (Stir-pak®, modéle 4554-10,
Cole Parmer) dont la vitesse est ajustée manuellement et mesurée périodiquement a
I’aide d’un tachymétre portable (modéle 20904-010, VWR). L’ensemble de

I’instrumentation est relié au systéme de Bioexpert (Québec, Canada).

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

par interception.
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Figure 3.2 : Bioréacteur de 2 L a double rubans hélicoidaux. Adapté de Sirois (1994)

3.2.3 Suivi et contrdle

La température est suivie en continu & I’aide d’une sonde a résistance
électrothermique (RTD) collée a la paroi extérieure du bioréacteur. Le maintien de la
température est assuré par un contrdle de la température de la piéce entiére ou se

trouve la culture de cellules végétales a 26 £ 1 °C.
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La conductivité de certaines cultures est mesurée a I’aide d’une sonde de
fabrication artisanale permettant un suivi en continu. Elle est composée de deux tiges
d’acier inoxydable (§S-316) de 3 mm de diamétre coincées par pression dans une gaine
de Téflon®. La résistance entre les tiges distantes de 2.5 mm est mesurée & I’aide d’un
ohmmeétre (carte multi, Bioexpert inc., Québec, Canada). La calibration de cette sonde
est faite & partir de solutions standards de NaCl étalonnées a I’aide d’un conductimétre

portable pré-calibré (Oakton).

Le potentiel hydrogéne (pH) de la culture est aussi suivi en ligne, grace a
une sonde stérilisable pré-pressurisée (Ingold, Combined pH electrode). Elle est
calibrée a I’aide de solutions étalons 4 pH de 4.00 et 7.00 (Fischer Scientific) avant la
stérilisation. La dérive de calibration est d’environ 1 x 10°°' H™ d"' avec un temps de

réponse approximatif de 2 min. (Aubry, 1995).

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

dissous). La dérive maximum de la calibration est inférieure 4 0.1 % d™".

La concentration en gaz carbonique dans les gaz de sortie est analysée
grice a un moniteur a infrarouge de haute précision (Mode¢le 870, Rosemount

Analytical) d’une capacité de 0 & 10 %. La calibration est réalisée a I’aide d’azote



(0 %) et de gaz certifiés a 1.21 et 3.00 % en CO, (Air-Liquid). L’utilisation d’une
vanne solénoide trois voies commandée pour chaque réacteur permet une lecture des
gaz de sortie de chacun, tour a tour pendant 15 minutes. Une période de 3 minutes au
début de la période d’analyse de 15 minutes ou aucune acquisition n’est prise est
nécessaire afin de purger les conduites des gaz du réacteur précédemment analysé. Ce
temps est largement suffisant puisque le temps de purge mesuré est inférieur & |

minute.

Afin de fournir I’oxygéne dissous nécessaire a la croissance des cellules
végétales, un systéme de contrdle des gaz est associé au réacteur. Ce systéme a pour
fonction le mélange d’air et d’oxygéne de maniére a faire varier la pression partielle
d’oxygéne dans les gaz d’alimentation. Le contrdle de la pression partielle est réalisée
par la manipulation du débitmétre-contréleur (FC-260, Tylan General) placé sur le
conduit d’oxygéne pour un débit total constant des gaz (FC-260, Tylan General). Le
débit d’air varie s’ajuste de maniére & combler la différence entre le débit total et le
débit d’oxygéne. L’alimentation totale en gaz est ensuite scindée en deux, aération de
bullage et de surface, par le contréle du débit de bullage (FC-260, Tylan General)

coupé complétement, si nécessaire, a I’aide d’une vanne solénoide.

L’ensemble de I'instrumentation servant a I'acquisition de données et au
contrdle de la culture est reli€ & un systéme d’acquisition de données et de contréle

Bioexpert. La période d’échantillonnage digitale imposée au systéme est de 10 s de
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maniére a accroitre les performances de contrle et d’estimation des différents
algorithmes. Ceci permet au systéme digital de s’approcher d’un systéme de contrdle

et d’estimation analogique.

3.3 Conditions d’opération

L’inoculum des cultures est préparé de la méme maniére que sont faites les
sous-cultures lors du maintien de la lignée cellulaire. Lors de I’inoculation, quelques
flacons (3 et 7 pour les réacteurs de 2 et 5 L respectivement) contenant environ 200 ml
de suspension cellulaire sont mélangés pour fournir la quantité totale d’inoculum

nécessaire a la culture en bioréacteur (environ 25 % du volume total de culture).

Des volumes de 2.1 et 6.4 L de milieu sont préparé pour les cultures
effectuées dans les réacteurs de 2 et 5 L respectivement. Le sucrose est stérilisé
(20 min., 121 °C, 1 bar) dans une partie de I’eau requise pour le milieu (300 g L',
400 ml par flacon d’un litre) alors que les régulateurs de croissance (0.2 g L' 2,4-D,
0.1 g L kinétine) et les sels dissous dans le reste de ’eau sont stérilisés par filtration
(Micro Culture Capsule 0.2 pm, Gelman Sciences) suite 4 I’ajustement du pH & 5.5.

Les deux solutions stériles sont alors mélangées dans le réacteur.

La vitesse d’agitation est de 60 rpm, ce qui correspond a un temps de
mélange d’environ 20 s et un taux de cisaillement de 30 s’ (Aubry, 1995) dans le
réacteur de 5 L. L’aération de la culture est assurée par une arrivée des gaz

d’alimentation en surface ainsi qu’une arrivée par le fond, au centre, permettant de
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meilleures conditions d’aération se reflétant par une augmentation de 6 fois du
coefficient de transfert d’oxygéne. Dans le bioréacteur de 2 L (60 rpm), il passe de 0.8
a 5 h'! avec de I’eau (Sirois, 1994) alors qu’il passe de 2.7 a 16 h™* dans le réacteur de 5
L (Aubry, 1995). Le débit d’aération varie entre 50 a 500 ml min™ (réacteur de 2 L) et
atteint 2000 ml min™" dans le réacteur de 5L selon la demande de la fenétre de plage

permise présentée au chapitre 5.
3.3.1 Cultures en cuvée

La composition du milieu des cultures en cuvée est la méme que celle
utilisée pour le maintien de la lignée cellulaire (section 3.1) a I’exception de Ila
concentration en sucrose qui atteint quelques fois 30 g L. Cette variation dans la
concentration en hydrates de carbone sert a diminuer la formation de mousse en début
de culture ou a accroitre la période de croissance en biomasse. Pour quelques cultures,
la concentration initiale en nitrate est doublée de maniére a vérifier son effet sur la

croissance cellulaire.
3.3.2 Cultures en cuvée alimentée

Trois types de cuvées alimentées sont réalisées. Dans une premicre série,
la composition initiale du milieu de culture est identique a celle des cultures opérées en
cuvée. Apres 48 a 72 heures, des sels d’ammoniaque et de phosphate, (NH,),SO, et

(NH,);HPO,, sont ajoutés de maniére a augmenter la concentration de ces ions a des
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concentrations variables d’une culture a I’autre pour identifier I'impact de chacun sur la

croissance celiulaire.

Lors de la seconde série, la concentration d’un nutriment cible est réduite
au minimum de subsistance pour les premiéres 24 heures dans la composition du milieu
initial de culture. Par la suite, un ajout de ce nutriment concentré est effectué a chaque
jour. Ce type d’expérimentation permet d’évaluer I'impact de ce nutriment sur la
croissance de la biomasse ou de la concentration cellulaire. Cette stratégie
d’alimentation est appliquée 1 fois au phosphate et 2 fois au nitrate et a l'ion

ammonium.

Finalement, lors de la culture d’optimisation de la croissance cellulaire, une
stratégie d’alimentation conjointe sur quatre nutriments est expérimentée, soit le
sucrose, le phosphate, le nitrate et ’'ammoniaque. Les concentrations initiales de ces
nutriments sont donc minimales et suffisantes pour soutenir la croissance pendant

24 heures.

3.4 Cultures témoins en flacon

Lors des cultures en cuvée en bioréacteur, des cultures en flacons sont
réalisées afin de comparer les résultats avec ceux obtenus en bioréacteur de maniére a
déceler toute anomalie liée aux cellules. Les flacons utilisés sont de 500 ml contenant
200 ml de suspension cellulaire. Les mémes conditions d’inoculation et de préparation

de milieu sont respectées.
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Lors des cultures opérées en cuvée alimentée, une telle comparaison est
impossible puisque les ajouts en nutriments dans les bioréacteurs sont effectués selon
les calculs fournis par le modéle de croissance préliminaire. Sachant que ce modele
(chapitre 6) est développé pour la culture en bioréacteur et qu’il ne peut prédire la
consommation des nutriments pour les cultures en flacon, il est impossible de calculer
les quantités d’ajouts en nutriments pour les flacons. De plus, I’augmentation de la
respiration cellulaire provoquée par de tels ajouts (chapitre 7) provoquerait une

limitation nutritionnelle en oxygéne dissous selon le transfert disponible (Aubry, 1995).

3.5 KEchantillonnage et suivi

La période moyenne de culture pendant laqueile un échantillonnage est
réalisé est de 15 jours et varie de 8 a 20 jours. Afin du suivre la croissance des cellules
et la consommation des nutriments, des échantiilons sont prélevé a des fréquences de |

par 2 jours & 2 par jour.

Le pH (pHmeter, 805 MP, Fischer Scientific), la conductivité (Portable
conductivity probe, Oakton), le volume de biomasse sédimentée pendant 30 min.
(SCV, Settled Cells Volume) sont alors mesurés. L’échantillon est ensuite filtré (Glass
fiber filter, Gelman Science) et le milieu de cuiture recueilli est congelé
(-20°C) pour analyse ultérieure, alors que la biomasse humide récoltée est pesée,
séchée (80°C, 24 h) puis pesée a nouveau. Ces opérations permettent de mesurer les

concentrations en biomasse humide et séche ainsi que le rapport poids humide/poids
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sec des échantillons. La procédure de dénombrement cellulaire est présentée a

I’annexe B de I'appendice.

3.6 Analytique

Le milieu recueilli précédemment est analysé par chromatographie en
milieu liquide de maniére & en déterminer les concentrations en hydrates de carbone et

en ions.
3.6.1 Hydrates de carbones

La concentration en sucrose, glucose et fructose du milieu de culture est
mesurée a I’aide d’'un chromatographe en phase liquide & haute performance (HPLC)
comportant une pompe volumétrique (6000A, Waters), un injecteur automatique
(231/401, Gilson), un réfractomeétre (132, Gilson), un élément chauffant (7980, Man-
Tech) et un logiciel d’acquisition des données (Gilson). La séparation des hydrates de
carbone est réalisée par une colonne de séparation (HPX87C, Biorad®) maintenue a
température constante (80 °C). Le volume de milieu injecté est de 20 pl et la phase

mobile (eau distillée filtrée) est alimentée 4 un débit de 1.0 ml min™.
3.6.2 Macronutriments inorganiques

Afin d’analyser la concentration des ions dans le milieu de culture recueilli
aprés filtration de [’échantillon, un chromatographe en phase liquide & haute

performance (HPLC) est aussi utilisé avec un détecteur électrochimique opéré en mode
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conductivité (Dionex). L’appareil comprend une pompe et un injecteur automatique
(Dionex). Le logiciel Dionex A1-450 sert au contréle du HPLC ainsi qu’a [’acquisition

des données.

Les anions sont séparés par une colonne 4 x 250 mm (IONPAC AS4A-SC,
Dionex) et par un suppresseur anionique (ASRS-1, Dionex). La phase mobile est une
solution aqueuse de bicarbonate (1.8 mmol L! Na,COs et 1.7 mmol L' NaHCO;)
alimentée 4 2.0 ml min". Quant aux cations, ils sont séparés par une colonne
4 x 250 mm (IONPAC CS-12, Dionex) et par un suppresseur cationique (CSRS-1,
Dionex). La phase mobile est une solution aqueuse d’acide méthanosulfonique (20

mmol L) alimentée 4 1.0 ml min™".

Les concentrations en hydrates de carbone ainsi qu’en ions correspondent a
la phase liquide de I’échantillon. Elles doivent donc étre corrigées de maniére a
représenter la concentration en nutriments rapportée au volume de culture global. van
Gulik (1992) suggére une correction des concentrations obtenues en fonction du

volume de cellules centrifugées (PCV, Packed Cells Volume) selon :

feoe = N(I-05PCV)

(V5]
-
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Il est déterminé€ en laboratoire (résultats non-publiés) que la relation entre le volume de

cellules sédimentées (SCV) et le volume de cellules centrifugées (PCV) est :
PCV =0.76SCV 32

En comparant les équations 3.2 et 3.3, nous obtenons I’équation 3.4 qui sert a corriger
toutes les concentrations en nutriments obtenues des analyses avant leur utilisation

pour interprétation et modélisation :

N, = n(1-038SCV) 3.3
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4. COMMANDE D’OXYGENE DISSOUS

Une faible concentration d’oxygéne dissous ralenti la croissance
cellulaire. Inversement, une concentration trop élevée en oxygene peut aussi
provoquer un ralentissement de la croissance cellulaire (Pépin, 1996). De plus, des
fluctuations de cette concentration entrainent une diminution de la concentration
cellulaire. Il est donc primordial de bien contréler I’apport en oxygéne a la culture de
maniére 4 permettre un accroissement du taux de croissance et de maintenir le niveau

d’oxygene dissous a la concentration désirée sans perturbations drastiques.

Afin de rencontrer ces objectifs de contréle, un nouveau type de
controleur est congu dans le cadre de cette étude. Il s’agit de controleur adaptatif
d’oxygeéne dissous, basé sur la mesure du taux de respiration cellulaire. Ce controleur
tout a fait novateur permet, pour une premiére fois, d’obtenir un meilleur contrdle de
I’oxygéne dissous que le permettaient les controleurs utilisés précédemment, combiné
4 une estimation valable de I’évolution du coefficient de transfert d’oxygene dans le
milieu de culture (k;a), possibilit€ qui n’a jamais été obtenue précédemment pour le
contrdle d’oxygéne dissous. Afin d’en apprécier les avantages, une comparaison est
effectuée entre ce nouveau contrdleur et un contrdleur standard PI (Aubry, 1995),

ainsi qu’un contrdleur adaptatif direct standard.
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4.1 Développement des contrileurs

Tout d’abord, mentionnons que le transfert d’oxygéne du gaz
d’alimentation aux cellules consiste en une procédure comprenant plusieurs étapes dont
le transfert du gaz d’alimentation au milieu de culture est I’étape limitante. Le modele
théorique reliant la concentration d’oxygéne dissous aux taux de transfert d’oxygene et

de respiration est représentée a I’équation 4.1.

%ft:- - k,a(C*-C) - OUR 41

4.1.1 Controleur PI

Afin de minimiser I’effet négatif de hauts taux d’aération (Archambault,
1991; Hegarty et coll., 1986; Kamen et coll., 1992; Jolicoeur et coll., 1992) et de
vitesses d’agitation élevées (Mano et coll., 1990) sur les cellules végétales fragiles au
cisaillement (Meijer et coll., 1993), la stratégie de contrle adoptée consiste a
manipuler la concentration en oxygeéne du gaz d’alimentation. Une modification de
cette concentration se répercute sur le modéle par un changement de la concentration

d’oxygéne dans le film limitant a I’équilibre (C*) comme le montre I’équation 4.2

y
C*eu= C¥uir = 4.2
Yair




ou C*,;; représente la concentration a I’équilibre atteinte dans le film liquide lorsque le
gaz d’alimentation est de I’air, y,, et y.- représentent respectivement la fraction

volumique d’oxygéne dans le gaz d’alimentation et dans ’air.

La conception du contrdleur conventionne! (Aubry, 1995) est faite selon
I’équation de vélocité d’un contrdleur PID (Seborg et coll., 1989) afin d’éliminer I’effet

de reset windup et 1a nécessité d’initialiser le contrdleur.

_ At & T -
Pn =P +Kc[en + —Zek - _D(bn - bn-l):, 4.3
‘C[ k=1 At

La partie dérivative de ce controleur est ici enlevée de maniére & éliminer
effet d’amplification du bruit de lecture de la sonde 4 oxygéne dissous. De cette
maniére, un meilleur controle peut étre obtenu. La technique de synthése directe est
utilisée afin de déterminer les paramétres du contréleur (Morari et Zafiriou, 1989).
Cette méthode permet I'obtention de paramétres conservateurs utilisables maigré la
dynamique variable de la culture dans le temps. Les valeurs utilisées sont de 0.7 et 67

min. pour le gain et la constante intégrale de temps respectivement.
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4.1.2 Controleur adaptatif direct

La dynamique des cultures de cellules de plantes change dans ie temps
selon la concentration en biomasse, la viscosité, les taux de transfert d’oxygene et de
respiration ainsi que d’autres paramétres. De plus, le modéle théorique utilisé pour le
contrdle de la concentration d’oxygéne dissous (équation 4.1) est non-linéaire. Afin de
contrer les problémes occasionnés par ces facteurs, une loi de contrdle adaptative
linéarisante (Bastin et Dochain, 1990) est congue. Ce type de contrdleur appliqué au
contréle de l'oxygéne dissous a d’ailleurs déja éié utilisé par quelques auteurs

récemment (Smith et Davidson, 1990; Lee et coli., 1991; Oeggerli et coll., 1995).

La premiére étape est de définir une relation entre les variables d’entrée et
de sortie du systéme, yg., et C. Ceci est réalisable en comparant les équations 4.1 et

4.2.

a_ kLa[[c*air Y 8“’] - c} - OUR 4.4

La seconde étape consiste a sélectionner un modéle linéaire stable de référence pour le
suivi de 'erreur. Le modele utilisé est le suivant.

d(Cpc - C)

= +2(Cpc ~ C) =0 4.5
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Considérant que le point de consigne ne change pas tout au long de la culture,

I’équation précédente peut étre réécrite de la maniére suivante.

dC
—=A(Cor—C 4.6
dt c( PC )

La loi de contrdle est finalement obtenue en comparant les équations 4.4 et 4.6 tout en

isolant la variable manipulée, la concentration d’oxygéne du gaz d’entrée (Ygz).

Yew =(ﬁ*—)[('1°(c"° —9)+ OUR) - CJ 4.7

C*. kia

Deux paramétres évolutifs contenus dans cette loi de contréle sont
inconnus en continu, le coefficient de transfert d’oxygéne (k.a) et le taux de respiration
(OUR). Iis doivent donc étre estimés de maniére a linéariser la loi de contréle. Deux
estimateurs directs de paramétres basés sur {'erreur de contrdle (Bastin et Dochain,

1990) sont alors congus. La formule suivante représente la formule générale de ce type

d’estimateur :

_‘:3 = —T(F,QYYec - Y) 438

ou O est la matrice des parametres estimés, I la matrice des gains, ¢(F, Q) le régresseur

linéaire, Y et Ypc la variable contrélée et son point de consigne. Les estimations ainsi
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obtenues par cette équation remplacent chacun des paramétres dans la loi de contrdle.

Finalement, I’algorithme du contrdleur adaptatif direct est le suivant :

. - 0
Yguz =( Yair ) (kc(CPc _C_) M UR] +C 49
C*,. ki.a

E:;t ==Y ITI:[C*airy—gu_] - C}(CPC - C)t—l + -k;l—l 4.10
y

OUR: =,T(Cpc - C),_, + OURt-i 4.11

ou T représente la période échantillonnage des données alors que les indices t et t-1
font référence au temps présent et au temps correspondant a [’échantillonnage

précédent.

En travaillant avec des cultures dont la dynamique change
considérablement tout au long de la culture, le taux d’aération peut devenir limitant au
transfert d’oxygéne ou trop élevé pour permettre un bon contréle. Afin de contrer ce
probléme un contrble de plage permise est ici ajouté a ['algorithme obtenu

précédemment.

La concentration d’oxygeéne dans le gaz d’alimentation est mesurée et une
moyenne est faite sur 1 heure. Le débit d’aération est alors réajusté a chaque heure, au

besoin, selon I’algorithme de contrdle de plage permise suivant :



si (¥g2<0.3) et (Qv>0),

Si (v:<0.3) et (Q=0),

i (vpe>0.9) et (Q>0),

Si (y0.9) et (Qi=0),

autrement

4.1.3 Controleur adaptatif basé sur le taux de respiration

Qu(t)=Qu(t-1)-0.6 L b
Qu(t)=Qu(t-1)-0.6 L h*
Qu(t)=Qu(t-1)-0.6 L h™*
Qu(t)=Qu(t-1)+ 0.6 L h
Qs(t)=Qu(t-1)+ 0.6 L b
Qu(t)=Quft-1)

Qu(t)=Qu(t-1)
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4.12.a

4.12.b

4.12.¢c

4.12.d

4.12.e

4.12.f

4.12.g

Ce type de contrdleur, pleinement congu et développé lors de cette étude,

est basé sur les mémes hypothéses de fonctionnement que le précédent, a I'exception

de I’estimation des paramétres inconnus en-ligne. Dans ce cas, la conception de ce

controleur assume que si le nombre d’équations reliant les paramétres inconnus aux

paramétres connus est inférieur au nombre de paramétres inconnus, une convergence

des estimateurs vers des valeurs réelles est impossible.

En conséquence, le méme

modéle théorique ainsi que la méme loi de contrdle, légérement modifiée toutefois,

sont utilisés pour ce contréleur & I’exception de la partie consacrée a I’estimation des

parametres.
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Considérant qu’une seule équation est disponible pour relier la variable
manipulée a la variable contrélée, le nombre de paramétres inconnus doit étre réduit de
deux a un seul selon I'hypothése posée précédemment. Pour ce faire, le taux de
respiration est considéré comme quasi-constant pour une période de quelques heures.
Cette hypothése est admissible puisque que les cultures de cellules végétales présentent
une forte variation de leur dynamique sur une grande période de culture mais changent
de maniére assez lente. Suite a ce raisonnement, la valeur du taux de respiration
mesurée péntodiquement par la technique de la pente corrigée en concentration
d’oxygéne (OURp) (Aubry, 1995) est directement utilisée par le contréleur a la place

d’un estimateur. Le contrdleur de plage permise est aussi utilisé avec ce contréleur-ci.

D’autre part, afin d’éviter une perturbation soudaine de la concentration en
oxygeéne dissous ainsi qu’un délai dans I'estimation du coefficient de transfert (k. a), ce
dernier est remplacé dans [’algorithme de contréle par un coefficient d’aération (Pg)
qui est une fonction polynomiale représentant I’impact d’un changement du taux
d’aération sur le ceofficient de transfert d’oxygéne accompagné d’un coefficient de

transfert réduit (o) indépendant du taux d’aération.

%% = Q[(c*m Zf"‘] - c] - OUR 4.13

kLa:aPQ 414
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De cette maniére, lorsqu’un changement est appliqué au taux d’aération
(Qr), un échelon est aussitot appliqué a 'estimation du taux de transfert (kpa) évitant
ainsi un délai et une perte de contréle momentanée de la concentration en oxygéne

dissous. L’algorithme de ce contrileur est représenté par les équations qui suivent :

. - C)+OUR
Yeur = (.CY:W ) (A‘C(CPC a(;) F} +C 4.15
air Q
al ==Y lTPQl:(C*air yg&] - C:l(CPC - C)t—l +al'l 4.16
Yair
kea=oPq 4.17

accompagné du contréleur de plage permise, équations 4.12.a a2 4.12.g.
4.2 Résultats

La figure 4.1 présente des courbes de concentration d’oxygéne dissous,
pour trois cultures différentes, contrélée par les trois types de contrdleurs
conventionnel PI, adaptatif direct et adaptatif basé sur le taux de respiration. De
maniére générale, les trois types de controleur permettent de maintenir la concentration
d’oxygéne dissous au point de consigne et ce, sans de trop grandes variations. Les
pointes de changement de concentration sont provoquées par une mesure dynamique

du taux de respiration effectué toutes les 12 heures.
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Figure 4.1: Profils de concentration d’oxygéne dissous obtenus avec trois contrdleurs.
A. Standard (PI). B. Direct. C. Basé sur le taux de respiration

Outre ['aspect général de contrdle, différentes caractéristiques sont

souhaitables pour un contréleur. Tout d’abord, la vitesse de convergence lors d’une

perturbation externe. Avec un contrleur conventionnel, le temps total entre le

moment ol la mesure du taux de respiration débute et ['instant ou la concentration en
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oxygene dissout est revenue au point de consigne sans variations majeures (£ 5 % du

point de consigne) s’étend sur plus de 2 heure 42 minutes (figure 4.2) pour des

conditions typiques de culture. Dans le présent cas, ou la concentration choisie est

largement supérieure a la concentration limite ou se produit un arrét de croissance, cet

effet est plus ou moins perturbateur sur la croissance. Toutefois, dans un optique

d’optimisation de procédé ou la concentration d’opération est appelée & changer, cette

réaction du controleur devient prédominante.

Figure 4.2 :

Temps de contréle CADm (h)
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Afin de diminuer ce temps de réaction, le contrleur adaptatif direct est
appliqué aux cultures. Cette modification de I'algorithme de contréle permet de
diminuer le temps hors-contrdle de 2 heure 45 minutes a une période de moins de 60
minutes. Cette amélioration permet une diminution de 64 % du temps hors-controle,
ce qui est trés appréciable. Une seconde modification de I’algorithme de contréle afin
d’appliquer le contréleur adaptatif basé sur le taux de respiration permet encore une
fois de diminuer ce temps hors controle & moins de S0 minutes. Le temps hors
controle est donc passé de plus de 165 minutes & moins de 50 minutes, ce qui

représente une amélioration de plus de 70 % de cette performance de contrdle.

Une seconde caractéristique appréciée d’un contrdleur est sa capacité de
fournir de I'informations. Le contrdleur conventionnel permet une appréciation
qualitative des changements de dynamique de la culture de part la répercussion de ces
changements sur sa vitesse de réaction a une perturbation. Toutefois, aucune

information quantitative provenant de ce contréleur ne peut étre utilisée.

C’est précisément dans un but d’obtention d’information additionnelle que
le contréleur adaptatif direct est appliqué aux cultures de cellules végétales. Toutefois,
ce controleur ne répond pas a la principale condition définie précédemment selon
laquelle en présence d’un nombre d’équation théorique reliant les variables manipulée
et controlée inférieur au nombre de variables inconnues en-ligne, il est impossible de

d’obtenir d’estimés valables. En effet, dans ce cas, il n’y a qu’une équation reliant ces

\
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deux variables alors que deux variables sont inconnues en continu, le coefficient de
transfert d’oxygéne et le taux de respiration. Sur cet aspect de potentiel d’information,

ce contrdleur n’apporte rien de supplémentaire.

Finalement, le controleur adaptatif basé sur le taux de respiration ne
contient qu’un paramétre inconnu en-ligne, le coefficient de transfert d’oxygéne. Suite
a I’expérimentation effectuée, il apparait que ce contréleur fourni une estimation
continue et valable de ce taux de transfert d’oxygéne, ce qui est grandement apprécié
dans ce genre de culture afin de permettre une caractérisation générale instantanée en

temps réel des phénoménes en cause.

En somme, le contréleur adaptatif basé sur le taux de respiration permet un
excellent controle de la concentration d’oxygene dissous tout en permetiant une
diminution de 78 % du temps hors contrdle et de fournir une estimation valable du taux
de transfert d’oxygéne dans le milieu de culture, supportant ainsi une caractérisation en

temps réel des phénoménes en cours.
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5. ETUDE DE LA CROISSANCE DE CELLULES VEGETALES

5.1 Travaux expérimentaux

La premiére étape d’optimisation d’un procédé porte sur sa
caractérisation. Pour effectuer cette caractérisation de la croissance cellulaire
plusieurs cultures ont été réalisées. Les tableaux 5.1 et 5.2 résument le travail réalisé

en bioréacteur et en flacons agités.
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Cultures de cellules d’Eschscholtzia californica réalisées en flacons

Tableau §.2
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Cultures de cellules d’Eschscholtzia californica réalisées en flacons (suite)

Tableau 5.2
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5.2 Résultats de 6 cultures typiques

Parmi toutes les cultures effectuées, les six suivantes représentent
I’ensemble des caractéristiques étudiées. La premiére est réalisée en cuvée ou un seul
ajout est effectué. Quant aux cinq autres, elles sont opérées en cuvée alimentée d’un

nutriment sélectionné pour chaque expérience.
5.2.1 Culture en cuvée (1 ajout)

La cultures 2SH10 (figure 5.1) est opérée en cuvée avec une composition
de milieu BS standard (annexe A) a I'inoculation. L’objectif de cette culture est
d’observer une courbe de croissance standard & laquelle un ajout ponctuel en nutriment
est effectué. Aprés environ 60 heures de culture, de [I’ammoniaque

(8.5 mmol L) ainsi que du phosphate (1.6 mmol L") sont ajoutés a la culture.

La biomasse atteinte est de 12 g L™ pour une concentration initiale de
2.8 g L aprés environ 175 heures de culture. En ce qui a trait a la concentration
cellulaire, elle était de 1.0 x 10° ¢ L™ a 'inoculation et a atteint 4.0 x 10° ¢ L™ aprés

aussi 175 heures de cuiture.
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Figure 5.1 Culture en cuvée :

2SH10. A. biomasse séche.

B. concentration cellulaire.

C. hydrates de carbone. D. nitrates. Courbes estimées ultérieurement par le modéle

de croissance.
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Figure §.1 Culture en cuvée : 2SHI10 (suite). E. ammoniaque extracellulaire. F. phosphate

extracellulaire. G. ammoniaque intracellulaire. H. phosphate intracellulaire.

Courbes estimées ultérieurement par le modéle de croissance.
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5.2.2 Cuvée alimentée en phosphate

La stratégie d’alimentation développée pour la culture 2SH22 (figure 5.2)
consiste en des ajouts périodiques d’ions phosphates en quantité minimale. La
restriction appliquée est de maintenir la pseudo-concentration intracellulaire de ce
nutriment toujours supérieure ou égale 4 0.05 mmol L™, concentration fixée
arbitrairement selon les observations précédentes de maniére a ne pas créer de manque
nutritionnel et 4 minimiser les ajouts (pos. — 0, pos > 0.05 mmol L™). Cette stratégie
permet d’étudier I'effet d’une diminution des concentrations et d’un apport
supplémentaire en phosphate tout en permettant de vérifier si la concentration de cet

ion affecte la croissance en biomasse.

Les concentrations initiales en nutriments sont celles mentionnées dans [a
composition du milieu BS standard a I’exception du phosphate dont la concentration
(0.1 mmol L™) est celle requise pour éviter une pénurie jusqu’au prochain ajout apres

24 heures de culture.

La biomasse atteinte dans ce cas est de 8.0 g L™ pour une concentration
initiale de 3.0 g L' aprés environ 200 heures de culture. En ce qui a trait a la
concentration cellulaire, elle était de 1.4 x 10° ¢ L' a Pinoculation et a atteint

3.2 x 10° ¢ L™ apreés environ 175 heures de culture.
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Figure 5.2 Cuiture en cuvée alimentée en phosphate : 2SH22. A. biomasse séche.
B. concentration cellulaire. C. hydrates de carbones. D. nitrates. Courbes estimées

ultérieurement par le modéle de croissance.
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§.2.3 Cuvées alimentées en nitrate

Deux cultures sont réalisées en cuvée alimentée avec du nitrate soit les
cultures SSH23 et SSH25. La premiére culture SSH23 (figure 5.3) est réalisée afin de
déterminer I’effet d’une diminution des concentrations en nitrate sur les croissances en
biomasse séche et en concentration cellulaire. Dans cette optique, la stratégie
développée est d’ajouter de petites quantités de nitrates de maniére a ce qu’il y en ait
toujours mais en quantité minimale (no; — 07), afin de soutenir la croissance pour les

24 heures suivantes sans plus.

Afin de vérifier ce résultat, la culture 5SH25 (figure 5.4) est effectuée avec
la méme stratégie d’alimentation (no; — 07). Comme P’indique la figure 5.4 un
probléme dans Ialimentation en nitrate provoque une accumulation largement
supérieure aux concentrations envisagées. Toutefois, cet incident permet une approche
différente de I’étude des effets de concentration du nitrate. Une présence accrue mais
différée du nitrate dans le milieu permet d’étudier le méme phénoméne que lors de
I’expérience précédente (SSH23, figure 5.3) mais de fagon inverse; 'effet d’une faible
concentration de nitrate en début de culture suivi d’'une augmentation proportionnelle

de la concentration de ce nutriment sur les croissances.

Pour ces cultures, les concentrations initiales des autres nutriments sont
celles mentionnées pour la préparation du milieu BS standard a I’exception du nitrate

dont la quantitée est fixée a 5 mmol L™ pour la culture 5SH23 de maniére a suffire 4 la
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consommation des cultures pendant les premiéres 24 heures de culture

(1.5 mmol L") pour la cuiture SSH2S.

En ce qui a trait a la culture SSH23, la concentration en biomasse atteinte
est de 16.0 g L™ aprés 275 heures de cultures alors qu’elle était de 3.0 g L' a
'inoculum. Quant a la concentration cellulaire, elle est passée de 1.0 a 8.0 x 10°¢ L
aprés 275 heures. La concentration en biomasse séche atteinte lors de la seconde
culture, 5SH25, est de 14.0 g L™ aprés 350 heures de cultures pour une concentration
initiale de 4 g L. Dans ce cas, la concentration cellulaire est passée de 1.2 2 6.0 x 10°

¢ Lt aprés 250 heures.
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Figure 5.4 Culture en cuvée alimentée en nitrate : 5SH25. A, biomasse séche.
B. concentration cellulaire. C. hydrates de carbone. D. nitrates. Courbes estimées

ultérieurement par le modeéle de croissance.
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5.2.4 Cuvées alimentées en ammoniaque

Les deux derniéres cultures présentées sont réalisées en cuvée alimentée en
ammoniaque. Tout d’abord, lors de la culture 2SH24 (figure 5.5), la stratégie choisie
est d’alimenter I’ion ammonium de maniére a ce qu’il soit toujours présent dans le
milieu de culture mais en quantité minimale (nhs. = 07). Cette culture permet d’étudier
I'effet de la présence et de [’augmentation de la disponibilité de cet ion sur la
croissance cellulaire. Afin de vérifier I’effet d’un apport supérieur d’ammoniaque sur la
croissance de la biomasse sans le biaisement de I'effet d’omniprésence, la culture
2SH26 (figure 5.6) est réalisée. Dans ce cas-ci, la stratégie d’alimentation, basé sur le
schéme d’assimilation et d’utilisation proposé ultérieurement, est de permettre une
disponibilité permanente de I’ammoniaque pour la croissance cellulaire sans toutefois
maintenir  cet ion  omniprésent dans le milieu (nhye — O
nhy; > 0.2 mmol L™"). Les concentrations des autres nutriments lors de I’inoculation de
ces cultures sont celles mentionnée 4 ’annexe A, soit la composition B5 standard, a

’exception de ’ammoniaque.

Lors de la culture 2SH24, la concentration en biomasse séche est passée de
35gL"a8gL" en plus de 260 heures alors que la concentration cellulaire passait de
1.52448x10°¢L en prés de 250 heures. Quant a la culture 2SH26, la concentration
en biomasse séche est passé de 2.0 g L' 4 11 g L' en 340 heures alors que la

concentration cellulaire passe de 2 4 8.8 x 10° ¢ L™ en prés de 250 heures.
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B. concentration cellulaire. C. hydrates de carbone. D. nitrates. Courbes estimées

ultérieurement par le modéie de croissance.
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croissance.



94

r 101 /1100
20 LA / —~9 -B 4 ’
/ Saf = e
w8 / 4
= ./
J6 L s ?.7 L 4 J m
= / o = 8
@ ~‘=6 - 4 6Q%
92t 4 S| %
[ . Bf ek 2
o g s R
c
28 5 /. g4 [ a / 149~
5 /4 gl
@ g Sa o ¢
4t L S2ni g {20
Q
i o, M
il
i i H m HHHE ]
0 N P 1 e I US| o =l " b 0
o 100 200 300 400 0 100 200 300 400
temps (h) temps (h)
40 30
: | D
3
251
30 L
—_ §o" oy
T [ el
= ' g’ [ = a
@0 - N ast =
g g1 PN
A5F i = .
a .\\ 10} \
10} ™ \ . k
5| — T g,
[ ]
o 1 e L —d 0 1 - A - )
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
temps (h) temps (h)
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ultérieurement par le modéle de croissance.
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5.3 Etude de Pimpact des nutriments sur la croissance

Suite & une série d’expérimentations effectuées avec Eschscholizia
californica et 3 la consultation de travaux réalisés avec Vitis vinifera (Pépin, 1996), il
apparait que la croissance de cellules végétales en suspension est fortement liée aux
nutriments présents dans le milieu de culture. Certains nutriments tel ’ammoniaque
semblent méme avoir un effet direct sur les taux spécifiques de croissance de la
biomasse séche et de la prolifération cellulaire. C’est sur cet aspect que la présente
étude est réalisée. Les nutriments auxquels les effets les plus importants sont associés

sont traités individuellement dans les sections qui suivent.

En ce qui a trait aux autres nutriments analysés mais non-mentionnée (Ca,
Cl, Fe, K, Mg, Na, S0,), ils doivent toujours €tre présents aux mémes concentrations
pour toutes les cultures effectuées de maniére a ne pas provoquer de variation sur les
taux spécifiques de croissance d’une culture & 'autre. Si cette condition n’est pas
respectée, il devient impossible d’associer un effet remarqué lors d’une culture a un
nutriment ou 4 un autre. De plus, les nutriments non-étudiés ne doivent en aucun
temps devenir limitants. Dans ce cas aussi, ’analyse des résultats de cultures pourrait

étre faussée par cet événement non désir€.
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5.4 Bioxyde de carbone

Lors de cultures de cellules végétales, une partie des hydrates de carbone
fournis comme nutriments aux cellules (40 4 50 %) est transformée en bioxyde de
carbone au cours de la respiration cellulaire. La plus grande partie de ce gaz est
extraite du milieu par entrainement occasionné par le gaz d’aération faible en CO- (air

enrichie en O3).
5.4.1 Effets sur la biomasse

Certains auteurs ont observé une relation entre la concentration de gaz
carbonique dissous dans le milieu de culture et la croissance de la biomasse. En effet,
si cette concentration est trop basse ou inversement trop élevée, une diminution du
taux de croissance est observable. Lors de son étude sur le sujet, Archambault (1991}
rapporte que des cultures de cellules immobilisées de Catharanthus roseus présentent
une augmentation du taux de croissance moyen lorsque le gaz d’alimentation est
enrichi &4 2 % de gaz carbonique. Toutefois, ce taux de croissance est moindre lorsque
les cultures sont alimentées avec de I’air ou un gaz enrichi a 5 % de bioxyde de

carbone.

Selon cet auteur, la raison d’un tel comportement réside en une diminution
de la viabilité cellulaire associée a la concentration de gaz carbonique dissous. Lorsque

la culture est aérée avec un gaz a faible teneur en CO,, il y a dégazage en gaz
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carbonique de la solution. Inversement, lors de I'utilisation d’un gaz d’aération trop
enrichi en CO,, Ia concentration de ce dernier dans le milieu de culture augmente

affectant ausst la viabilité cellulaire.

De plus, la présence 4 différentes concentrations du gaz carbonique dissous
affecte la production d’éthyléne par les cellules. Quoique non traité lors de cette étude,
I’éthyléne est rapporté comme régulateur ralentissant généralement la croissance de
cultures de cellules végétales en suspension. Sisler et Wodd (1988) rapportent une
certaine synergie entre ces deux gaz. En effet, des concentrations différentes de CO-
dissous peuvent inhiber I'effet néfaste de 1'éthyléne ou inversement I’amplifier, ainst

que ralentir ou stimuler son taux de production.
5.4.2 Effets sur la concentration cellulaire

Jusqu’a ce jour, aucune relation entre la prolifération cellulaire et le taux de
bioxyde de carbone dissous n’est répertori€ée. Il faut remarquer que peu d’études ont

réalisé un suivi de la concentration cellulaire.
5.4.3 Estimation de la concentration de CO, dissous

Considérant la relation entre la concentration en CO, dissous et le taux de
croissance de la biomasse, une mesure de ce paramétre doit étre effectuée en continu.
Si possible, un contrdle doit de plus étre appliqué & ce paramétre de manicre a le

maintenir & un niveau optimal. Cependant, les sondes disponibles & ce jour pour la
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mesure de ce paramétre ne sont fiables que sur une période de 24 a 48 heures.
Considérant que la période de croissance moyenne des cellules utilisées pour la

présente étude s’étend sur plus de 300 heures, cette possibilité ne peut étre envisagée.

Afin de contrer ce probléme, Aubry (1995) a congu un estimateur
mathématique pour la concentration de bioxyde de carbone dissous dans le milieu de
culture en fonction des conditions d’opération. L’estimateur est basé sur un bilan
massique réalisé sur le CO, dans le systéme de culture. Ce bilan assume que la
pression partielle du gaz carbonique a I’intérieur des bulles de gaz dans le milieu liquide
(Py) se situe entre la pression partielle dans le gaz d’aération (P;) et la pression partielle

du CO; lorsque la bulle éclate en surface (Pp).

dDCO, _ kLasFﬁ - Dcol] + kLab[ﬂ’- - DCOz] +CTR 5.1
dt H H

ol DCO; représente le gaz carbonique dissous, kea, et kiay les coefficients de transfert
de surface et de bullage respectivement, H la constante d’Henry et CTR le taux de

transfert en gaz carbonique mesuré en continu.

En supposant que le systéme est en pseudo-équilibre, le gaz carbonique

dissous est estimé selon :

Po P,
k.a,—+k;a, -2+ CTR
LasH L bH

DCO, = 5.2
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ou kia, représente la somme des coefficients de transfert (kvas + kiav).

Connaissant le coefficient de transfert global du procédé (k.ag) (Aubry,
1995) ainsi que le taux de transfert de surface (kpa, mesuré sans gaz de bullage), il est
possible de déterminer le coefficient de transfert de bullage (kpay). La seule inconnue
réside en la pression partielle du gaz carbonique a I'intérieur des bulles dans la phase
liquide. Comme le mentionne Aubry (1995), il est possible de supposer que cette
pression (Py) est égale a celle des bulle éclatant a la surface du liquide (P.) lorsque le
systéme est parfaitement agité. C’est ce qui est assumé dans le cadre de la présente
étude. Dans ce cas, I'estimateur de gaz carbonique dissous est représenté par

I’équation suivante :

P P, VVRT

DCO, = g g 53
kpa, +kpa, +kpak,a, —1— ViRT
Qgi

ou Qg et Qg représentent respectivement le débit d’aération total et de bullage, alors
que Vy représente le volume du milieu de culture, R la constante des gaz et T la
température du milieu. C’est sur cette derniére équation qu’est basé le suivi en continu

de la concentration en gaz carbonique dissous dans le milieu de culture.

Malgré I'approche méthodique et rigoureuse effectuée lors de la

conception de cet estimateur, certains paramétres de 1’équation sont calculés dans des
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conditions qui ne sont pas celles des cultures de cellules. C’est le cas du coefficient de
transfert de surface (kpa,) et du fait méme, du coefficient de transfert par bullage (kias).
Effectivement, le coefficient de transfert de surface est calculé suite a une
caractérisation des phénoménes de transfert des gaz a ’intérieur du bioréacteur avec de
Peau. Or, la dynamique de transfert entre le milieu de culture et les gaz d’aération,
particuliérement en surface, est bien différente de celle de I'eau et change
considérablement dans le temps avec des variations en viscosité, en concentration
cellulaire ainsi qu’avec I’apparition d’une mousse de surface. Pour ces raisons, une
analyse de I'impact de la valeur de ces paramétres doit étre effectuée de maniére a en

apprécier la précision.

5.4.4 Analyse de sensibilité des paramétres de l'estimation de la

concentration de CO; dissous

Dans le cadre de la présente étude, I’estimateur de gaz carbonique dissous
est utilisé pour s’assurer de la présence d’un niveau semblable (2 4 10 %) de gaz
carbonique dissous dans le milieu de culture. De maniére & pouvoir qualifier
I’estimation obtenue, une analyse de sensibilité est réalisée sur les parameétres de culture

pris en considération par ce modéle.
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Figure 5.7 Analyse de sensibilité du pourcentage de variation de la concentration de gaz

carbonique dissous en fonction du pourcentage de variation des paramétres de
culture utilisés. ® débit de gaz total W débit de bullage A coefficient de transfert
d’oxygéae de surface 'V coefficient de transfert d’oxygéne par bullage 4 volume de

la culture [Boncentration de gaz carbonique dans les gaz de sortie
Comme le montre la figure 5.7, la précision de la mesure ou 'estimation
des paramétres de cuiture utilisés par I’estimateur de CO, dissous affecte la valeur
obtenue. La premiére mesure utilisée est celle de la concentration en gaz carbonique
des gaz de sortie. L’estimation du CO; dissous dans le milieu de culture présente une
relation directe avec ce paramétre. Ceci est tout a fait logique puisque le modéle

d’estimation du bioxyde de carbone dissous dans le milieu de culture développé par



103

Aubry (1995) est essentiellement basé sur cette mesure. L’appareil utilisé pour obtenir
cette mesure doit donc étre précis, ce que démontre Aubry dans son mémoire de

maitrise.

Parmi les paramétres de culture utilisés, le débit de gaz total affecte peu
’estimation obtenue. La mesure et le controle de ce dernier par un débitmétre
contrdleur ajoute a la précision globale et élimine ainsi cette mesure comme source
d’erreur de l'estimation. Toutefois, le débit de bullage affecte de maniére plus
significative |’estimation du CO, dissous. Ceci s’explique par un effet de dégazage du
systéme de culture proportionnellement au débit appliqué. La mesure de ce paramétre
doit donc étre précise. L'utilisation de débitmétres contrdleurs pour la mesure des
débits de gaz total et de surface satisfait cette exigence en assurant indirectement une

mesure précise du débit de bullage.

L’effet de 1a mesure du volume du culture sur I’estimation du CO; dissous
semble avoir un impact significatif considérant la plage d’analyse de sensibilité utilisée.
Toutefois, la mesure du volume prise visuellement & chaque jour sur un échelle de
mesure précalibrée, peut contenir une erreur d’au plus 2 %. Cette mesure n’affecte

donc nullement la précision de I’estimateur.

L’estimation du coefficient de transfert d’oxygéne de bullage n’affecte que
trés légérement Pestimation du bioxyde de carbone dissous. L’impact d’une erreur

d’estimation de ce paramétre de culture peut donc étre négligé. Par contre,
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I’estimation du coefficient de transfert d’oxygéne par la surface est I’élément présentant
le plus grand impact sur I’estimation du CO, dissous, outre la mesure directe du CO;
présent dans les gaz de sortie. En effet, une erreur d’estimation de ce paramétre de @
50 % provoque une erreur d’estimation du bioxyde de carbone dissous de prés de +
20-30 % ce qui est trés significatif Une telle erreur sur la mesure du coefficient de
transfert d’oxygéne par la surface est considérable considérant que la valeur choisie est
celle mesurée par une aération de surface uniquement avec un volume fixe d’eau.
Sachant que la dynamique de culture change avec le temps et que la présence de
mousse en surface lors des cultures fait diminuer cette valeur, il est possible que
I’erreur sur cette valeur dépasse les 50 % et tende méme vers les 100 %, ce qui est

dramatique pour I’estimateur.

Cette erreur est assez importante pour qu’aucun controle ne soit
raisonnablement appliqué. Et considérant que ce paramétre peut influencer la
croissance des cellules végétales (Archambault, 1991), cette lacune devrait étre
corrigée dans une étude subséquente. Pour ces raisons, I’estimation obtenue du CO,

dissous ne peut étre utilisée qu’a titre indicatif du niveau de concentration compte

tenue de son incertitude.
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5.5 Oxygéne dissous

L’oxygéne dissous représente un des nutriments-clé pour la culture de
cellules de plantes en suspension. [En effet, une absence d’oxygéne ou une
concentration trop faible (Pépin, 1996) a pour effet de diminuer et méme d’empécher
les différentes réactions métaboliques de la croissance cellulaire. Il est donc nécessaire

d’assurer un apport constant de ce nutriment.

L’effet de différentes concentrations d’oxygéne dissous sur la croissance de
la biomasse et la prolifération cellulaire n’est pas étudié ici. Une concentration
constante équivalente a4 60 % de saturation de ’eau en air est utilisée considérant les
résultats convenables obtenus précédemment (Aubry, 1995). Cette concentration
d’opération est suffisamment supérieure a la concentration limitante (Archambault,
1991; Jolicoeur et coll., 1992) rapportée pour les cellules végétales, soit environ 15 %
de la saturation de I’eau en air. Malgré absence de caractérisation de ce nutriment,

quelques points sont abordés pour faire ressortir certaines observations.

De tous les nutriments nécessaires a la prolifération cellulaire, I’oxygéne est
certainement celui représentant le plus de difficultés a étre fourni suffisamment pour
combler la demande cellulaire (Taticek et coll., 1990). En effet, considérant sa faible
solubilité dans le milieu liquide, I'oxygéne doit continuellement étre alimenté afin de

combler les quantités consommées par les cellules et d’en assurer une disponibilité

permanente.
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5.5.1 Effets sur la biomasse

Aucun effet direct de la concentration constante d’oxygene dissous (60 %
de saturation) sur la croissance de fa biomasse n’est observé pour I'ensemble des
cultures effectuées. Il est donc permis d’affirmer que cette concentration choisie est
convenable. Toutefois, pour des raisons de productivité, I'impact de ce nutnment sur

la croissance de la biomasse de cultures d’ Eschscholtzia califorrnica devrait étre abordé

dans une étude postérieure.
5.5.2 Effets sur la concentration cellulaire

En ce qui a trait a la concentration cellulaire, il semble que I’oxygéne
dissous ait un impact autre qu’un effet de concentration. En effet, comme il sera
démontré ultérieurement, une variation de la concentration d’oxygéne dissous

provoquerait une diminution de la concentration cellulaire.
5.6 Hydrates de carbones

Les sucres (sucrose, glucose et fructose) sont utilisés comme seule source
de carbone dans le milieu de culture. Les cellules s’en servent a la fois comme source
d’énergie et comme source de précurseurs pour la synthése organique dans le
processus anabolique. Le carbone ainsi que ’oxygéne tiré de ces sucres peuvent
d’ailleurs représenter jusqu’a 90 % de la masse cellulaire (Pépin, 1996). Le sucrose

contenu dans le milieu de culture subie tout d’abord une hydrolyse extracellulaire suivie
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d’une consommation préférentielle non exclusive du glucose sur le fructose (Aubry,

1995).

Alors que les cellules en suspension de certaines espéces de plantes comme
Cathanranthus roseus peuvent accumuler les hydrates de carbone sous forme
d’amidon (Rho et coll., 1991; van Gulik et coll., 1992), les cellules d’Eschscholtzia
californica (Taticek et coll,, 1990) tout comme celles de Nicotiana tabacum (van
Gulik et coll., 1992), de Taxus cuspidata (Fett-Neto et coll., 1994) et de Vitis vinifera
(Pépin, 1996) ne peuvent réaliser une teile opération d’entreposage des sucres. En
effet, ces derniéres utilisent les hydrates de carbone au fur et a mesure qu’elles le
nécessitent et ce dés leur entrée a ’intérieur de la cellule. Il en résulte donc un arrét de
croissance accompagné d’une mortalité cellulaire lorsqu’il y a pénurie de ce nutriment

dans le milieu de culture.
5.6.1 Effets sur la biomasse

Ce phénoméne est perceptible lors de certaines cultures dont 2SHIO0
effectuées au cours de la présente étude. 1l est possible d’observer a la figure 5.1
qu’un peu avant 300 heures suivant le début de la culture, la biomasse séche cesse de
croitre et méme diminue alors que la quantité d’hydrates de carbones présents dans le
milieu tend vers zéro. Ce méme phénomene est observé au cours de la culture SSH25
présenté a la figure 5.4. Un peu avant 350 heures de culture, la présence d’hydrates de

carbone devient négligeable et 4 ce moment, la quantité de biomasse séche cesse de
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croitre pour régresser. Dans I’ensemble, tant qu’il y a présence d hydrates de carbone
dans le milieu extracellulaire, la biomasse continue de croitre mais & des rythmes
variables et non reliés a la quantité résiduelle d’hydrates. Ceci confirme ce que
rapportent Curtis et coll. (1991), soit que la concentration finale en biomasse est

fonction de la quantité d’hydrates de carbone injectés dans le milieu de culture.

En somme, |’omniprésence d’hydrates de carbone dans le milieu de culture
est requise pour assurer la croissance de la biomasse considérant que les cellules

d’Eschscholtzia californica ne peuvent les accumuler a 'inténieur d’elles-méme.
5.6.2 Effets sur la concentration cellulaire

La méme relation n’est pas aussi évidente pour la concentration cellulaire.
En effet, lors de la culture 2SH10, la concentration cellulaire cesse de croitre environ
au méme moment que la disparition des hydrates de carbones, vers 300 heures de
culture. Toutefois, au cours de la culture SSH25, la concentration cellulaire cesse de
croitre (3 environ 250 heures de culture) bien avant la disparition des hydrates de
carbones du milieu vers 350 heures de cultures, ce qui peut aussi étre associé a une

limitation nutritionnelle d’une autre nature.

Il apparait donc que les sucres sont essentiels a la viabilité cellulaire mais ne
garantissent pas la continuité de la division cellulaire par leur présence dans le milieu de

culture.
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5.6.3 Rendements et taux d’assimilation

Lors de I’élaboration du modéle de croissance décrit au chapitre suivant,
les coefficients de rendement des différents nutriments sont nécessaires. Ils sont donc

calculés dans ce chapitre suite a I’étude spécifique de chacun des nutriments.

Les hydrates de carbones sont utilisés dés leur disparition du milieu de
culture pour la création de matiére organique. Comme démontré a la figure 5.8, la
courbe de consommation de ce nutriment est du premier ordre, ce qui permet de
calculer les rendements en sucre pour la biomasse ainsi que pour la concentration
cellulaire. Les rendements calculés ici sont des rendements apparents du fait qu’on
considére qu’une certaine quantité de nutriment consommée provoque une certaine
augmentation nette du paramétre de croissance choisi, soit la biomasse séche ou la
concentration cellulaire. Ce genre de rendement est d’ailleurs largement utilisé dans la
littérature pour une premiére caractérisation des suspensions cellulaires végétales
(MacCarthy et coll, 1980; Taticek et coll, 1990; Rho et André, 1991; Westgate et coll,

1991; van Gulik et coll., 1993; Pépin, 1996).

Le rendement apparent est utilisé par opposition au rendement vrai, lequel
défini la quantité exacte de nutriment nécessaire pour former une nouvelle quantité du
paramétre de croissance choisi. Ce dernier type de rendement est toujours utilisé avec
un coefficient de maintenance, lequel défini la quantité de nutriment nécessaire pour

maintenir les activités métaboliques non-associ€s a la croissance d’une certaine quantité
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du paramétre de croissance choisi. Le rendement vrai et le coefficient de maintenance
sont aussi utilisés dans la littérature (Drapeau et coll., 1986; Schnapp et coll., 1991;
van Gulik et coll., 1992), principallement lors d’une caractérisation trés spécifique des
cultures. En somme, le rendement réel ainsi que le coefficient de maintenance d’un
nutriment forment implicitement le rendement apparent. Ce dernier comprend ausst les
effets du systéme de culture et de I’environnement sur I’utilisation du nutriment & des

fins de croissance cellulaire (Taticek et coll, 1990).

Le calcul du rendement apparent des hydrates de carbones pour la
biomasse séche (Ysms) est effectué sur plus de 20 cultures séparément selon la pente

obtenue 4 la figure 5.8.
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Figure 5.8 : Calcul du rendement en hydrates de carbones par rapport i la biomasse pour la

culture SSH23
Le résultat obtenu est de 0.36 gramme de biomasse seche pour I gramme
d’hydrates de carbones consommés. L’écart type sur cette valeur est de 0.13, ce qui
représente un coefficient de variation (Baillargeon, 1990) de 35 %. Ce coefficient de
variation permet d’apprécier la dispersion des valeurs autour de la moyenne

arithmétique. Les coefficients de régressions linéaires obtenus varient de 0.4 2 0.99.

Ces variations s’expliquent par des pertes de sucres par le milieu de culture
constituant ainsi un artefact a I'utilisation des hydrates de carbones pour la croissance

en biomasse. En effet, lors d’un débit des gaz de bullage trop important, une partie des
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sucres est expulsée du milieu formant ainsi une mousse a la surface du volume de
culture. Afin de diminuer I’erreur sur le calcul de ce parametre qui se répercutera sur
I’estimation du modéle de croissance, les valeurs de rendement obtenues de cultures
présentant une trop grande différence par rapport a ’ensemble sont retirées pour le
calcul final du rendement moyen. Suite a cette opération, le rendement en sucres pour
la biomasse retenu pour fins de modélisation et d’optimisation est de 0.31 gramme
d’augmentation de biomasse par gramme de sucre consommeé (n=15). L’écart-type

calculé est de 0.05, ce qui représente un coefficient de variation de 17 %.

Le tableau 5.3 permet de comparer les résultats obtenus lors de cette étude
avec ceux se trouvant dans la littérature pour diverses lignées cellulaires. Il apparait
que le rendement obtenu (0.31 g X g"' S) est du méme ordre que ceux présentés dans
la littérature. En effet, ceux présentés pour Eschscholtzia californica par Aubry (1995)
varient entre 0.30 et 0.43 g X g S. Toutefois, Taticek et coll. (1990) rapportent des
rendement légérement supérieurs (0.42 2 0.50 g X g™’ S) ce qui peut étre causé par la

configuration différente du bioréacteur et des conditions d’opération.

En ce qui a trait a la concentration cellulaire, le rendement apparent obtenu
a partir de 12 cultures est de 0.15 x 10° ¢ g”'. L’écart-type correspondant est de 0.13 x
10° ¢ g, ce qui représente un coefficient de variation de 89 %. Pour les mémes
raisons que précédement, certains résultats sont exclus pour le calcul du rendement

moyen. Suite a cette opération, le rendement final retenu est de
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0.079 x 10° ¢ g™ avec un écart-type de 0.015 x 10° ¢ g™* soit un coefficient de variation
de 19 %. Ces valeurs ne peuvent étre comparées avec la littérature puisque aucune
équipe de recherche n’a publié¢ des résultats de rendement basés sur la concentration

cellulaire.



Tableau 5.3 Rendements en hydrates de carbones pour la formation de biomasse s¢che tirés de la littérature,
Rendement |Rendement réel | Coefficientde | Hydrate(s) de Espéce Source
apparent gXg's) maintenance carbone
eXg's) (sSg'Xh")

0.51 total Catharanthus roseus Ducos et Pareilleux (1986)
0.31-0.35 glucose Catharanthus roseus van Gulik et coll., (1989)
0,18-0.65 total Catharanthus roseus Archambault, (1991)

0.49 glucose Catharanthus roseus Rho et André, (1991)
0.36-0.44 1otal Catharanthus roseus Jolicoeur et coll., (1992)

0.68 0.0081 glucose Catharanthus roseus van Gulik et coll,, (1992)

0.28 glucose Cephalotaxus harringtonia Westgate et coll., (1991)

048 sucrose Claviceps purpurea Grm et Mele (1980)
0.17-0.39 total Daucus carota Dougall et coll., (1983)

041 total Dioscorea deltoidea Drapeau et coll., (1986)

0.32 SUCrose Dioscorea deltoidea Frazier (1989)
0.42-0.50 0.69 0.002-0.008 total Eschscholtzia californica Taticek et coll., (1990)
0.30-0.43 sucrose Eschscholtzia californica Aubry, (1995)

0.43 0.77 0.0047 lactose Medicago sativa Pareilleux et Chaubet, (1981)

0.45 succrose Nicotiana tabacum Kato et coll,, (1977)

0.44 0.6 0.0036 sucrose Nicotiana tabacum Kato et Nagai, (1979)

0.52 0.106 SUCrose Nicotiana tabacum Schnapp et coll. (1991)
0.65 0.0061 glucose Nicotiana tabacum van Gulik et coll., (1993)
0.26-0.29 sucrose Papaver somniferum Curtis et coll. (1991)
0.47 0.57 0.0032 total Pommes Pareilleux et Chaubet, (1980)
0.80 0.003-0.008 Sucrose Vitis vinifera Guardiola et coll, (1995)
0.38 sucrose Vitis vinifera Pépin, (1996)

148
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5.7 Phosphate

Le phosphate est présent dans le milieu de culture afin de subvenir aux
besoins des cellules pour la synthése de P’acide nucléique, de phospholipides, de
nucléotides ainsi que de sucres phosphatés (Ashihara et Tokoro, 1985). De plus, il
participe fortement au cycle énergétique lors de la synthése de I’adénosine triphosphate

(ATP) (Ashihara et Ukaji, 1986).

Ses principaux effets sont d’augmenter la disponibilité de I'adénosine
triphosphate jusqu’a un seuil maximum, de provoquer une augmentation du taux de
production de protéine par une baisse des réserves d’acides aminées et de provoquer
une diminution de protéases (Payne et coll, 1991). Dans ce dernier cas, une
augmentation des taux de consommation en oxygéne est a prévoir (Pépin, 1996). De
plus, la présence de phosphate tend a diminuer la production de métabolites
secondaires comme le rapportent certains auteurs (Knobloch et coll., [981; Mantell et
coll., 1983; Bramble et coll., [990; Panda et coll., 1992; van Gulik et coll., 1993) ou,
dans le méme ordre d’idée, une diminution de la concentration en phosphate permet
d’augmenter la production de métabolites secondaires (Fujita et coll., 1981; Knobloch
et coll., 1981; Mantell et coll., 1983, Yamakawa et coll., 1983; Hall et Yeoman, 1986;
Knobloch et coll., 1986; Bramble et coll.,, 1990). Dans la méme optique, Newell et

Curtis (1989) rapportent que le meilleur moment pour induire la production de
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métabolites secondaires est immédiatement a la disparition des ions phosphates dans le

milieu.

Comme démontré aux figures S.1 et 5.6, le phosphate est rapidement
assimilé par les cellules, qu’elles soient en période de croissance ou de latence. Cette
consommation rapide du phosphate rapportée dans la littérature (Brodelius et Vogel,
1985; Aubry, 1995; Pépin, 1996) est associée a un mécanisme d’entreposage de
réserves phosphoriques. Une fraction de ces réserves est contenue dans le cytosol a
concentration constante, environ 100 a 150 pumol g MS™ selon Curtis et coll. (1991) et
0.38 umol 10° ¢ selon Amino et coll. (1983). Le surplus accumulé se trouve alors

emmagasiné dans la vacuole sous forme d’orthophosphate (Brodelius et Vogel, 1985).

La présence de ce nutriment dans le milieu semble avoir de nombreuses
retombées. Curtis et coll. (1991) ont démontré que, pour leur systéme, le taux de
croissance spécifique et la concentration finale de la biomasse pouvaient dépendre de la
concentration initiale de phosphate dans le milieu de cultures en cuvées. De plus,
considérant que les concentrations en phosphate sont faibles, les quantités de ce
nutriment accumulées dans I’inoculum peuvent influencer la croissance et du méme
coup, les calculs de rendements. Certains auteurs ont d’ailleurs observé une croissance
directement liée & une limitation nutritionnelle en phosphate (Dougall et Weyrauch,
1980; Grm et Mele, 1980; Quinlan, 1986; van Gulik et coll., 1993). En ce qui a trait a

la concentration cellulaire, Hirose et coll. (1990) rapportent qu’une réduction de la
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concentration initiale de phosphate a pour effet d’inhiber la division cellulaire,

accompagnée d’une accumulation marquée de métabolites secondaires.

Dans le but de posséder un outil représentant !’accumulation de ce
nutriment, une pseudo-concentration intracellulaire en phosphate, pos;, est définie.
Comme décrit dans le chapitre matériel et méthodes, cette pseudo-concentration
permet d’estimer I’évolution des ions phosphates dans le temps, soit leur accumulation
et leur utilisation. Pazoutova et coll. (1981) ont d’ailleurs observé une cinétique de
croissance de la biomasse proportionnelle a la concentration intracellulaire en

phosphate.
5.7.1 Effets sur la biomasse

La stratégie d’alimentation développée pour la culture 2SH22 consiste en
des ajouts périodiques d’ions phosphate en quantité minimale. Cette stratégie permet
d’étudier I'effet d’une diminution des concentrations et d’un apport supplémentaire en
phosphate tout en vérifiant si la concentration de cet ion affecte la croissance en

biomasse.

Les courbes résultantes de cette expérimentation sont présentées a la figure
5.2. 1l est possible d’y observer que la concentration finale en biomasse n’atteint que 8
g L pour une concentration initiale de plus de 3 g L™ et ce, pour une présence
normale en hydrates de carbones, 40 g L™ lors de I'inoculation. Ce résultat est

toutefois trompeur. En effet, aprés 200 heures de culture, moment ou la croissance en
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biomasse est interrompue de fagon drastique, un manque de nitrates survient dans le
milieu. L’impact du nitrate sur les cultures d’Eschscholtzia sera discuté dans une
section ultérieure mais il est dés lors possible d’associer cette interruption de
croissance a cette pénurie d’ions nitrate et non a une diminution de la concentration des

ions phosphate.

Toutefois, comme le montre la figure 5.9, le taux de croissance effectif
obtenu est supérieur a ceux observés en cultures en cuvée, soit 0.0075 ht comparé€ a
0.0066 h"'. Cette augmentation de 14 % du taux de croissance effectif est trés
probablement causée par une diminution de la concentration des ions phosphate
présents dans le milieu, puisque aucune autre modification n’est faite par rapport aux
cultures normales. Curtis et coll. (1991) rapportent d’ailleurs des taux de croissance
inversement proportionnels a la concentration initiale en phosphate dans des cultures
en cuvée. En somme, la concentration des ions phosphate dans le milieu de culture

semble nuire a la croissance de la biomasse séche.
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Figure 5.9 : Evolution de I’indice de croissance de la biomasse séche lors de la culture 25H22

en fonction du temps

5.7.2 Effets sur Ia concentration cellulaire

Lors de cette cuiture, 2SH22, alimentée en phosphate, la concentration
cellulaire est passée de 1.5 x 10° ¢ L™ 4 un peu plus de 3.0 x 10° ¢ L', Considérant
que cette concentration finale est 4 peu prés la méme que celles obtenues lors de

cultures opérées en cuvée, soit 2.0 2 3.0 x 10° ¢ L', il n’est pas possible d’identifier
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d’impact, favorable ou non, causé par le phosphate sur le processus de division

cellulaire.

Toutefois, en observant le taux de croissance effectif calculé pour cette
culture a la figure 5.10, il apparait qu’une présence étendue en phosphate ralentie le
processus de division cellulaire de maniére significative. En effet, le taux obtenu est de
0.0041 h™ alors qu’il est de 0.0051 h™* pour des cultures normales, soit une diminution
de 20 %. En somme, une présence plus fréquente de I'ion phosphate ralentie la

croissance cellulaire pour les cellules d’ Eschscholtzia californica.
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Figure 5.10 : Evolution de I’indice de croissance de la concentration cellulaire lors de la

culture 2SH22 en fonction du temps
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5.7.3 Rendements et taux d’assimilation

Considérant que le phosphate est dans un premier temps absorbé par les
cellules et que, dans un deuxiéme temps, il est utilisé par celles-ci, un taux

d’assimilation doit tout d’abord étre calculé ainsi qu’un rendement a la consommation.

L’absorption de cet ion par les cellules est faite selon un certain potentiel
d’assimilation. Considérant que la cellule absorbe ce nutriment par sa membrane
cellulaire et que ce dernier est entreposé dans la vacuole cellulaire, il est réaliste de
prétendre que cette assimilation est faite proportionnellement a la quantité de biomasse
présente. Selon ce raisonnement, une quantité donnée de biomasse (g) peut assimiler
I’ion phosphate a un certain rythme (mmol h'), et le rythme global est augmenté
proportionnellement a la quantité de biomasse présente. Le taux global d’assimilation
du phosphate, qui demeure constant (Sakano, 1990), est alors calculé en mmol PO, h

g'X

Suite aux calculs effectués sur 15 cultures, le taux global d’assimilation du
phosphate par la biomasse est de 0.0036 mmol g' h'l. L’écart-type obtenu est de
0.0024, ce qui représente un coefficient de variation de 67 %. Cette forte varnation est
principalement due & la petitesse des taux en présence et donc, a une plus grande
difficulté d’identification. De plus, elle peut étre expliquée par une absence de mesure
réelle de la concentration intracellulaire en phosphate, ce qui peut influencer le taux

d’assimilation selon un effet de saturation. Afin d’améliorer la fiabilité du parametre,
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les résultats présentant une moins bonne description de la consommation de ce
nutriment dans leurs cultures sont retirés. Suite a cette procédure, les valeurs enlevées
étant aussi celles s’éloignant généralement de la moyenne obtenue, un taux
d’assimilation du phosphate de 0.0030 mmol g h™' est obtenu avec un écart-type de
0.0015 représentant un coefficient de variation de 50 %. Malgré cette variation encore
assez forte, le profil estimé de la concentration extracellulaire du phosphate décrit la
consommation de ce nutriment avec ['utilisation de cette valeur comme paramétre du

taux de consommation.

Suite a cette assimilation, le phosphate est utilisé par la celiule pour
synthése de la biomasse. Afin de calculer des pseudo-rendements a la consommation
du phosphate nécéssaires lors de la modélisation, une hypothése de consommation est
ici formulée. I! s’agit de poser que I'ion phosphate est limitant a la prolifération
cellulaire ce qui permet de supposer que sa concentration intracellulaire rapportée au
volume de culture devient nulle au moment ou la concentration cellulaire plafonne. En
se basant sur cette hypothése, le rendement en biomasse séche est calculé par
différentiels, soit le rapport de la quantité totale d’ion ajouté au milieu de culture par la
différence de biomasse séche entre le moment ou la concentration cellulaire atteint son

maximum et ['inoculation. Cette relation est représentée par I’équation qui suit.

(xlc,,“ - Xlt:O)

Y. =
X/POui IPO,,

(5.4)



Suite au calcul des rendements pour chaque culture et a I’observation des
courbes de concentration de phosphate intracellulaire, il sera possible de valider ou
infirmer cette hypothése. En effet, si les courbes de concentration intracellulaire en
phosphate résultantes prédisent I’atteinte d’une concentration nulle coincidant avec un
arrét de la prolifération cellulaire, cette hypothése de limitation nutritionnelle a la
prolifération cellulaire pourra étre admise. Toutefois, en reprenant les résultats

obtenus lors de la culture 2SH22, il est peu probable que ce phénoméne se produise.

En effectuant ce calcul sur prés de 20 cultures, un rendement moyen de
4.86 g mmol™ est obtenu avec un écart-type de 1.55 représentant un coefficient de
variation de 32 %. Cette variation peut s’expliquer par une série d’expérience, dans les
premiéres cultures, ou la concentration initiale en phosphate est toujours la méme, ce
qui peut causer un artefact lors de I’analyse de ce résultat. En outre, le calcium
précipitant les ions phosphate (Bramble et Graves, 1991), il est possible de croire que
moins la quantité de phosphate présente est importante, plus cette erreur est amplifiée.
C’est le cas pour une seule culture sur ’ensemble de celle étudiées. Cette erreur n’est
donc pas nécessairement représentée ici. De plus, Dougall et coll. (1983) rapportent
que les rendements en nutriments, entre autres en phosphate, varient en fonction des
taux de dilution pour des cultures opérées en semi-continu. Toutefois, ce phénoméne
n’est pas étudié dans le cadre de ce projet. Encore dans ce cas-ci, I’élimination des

résultat moins fiables (les plus divergeant) permet de déterminer un rendement de 4.07
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X mmol™ PO, avec un écart-type de 0.89 représentant un coefficient de variation
g P

réduit a 22 %.

Des rendements en phosphate pour différentes espéces sont présentés au
tableau 5.4 a titre de comparaison. Il apparait alors que le rendement calculé dans la
présente étude est du méme ordre que ceux présentés dans la littérature
(1.35 2 12.39 g X mmol™ PO,). Toutefois, aucune étude n’est effectuée avec I’espéce
utilisée ici, Eschscholizia californica. 1l apparait tout de méme que le rendement

calculé est plausible.

Le rendement désiré sur une base de concentration cellulaire est calculé de
maniére semblable, soit le rapport de la quantité totale d’ions ajoutés au milieu de
culture par la différence de concentration cellulaire entre le maximum et I’inoculation,

représenté par I’équation qui suit.

(¢Lm - ¢|1=o)

Yeipo,, = PO (5.5)
4e

Calculé sur 8 cultures, le rendement moyen obtenu est de
1.69 x 10° ¢ mmol™ avec un écart-type de 1.55, soit un coefficient de variation de 92
%. Cette trés grande variation peut étre caus€ par une prolifération cellulaire
indépendante de la quantité de phosphate utilisé. En outre, comme spécifié

précédemment, la présence de phosphate intracellulaire dans I'inoculum n’est pas a
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négliger considérant les faibles concentrations en présence. Toutefois, une filtration
des données est effectuée et le rendement final obtenu est de 1.07 x 10° ¢ mmol™ (n=6)

avec un écart-type de 0.39 et un coefficient de variation de 36 %.



Tableau 5.4 Rendements en phosphate pour 1a formation de biomasse séche tirés de la littérature,
Rendement apparent Rendement Coeflicient de Espéce Source
(@ X mmol” PO,) réel maintenance
(g X mmol” PO,) | (mmol PO, g' X k')
2.84 Banane Curtis et coll,, (1991)
4,21 Bindweed Curtis et coll,, (1991)
12,39 Claviceps purpurea Pazoutova et coll,, (1981)
3.3748.00 Daucus carota Dougall et Weyrauch (1980)
3104474 0,004 Daucus carota Dougall et coll,,, (1983)

2.50 Daucus carota Curtis et coll,, (1991)
3.24 Millet Curtis et coll,, (1991)
1.35 Nicotiana tabacum Curtis et coll,, (1991)
3.00 Papaver somniferum Cuntis et coll,, (1991)
2,24 Pomme de terre

Curtis et coll,, (1991)

9l
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5.8 Sels azotés

Lors de la croissance de cellules végétales en suspension, une certaine
quantité d’azote doit leur €tre fourni. La cellule végétale nécessite en effet une ou
plusieurs sources d’azote pour la synthése d’acides aminées et nucléiques ainsi que de
protéines. Dans certains cas (van Gulik, 1993), plus de 90 % de ’azote consommé par

la cellule sert a la formation de protéines.

Cette demande en azote est comblée par I’ajout d’ions nitrate et ammonium
dans le milieu de culture. Ces deux ions sont utilisés par les cellules lors de leur
croissance comme le démontrent les cultures 2SH10 et SSH2S5 présentées aux figures
5.1 et 5.4. Toutefois, la présence d’ion ammonium (NH.,) supprime ou inhibe {’action
de la nitrite réductase (Rose et coll., 1975), ce qui peut expliquer une consommation
des nitrates plus faible ou nulle, rapportée dans certaines publications dont Pépin
(1996), en présence d’ion ammonium. De plus, ’'ammoniaque, de forme plus réduize

que le nitrate, est utilisé préférentiellement a ce dernier étant directement utilisable.

Par ailleurs certains auteurs (Jessup et Fowler, 1976; Yamakawa et coll.,
1983; Do et Cormier, 1991; Crawford, 1995; Su, 1995) rapportent que ['impact du
ratio ammonium - nitrate présent dans le milieu de culture est aussi trés important par
rapport aux taux spécifiques de croissance et de production de métabolites secondaires
pour certaines espéces. Par contre, certaines cultures acclimatées peuvent croitre en

absence de I'un ou ['autre de ces deux sels si toutefois [’autre est présent en quantité
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suffisante pour soutenir les taux de croissance résultants. Fait intéressant, Payne et
coll. (1991) suggérent que I’utilisation d’une source d’azote organique puisse améliorer
significativement la croissance de la biomasse et peut-étre méme la production de

métabolites secondaires.
5.8.1 Nitrate

Le nitrate est utilisé comme source majeure d’azote pour les cellules
végétales. C’est de loin le nutriment, hydrates de carbone mis & part, présent en plus
grande quantité dans la composition du milieu de culture utilisé (annexe A). Lors de
son assimilation par la cellule, il doit tout d’abord étre réduit en ammonium sous
I’action de la nitrate réductase et de la nitrite réductase (Payne et coll., 1991). Des

lors, il peut étre utilisé pour la formation d’acides aminées et de protéines.
5.8.1.1 Effets sur la biomasse

Deux cultures (5SH23 et 5SH25) sont réalisées dans le but précis de
déterminer I'influence du nitrate sur la croissance des cellules d’Eschscholtzia
californica. Les résultats obtenus de celles-ci sont présentés aux figures 5.3 et 5.4

respectivement.

En observant les résultats de la premiére série de cultures effectuées (2SH2
a SSH21), il apparait que I’ion nitrate est essentiel au maintien d’une croissance de la

biomasse mais possiblement & la fois nuisible a cette croissance si présent en trop
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grande quantité. Cette présomption de nécessité est d’ailleurs confirmée par quelques
cultures réalisées subséquemment. En effet, comme le démontre la figure 5.2
représentant les résultats de la culture 2SH22, le nitrate est épuisé aprés 200 heures de
culture. A ce moment, quoiqu’il y ait encore assez d’hydrates de carbone (20 g L™)
pour soutenir une croissance de la biomasse, elle cesse de croitre et régresse méme. Ce
résultat démontre qu’un manque de nitrate dars le milieu de culture provoque la fin de
la période de croissance en biomasse. Ce méme phénomeéne est observable lors de la
culture 2SH24 (figure 5.5) ou la biomasse cesse de croitre aprés 250 heures de culture,
moment ol un manque de nitrate dans le milieu de culture est observé. Toutefois, il

reste 4 démystifier I’effet de la concentration de ce nutriment dans le milieu.

Dans cette optique, la stratégie développée pour la culture SSH23 est
d’ajouter de petites quantités de nitrate de maniére a ce qu’il y en ait toujours et en
quantité minimale (no; — 0"), afin de soutenir la croissance pour les 24 heures
suivantes sans plus. Les courbes de croissance obtenues sont présentées a la figure
5.3. Aprés une courte période de latence (~50 heures), une croissance normale et
continue de la biomasse a lieu jusqu’a I’épuisement des hydrates de carbone et du
nitrate vers 300 heures de culture. Comme indiqué a la figure 5.11 cette stratégie a
pour effet d’augmenter le taux de croissance effectif 2 0.0079 h”, comparé a
0.0066 h™* pour une culture type, ce qui représente un accroissement de 20 %. II
apparait donc qu’effectivement une diminution de la concentration de nitrate dans le

milieu entraine une augmentation du taux de croissance de biomasse.
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Figure S.11:  Evolution de Pindice de croissance de la biomasse séche lors de la culture 5SH23

en fonction du temps

Afin de vérifier ce résultat, la culture SSH25 est effectuée avec la méme
stratégie d’alimentation (no; — 07) Toutefois, une présence accrue mais différée du
nitrate dans le milieu permet d’étudier le méme phénoméne que lors de I’expérience

précédente (5SH23, figure 5.3) mais de fagon inverse.

La concentration de nitrate est relativement élevée dans le milieu de culture
jusqu’a ~150 heures, ce qui correspond approximativement a la période de latence
observée en début de culture. De plus, le taux de croissance effectif obtenu, 0.0067

! bien inférieur a celui résultant de 'expérience précédente, n’est pas significativement
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plus élevé que ceux obtenus pour des cultures types en cuvée. Contrairement aux
observations faites a partir d’autres cultures, a environ 250 heures de culture, la
concentration en biomasse séche continue d’augmenter pour quelques 100 heures. Ce
phénoméne n’est observé uniquement que pour cette culture. Il est probable qu’une
partie des nitrates accumulés dans les cellules d’Eschscholtzia californica, soient

utilisés suite a leur pénurie dans le milieu de culture extracellulaire.

En somme, la présence de nitrate dans le milieu de culture nuit a la
croissance de la biomasse. Toutefois, de fagon générale, le nitrate est nécessaire a la

croissance de la biomasse.
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Figure5.12:  Evolution de P'indice de croissance de la biomasse séche lors de 1a culture SSH25

en fonction du temps
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5.8.1.2 Effets sur la concentration cellulaire

Lors de la culture a faible concentration en nitrate, SSH23, la concentration
cellulaire est passée de 0.9 x 10° ¢ L' 4 plus de 8.5 x 10° ¢ L™, ce qui représente prés
du triple de la concentration normalement atteinte en culture opérée en cuvée. Ce
résultat est assez surprenant a prime abord puisque la seule différence majeure de cette
culture est de diminuer la concentration du nitrate dans le milieu. Par contre, Henshaw
et coll. (1966) rapportent que la production totale de cellules est augmentée par 1’ajout
de nitrate plus que par I'ajout de n’importe quel autre ion inorganique dans les
suspensions de Parthenocissus tricuspidata. Toutefois, en calculant la somme des
ajouts effectués, on arrive a une quantité totale de nitrate injecté¢ de 25 mmol NO- L,
ce qui est la concentration normale du milieu 1,K ;Bs standard. Ce n’est donc pas un

effet de limitation nutritionnel qui permet une telle augmentation.

Lors de la culture réalisée a haute concentration en nitrate, SSH25, la
concentration cellulaire est passée de 1.2 x 10° ¢ L™ & plus de 6.0 x 10° ¢ L. Cette
concentration représente plus du double de la concentration cellulaire normalement
atteinte. Cette fois-ci, la somme des ajouts effectués avoisine 40 mmol NO; L™ et la
concentration cellulaire atteinte est inférieure a celle obtenue lors de la culture

précédente, avec un total de 25 mmol NO; L. Ce résultat confirme donc que I’effet



du nitrate sur la division cellulaire peut étre associ¢ a un effet de concentration plutot

qu’a un effet de limitation nutritionnel.

De plus, le taux de croissance effectif obtenu lors de la culture a haute
concentration en nitrate différée, 5SSH25, est légérement supérieur au taux normal
(0.0067 h™! comparé 4 0.0051 h™") alors que celui a faible concentration en nitrate I’est

un peu plus (0.0083 h™).

En somme, la présence de nitrate nuit grandement a la division cellulaire

selon un effet de concentration et non de limitation nutritionnelle.
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culture SSH23 en fonction du temps
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5.8.1.3 Rendements et taux d’assimilation

Deux tendances ressortent des résultats obtenus des cultures réalisées
jusqu’a maintenant. La tendance générale laisse envisager une consommation du
nitrate proportionnelle a I’accroissement de la biomasse, comme c’est le cas pour les
hydrates de carbone qui sont utilisés au fur et & mesure de leur consommation. Ce
comportement est représenté par un rendement direct a la croissance. Il est d’ailleurs
possible que ce nutriment (NOs) soit a la fois utilisé et entreposé par la cellule dans la
vacuole sous forme d’acides aminés (Beck et Renner, 1989) alors que la relation le

décrivant soit du premier ordre comme un rendement a la croissance.

Pour ces raisons, I’hypothése selon laquelle la consommation du nitrate par
la cellule est proportionnelle a la croissance de la biomasse est adoptée pour la présente
étude.  Cette hypothése permet de diminuer la complexité mathématique du
phénoméne d’assimilation de ce nutriment par une description selon une courbe de

premier ordre et d’en calculer un rendement apparent directement.

Le rendement en biomasse séche obtenu, calculé sur prés de 20 cultures,
est de 0.47 g X mmol™ NO;. L’écart-type résultant de cette opération est de 0.22 ce
qui représente un coefficient de variation de 46 %. Suite a I’élimination des résultats
discordants, la valeur obtenue est de 0.41 g X mmol™ NO; avec un écart-type de 0.14
représentant un coefficient de variation de 35 %. La variation obtenue s’explique par

la description mathématique adoptée précédemment. En choisissant I’option d’un



rendement apparent, il est normal de diminuer la fiabilité de la description pour une
augmentation de la simplicité mathématique. Ce rendement est d’ailleurs largement
supérieur a celui présenté par Rho et André (1991) pour Catharanthus roseus de

0.23 g X mmol™ NOs.

En ce qui a trait 4 la concentration cellulaire, le rendement obtenu est de
0.15 x 10° ¢ mmol™ NO; calculé sur 12 cultures. L’écart-type correspondant est de
0.07 avec un coefficient de variation de 49 %. Une fois les résultats 4 haute variabilité
enlevés, le rendement retenu est de 0.13 x 10° ¢ mmol™ avec un écart-type de 0.04, ce

qui représente un coefficient de variation de 33 %.
5.8.2 Ammoniaque

L’ion ammonium (NH,) est aussi utilisé comme source d’azote pour les
cellules. Ce dernier est assimilé par I’entremise de deux systémes enzymatiques, soit la

glutamate déshydrogénase et la glutamate synthétase (Ohmori, 1981; Payne et coll,

1991). Par ce processus, I’ion ammonium est transformé en glutamine par la cellule.

Il est possible d’observer aux figures 5.1 & 5.6 que I'ion ammonium
disparait rapidement du milieu et ce, peu importe qu’il y ait croissance de la biomasse
ou non. D’ailleurs, dans les heures qui suivent I'inoculation, ou une phase de latence et
méme quelquefois de décroissance est observée, I'ion ammonium est toujours absorbé
par les cellules dés son apparition dans le milieu. Ce phénoméne concorde avec ceux

observés sur des graphiques présentés par Aubry (1996) et Pépin (1996). De plus, une



fois I'ion ammonium disparu, la croissance cellulaire se poursuit pendant plusieurs

heures.

Le processus d’assimilation expliqué précédemment laisse croire que cet
ion est dans un premier temps absorbé et fixé par la cellule sur des sites glutaminiques
servant de transporteurs actifs. Dés lors, I'ion fixé est utilisé a partir de ces réserves
intracellulaires pour la formation de composés cellulaires donc, pour la croissance.
Afin de permettre une meilleure description des phénomeénes en cause, une pseudo-
concentration intracellulaire de I’ion d’ammonium est définie : nhy; par opposition a

nhy, la concentration d’ammoniaque extracellulaire.
5.8.2.1 Effets sur la biomasse

Lors des cultures 2SH24 et 2SH26 présentées aux figures 5.5 et 5.6, des
ajouts périodiques de I'ion ammonium sont réalisés. Lors de la culture 2SH24, la
stratégie choisie est d’alimenter I'ion ammonium de maniére a ce qu’il soit toujours
présent dans le milieu de culture mais en quantité minimale (nhs. = 07). Cette culture
permet d’étudier I’effet de la présence et de I’augmentation de la disponibilité de cet

ion sur la croissance cellulaire.

Alors que la biomasse passe généralement de 2 a 12 g L™ dans une culture
en cuvée normale sans ajouts (Aubry, 1995), elle n’atteint que 8 g L™ pour une
concentration de 3.5 g L™ lors de I'inoculation et une concentration suffisante de

40 g L' en hydrates de carbone. Il est a noter qu’a 250 heures suivant I'inoculation,



un manque en nitrate survient. Comme spécifié précédemment, de maniére génerale la
croissance en biomasse est arrétée par un manque en nitrate dans le milieu de culture.
Toutefois, comme le démontrent les figures 5.5 et S5.15, un phénomene de

ralentissement de la croissance de la biomasse est observé dans ce cas-ci.
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Figure 5.15:  Evolution de Pindice de croissancc de la biomasse séche lors de la culture 2SH24

cn fonction du temps
Le taux de croissance effectif observé est de 0.0054 h™ alors qu’il est de 0.0066 h
pour des cultures standards opérées en cuvée. Ce ralentissement de croissance ne peut
étre provoqué que par les ajouts périodiques de I'ion d’ammonium et par son

omniprésence dans le milieu de culture. Il est donc possible de formuler I’hypothése,
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selon cette culture, que la présence d’ion ammonium dans le milieu de culture nuit a la
q p

croissance de la biomasse des cellules végétales.

Afin de vérifier l'effet d’un apport supérieur d’ammoniaque sur la
croissance de la biomasse sans le biaisement de [’effet d’omniprésence, la culture
2SH26 est réalisée. Dans ce cas-ci, la stratégie d’alimentation, basé sur le schéme
d’assimilation et d’utilisation proposé, est de permettre une disponibilité permanente de
I’ammoniaque pour la croissance cellulaire sans toutefois maintenir cet ion omniprésent
dans le milieu (nhye — O, nhg; > 0.2 mmol L'l). La prédiction de la concentration
intracellulaire de I’ammoniaque est réalisée selon la technique présentée dans la section
maténel et méthodes et se doit d’étre supérieure a
0.2 mmol L™ en tout temps, concentration fixée arbitrairement selon les observations

précédentes.

Lors de la préparation du concentré de milieu de culture, une erreur s’est
glissée. En effet la quantité d’ions ammonium présente dans le concentré devait étre
telle qu’elle permettait une concentration d’ion ammonium intracellulaire toujours
positive pour les 24 premiéres heures de culture sans plus. Toutefois, la quantité
présente a I'inoculation est équivalente a celle habituellement utilisée pour des cultures
cuvées. Ceci a pour simple effet de provoquer une présence d’ions ammonium dans le

milieu supénieure a celle désirée mais habituelle.
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Lors de cette culture, la biomasse séche est passée de 2 4 10 g L™, ce qui
est a peine inférieure aux cultures normales en cuvée (2 a 12 g L) pour des
concentrations en hydrates de carbones normales (35 g L"Y). Comparativement a ces
derniéres, lors de la culture a I’étude, 2SH26, quelques ajouts subséquents d’ions
ammonium sont effectués. Ceci semble induire un Iéger ralentissement de la croissance
de la biomasse et donc, tend a confirmer I’hypothése émise précédemment, lors de
I’étude de la culture 2SH24, selon laquelle la présence d’ions ammonium extracellulaire
nuit a la croissance de la biomasse. Toutefois, étant donné que la présence
extracellulaire de 'ion ammonium est moindre que lors de la culture précédente,
I'impact sur la croissance est minime comme le montrent les figures 5.6 et 5.16 ou un
taux de croissance effectif de 0.0066 h™ équivalent aux cultures opérées en cuvée est

observe.



141

7.38906
[
- = -1
o p__=0.0066 h ././'/
271828 a =
Q
[3)
C
4 - r2=0.984
a2
e
(8]
11}
o]
B.35788
©
=
0.13534
] R 1 ¥ i M T M
0 100 200 300 400

Temps de culture (h)

Figure .16 :  Evolution de I"indice de croissance de la biomasse séche lors de Ia culture 2SH26

en fonction du temps

Dans ce cas-ci, contrairement aux observations effectuées lors de ['étude
de la culture 2SH24, aucune fluctuation majeure des nutriments est observée lors des
ajouts d’ions ammonium. Toutefois, en comparant les quantités ajoutées, on s’apergoit
qu’elles étaient supérieures lors de la culture précédente (0.5 - 2 mmol L™') que lors de
celle-ci (0.5 - 1.1 mmol L™). De plus, lors des ajouts effectués au cours de la culture
2SH24, les concentrations en ions ammonium sont trés faibles ou inexistantes (nh4e —

0) ce qui provoque un différentiel soudain et appréciable de cet ion. Par contre, lors
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des ajouts d’ions ammonium effectués au cours de la culture 2SH26, une quantité assez
importante de cet ion est déja présente dans le milieu de culture ce qui minimise
I’'impact d’un léger ajout. De plus, les deux derniéres additions de nutriments lors de

cette culture sont minimes et donc probablement sans effet de ce genre.

En somme, la présence d’ion ammonium dans le milieu de culture semble
ralentir la croissance de la biomasse séche de fagon assez significative pour qu’il en soit

tenu compte lors d’une modélisation subséquente.
5.8.2.2 Effets sur la concentration cellulaire

Lors de la premiére culture effectuée avec une alimentation d’ion
ammonium (nhy, — 0"), la concentration cellulaire est passée de 1.5 x 10° ¢ L' a prés
de 50 x 10° ¢ L, ce qui représente le double de la concentration cellulaire
habituellement obtenue pour des cultures opérées en cuvée, 2.0 a 3.0 x 10° ¢ L™

(résultats non publiés).

Considérant que la seule différence entre cette culture et celles effectuées
précédemment est un apport supplémentaire d'ions ammonium, la concentration
cellulaire obtenue permet de supposer que cette derniére est fortement liée a la
présence de cet ion et qu’en condition normale d’opération (milieu de culture BS), 'ion
ammonium est limitant a la division cellulaire. Toutefois, aucun effet positif ou négatif
de l'omniprésence de cet ion dans le milieu de culture ne peut €tre observé sur

’ensemble de la culture dans ce cas-ci. Par contre, il semble qu’une série d’ajouts
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serrés en début de culture & de faibles concentrations induisent une forte croissance

cellulaire dans les heures qui suivent comme le démontre [a figure 5.5

Ce phénoméne peut étre associé a [’augmentation de concentration
intracellulaire en ammonium, concentration qui pourrait atteindre un seuil ou
Iutilisation pour la division cellulaire est significativement accrue. Considérant donc
I’hypothése selon laquelle 'ion ammonium est assimilé rapidement et fixé a des
transporteurs actifs par la cellule, il apparait donc que ce dernier doit étre présent en
quantité suffisante a I'intérieur de la cellule mais non nécessairement a I’extérieur de
celle-ci. La deuxiéme stratégie d’alimentation de I’ion ammonium développée convient

donc a ce raisonnement.

Lors de la culture 2SH26, la concentration cellulaire passe de 2 x 10° ¢ L™
aprés de 9 x 10° ¢ L. Ceci peut s’expliquer par le fait que la grande quantité de I'ion
ammonium extracellulaire présente dans le milieu de culture a pour effet de provoquer
une augmentation rapide de la concentration intracellulaire de cet ion comme le montre
la figure 5.6. En effet, une grande quantité de cet ion a I'inoculum a pour effet de faire
augmenter la concentration intracellulaire a prés de 5 mM, concentration modélisée,
rapportée au volume total de culture. Cette concentration est supérieure a celle de 3
mM obtenue avec la culture précédente (figure 5.5). Les deux ajouts suivant

I’épuisement de I’ion ammonium dans le milieu de culture permettent alors de maintenir
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la concentration intracellulaire 4 un niveau quasi-constant pour approximativement une

quarantaine d’heures.

Par la suite, comme les ajouts cessent, la concentration intracellulaire
diminue jusqu’a un épuisement total. Cet épuisement concorde avec I’obtention d’un
plateau de la concentration cellulaire & quelques heures preés. Ce résultat tend a valider
I’hypothése selon laquelle I'ion ammonium contrdle la prolifération cellulaire dans le

systéme employé en raison de son effet limitant 4 la division cellulaire.

Lors de la culture précédente (2SH24), un résultat si convainquant n’est
pas obtenu di au fait que le modéle utilis€é pour déterminer la concentration
intracellulaire de I'ion ammonium supposait mathématiquement un arrét de croissance,
et donc un arrét de consommation des nutriments lors d’un manque de nitrate.
Toutefois, en suivant la tendance descendante présente dans la courbe de concentration
intraceliulaire de I'ion ammonium avant son point d’inflexion final lors de la culture
2SH24 (figure 5.5), on peut prédire une concentration nulle vers
200 heures de culture. Ce moment concorde encore une fois, a quelques heures pres,
avec l’obtention de la concentration cellulaire maximale. De plus, comme pour la
culture précédente, il semble que c’est lorsque la concentration intracellulaire atteint 2
mmol L rapporté au volume de culture global que la division cellulaire s’amorce de

fagon significative lorsqu’il y a ajout d’ions ammonium (figures 5.6).
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D’autre part, Goodchild et Givan (1990) rapportent que la quantité d’acide
aminée vacuolaire est affectée par la présence et I’ajout d’ions ammonium pour Acer
pseudoplatanus. Beck et Renner (1989) précisent que, pour Chenopodium rubrum, des
ajouts d’ions ammonium favorisent la consommation de nitrate par une stimulation de
la nitrate-réductase et que les acides aminés ainsi formés et entreposés dans la vacuole
peuvent étre expulsés vers le cytosol si la présence d’ions ammonium se fait trop forte.
Ceci peut expliquer I’extension de la phase de croissance cellulaire suite a une pénurie

du nitrate extracellulaire lors de la culture 2SH24 ou de I’ammoniaque est ajouté.

De plus, en se rapportant au taux de croissance effectif calculé pour la
culture 2SH24 présenté a la figure 5.17, il est possible d’y observer une trés forte
augmentation comparée aux cultures normales, soit de 153 %. Cependant, il est
important de noter que la période de croissance oll ce taux est observé est relativement
courte. Lors de la culture 2SH26, le taux de croissance effectif calculé est de 0.0065 h
!, ce qui est légérement supérieur aux cultures normales, une augmentation de 27 %.
Dans ce cas-ci, la période oG ce taux s’applique est plus longue ce qui permet

d’atteindre une concentration cellulaire supérieure a la culture 2SH24.

En somme, |'ion ammonium représente le nutriment cté pour I'induction ou

la prolongation de la prolifération cellulaire pour le systeme étudié.
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5.8.2.3 Rendements et taux de consommation

L’ion ammonium étant rapidement assimilé puis utilisé pour la formation de
composés cellulaires, deux paramétres caractéristiques doivent étre déterminés. Tout
d’abord, dans un ordre chronologique, le taux de consommation de ce nutriment par

les cellules est calculé.
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D’un point de vue logique, I’absorption de cet ion par les cellules est faite
selon un certain potentiel d’assimilation. Premiérement, il est considéré que la cellule
absorbe ce nutriment par sa membrane cellulaire et que ce dernier est fixé sur des
cycles glutaminiques situés dans le cytoplasme. Il est possible d’associer cette étape a
une forme intermédiaire d’entreposage temporaire de I’ammoniaque. II est alors
réaliste de prétendre que ’assimilation de ce nutriment est faite proportionnellement a
la quantité de biomasse. Selon ce raisonnement, une quantité donnée de biomasse (g)
peut assimiler I’ion ammonium & un certain rythme (mmol h"), et le rythme global est
augmenté proportionnellement a la quantité de biomasse présente. Le taux global

d’assimilation de I’ion ammonium est alors calculé en mmol NH,. h' g™ X.

Calculé sur 15 cultures, le taux global d’assimilation de I'ion ammonium
par la biomasse est de 0.017 mmol h' g'. L’écart-type obtenu est de 0.008, ce qui
représente un coefficient de variation de 47 %. Toutefois, méme si ce coefficient
semble élevé, le profil estimé de la consommation de I’ion ammonium représente la
réalité avec cette valeur de taux d’assimilation. Afin d’ameéliorer la description
générale de cette consommation de I'ion ammonium extracellulaire, les résultats
discordants sont retirés comme décrit précédemment pour des calculs de rendements.
Suite 4 cette manipulation, le taux d’assimilation obtenu est de
0.016 mmol NH,. h"' g' X (n=13) avec un écart-type de 0.006, ce qui représente un
coefficient de variation de 37 %. Quoique légérement élevé comme coefficient de

variation, la valeur obtenue décrie trés bien le profil de consommation de cet ion.
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Une fois assimilé, I’ion ammonium intracellulaire est utilisé par les cellules.
Afin de calculer les rendements se rapportant & cet ion intracellulaire, la méme
hypothése de consommation faite pour le phosphate est reprise ici. Il s’agit de poser
que I’ion ammonium est limitant a la prolifération cellulaire ce qui permet de prétendre
que sa concentration intracellulaire rapportée au volume de culture devient nulle au
moment ou la concentration cellulaire plafonne. Le rendement en biomasse séche est
calculé par différentiels, soit le rapport de la quantité totale d’ions ajoutés au milieu de
culture par la différence de biomasse séche entre le moment ou la concentration
cellulaire atteint son maximum et I'inoculation. Cette relation est représentée par

I’équation qui suit.

(Mo =X

Y, = o 3.6
4e

Le rendement obtenu sur prés de 20 cultures pour la biomasse séche est de
1.45 g mmol™ avec un écart-type de 1.05, ce qui représente un coefficient de variation
de 73 %. Aprés le retrait des résultats présentant les coefficients de régression les plus
faibles, le rendement finale obtenu est de 1.04 g X mmol™ NH,. (n=15) avec un écart-

type de 0.23 et un coefficient de variation de 22 %.

Sur une base de concentration cellulaire, le rendement est calculé selon le

rapport de la quantité totale d’ions ajoutés au milieu de culture par la différence de
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concentration cellulaire entre le maximum et ’inoculation, représenté par I’équation qui

suit.

Yo, = &'“ZN%& 5.7

Le rendement calculé sur 12 cultures est de 0.49 x 10° ¢ mmol™ avec un
écart-type de 0.51, soit un coefficient de variation de 103 %. Il est possible que pour
certaines cultures, les cellules de I'inoculum contenaient encore des ions ammonium
utilisables ce qui se répercuterait sur les mesures obtenues. De plus, le peu de cultures
utilisées (n=12) affecte aussi le coefficient de variation. Malgré ceci, les résultats
provenant des cultures les plus variantes sont extraits et le rendement final retenu est
de 0.30 x 10° ¢ mmol™ (n=9) avec un écart-type de 0.10, soit 34 % comme coefficient

de variation.
5.9 Comparaison générale des effets des nutriments

Afin de comparer et d’aprécier I’effet des principaux nutriments (PO4,
NO3 et NH4) sur les taux spécifiques de croissance de la biomasse séche et de la
concentration cellulaire, les figures 5.19 et 5.20 présentent 1’évolution de I'indice de
croissance (x). / xfi-o ou ¢z / ¢li-0) selon des taux spécifiques de croissance constants

découlant des expériences précédentes.
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Figure 5.19: Comparaison de croissances de la biomasse séche simulées avec les taux de
croissances obtenus des expériences de la présente étude. ---—- 5SH23 no;
inférieure, - 2SH22 po, inférieure, ------+ 5SH25 no; supéricure et différée.
«eee 2SH26 nh; inférieure, —— 2SH10 standard, - - - 2SH24 NH, omniprésent.

Tableau 5.5 Comparaison des indices de croissance en biomasse séche selon les stratégies
d’alimentations expérimentées

culture Standard | 2SH22 | S5SH23 | SSH2S5 | 2SH24 | 2SH26
stratégie - bas poy | basno; | hautno; | nhy>0 | basnh,
Indicede | o9 | 267 | 533 | 350 | 229 55
croissance (-)
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Comparaison de croissances de la concentration cellulaire simulées avec les taux
de croissances obtenus des expériences de la présente étude. - - - 2SH24 NH,
omniprésent, ----- 35SH23 no; inféricure, ---* 5SH25 no; suppéricure ¢t différée,

''''' 2SH26 nh; inférieure, —— 2SH10 standard. ---- 2SH22 po, inférieure.

Tableau 4.6 Comparaison des indices de prolifération cellulaire selon les stratégics
d’alimentations expérimentées
culture Standard | 2SH22 | S5SH23 | SSH2S5 | 2SH24 | 2SH26
stratégie --- bas pos | basnos | hautnos | nhy>0 | bas nhy
Indice de 4.00 2.29 8.50 6.50 3.2 4.4
prolifération (-)




De maniére générale, la réduction des concentrations en nutriments dans le
milieu de culture permet d’augmenter le taux spécifique de croissance en biomasse
séche et de maniére encore plus marquée, le taux spécifique de prolifération cellulaire.
Les résultats de cette série d’expérimentation laisse croire que la croissance de cellules
végétales en bioréacteur peut €tre accrue par Iutilisation de milieu minimum ou &

concentrations faibles en nutriments lorsque opéré en cuvée alimentée.
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6. MODELISATION DE LA PHASE DE CROISSANCE

Suite a ’étude des principaux nutriments influengant les taux spécifiques
de croissance de la biomasse séche et de la concentration cellulaire, il est possible de
réaliser une modélisation du systtme de croissance des cellules d’Eschscholtzia
californica en suspension en bioréacteur. Cette modélisation est réalisée en deux
étapes. Lors de la premiére partie, la consommation des nutriments d’influence
majeure basée sur la biomasse séche est déterminée. La croissance de la biomasse
seche est aussi modélisée pendant cette étape. Deuxiémement, 1’évolution de la

concentration cellulaire dans le bioréacteur est modélisée.

Il est 4 noter que la phase de modélisation n’est réalisée qu’avec les
données obtenues des cultures en bioréacteur excluant complétement les cultures en
flacon. Ceci s’explique par une meilleure uniformité¢ des résultats obtenus en
bioréacteurs et de plus, le modéele est développé dans I’optique d’une optimisation de
la croissance des cellules végétales pour la production de métabolites secondaires en

bioréacteurs.

Le développement du modéle s’effectue dans le cadre d’hypotheses de
croissance formulées suite aux observations faites lors de la phase d’€tude de cellules

végétales. Les hypothéses émises sont les suivantes :



155

1. ’élément limitant la croissance de la biomasse séche réside en un effet direct des

concentrations des nutriments présents dans le milieu de croissance,

2. la division cellulaire peut étre stimulée par I’ajout de certains nutriments dans le

milieu de croissance,

3. la consommation des nutriments est basée sur I’accroissement en biomasse séche,

6.1 Croissance de la biomasse séche

Suite aux cultures réalisées lors de la phase d’étude de la croissance, les
hypothéses suivantes régissant la croissance de la biomasse séche en bioréacteur sont

ajoutées :

1. le taux spécifique de croissance de la biomasse séche est affecté négativement

par une cugmentation des concentrations en ions nitrate, phosphate et

ammonium,

2. les cellules d’Eschscholtzia californica n’accumulent pas de sucres intracellulaires
sous forme utilisable; le taux spécifique de croissance de la biomasse devient

négatif lorsque qu’il y a épuisement des hydrates de carbone extracellulaires,

3. de maniére générale, la présence de sels azotés extracellulaires est essentielle afin
d’assurer un accroissement de la biomasse; ie faux spécifique de croissance de la

biomasse devient nul lorsque qu’il y a épuisement de I’azote extracellulaire,
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4. de maniére générale, le nitrate est consommé proportionnellement a la croissance de
la masse cellulaire d’Eschscholtzia californica, le nitrate est assimilé

proportionnellement a un accroissement de la biomasse,

5. les concentrations de phosphate et d’ammonium chutent rapidement dans le milieu
alors que la période de croissance se poursuit sur plusieurs heures; les ions
phosphate et d’ammonium sont assimilés rapidement et utilisés sur une plus

grande partie de la période de croissance,

6. Le volume de culture (1.9 4 2.0 L dans le réacteurde 2 L et de 5.0 4 6.0 L dans le
réacteur de 5 L) diminue avec le temps mais de fagon trés lente (< 0.005 L d'); le
volume de culture peut étre considéré comme quasi constant entre deux

échantillonnages mathématiques.

En se basant sur I’ensemble de ces hypothéses, le modéle de croissance de
la biomasse séche est développé. Afin de faciliter cette étape, un schéme réactionnel

est défini en premier lieu.
6.1.1 Schéme réactionnel

Un schéme réactionnel consiste en une représentation schématisée des
réactions se déroulant dans le systéme a I’étude. Il permet de comprendre facilement
les phénoménes posés et I’interaction entre les différents éléments en présence. De

plus, les équations différentielles formant le modéle de croissance découlent



157

directement du schéme élaboré. Les équations 6.1.a a2 6.1.c présentent donc le schéme
réactionnel formulé pour représenter de fagon générale les phénomeénes observés lors

de I’étude de ce systeme.

pos. —=— pos; 6.1.a
nhy —<_5 nhy 6.1b
s + noz + poy; + nhy; —= Sy 6.1c

Ce schéme réactionnel représente donc la consommation rapide des ions
phosphate et ammonium ainsi que leur mise en réserve, par les équations 6.1.a et 6.1.b.
La croissance de la biomasse par autocatalysation accompagnée de la consommation
d’hydrates de carbone (S), de nitrate (NO;3), de phosphate intracellulaire (POy;) et
d’ammonium intracellulaire (INH;) est décrite par I’équation 6.1.c. Les équations
différentielles constituant le modéle de croissance de la biomasse séche en découlent
directement comme le suggérent Bastin et Dochain (1990). L’algorithme de résolution

est le suivant :

1. le schéme réactionnel comprend N composés &; (i=1,...N} et M réactions

(=1,...,M), dont les taux de réaction sont identifiés par ¢; (j=1,...,M),

2. la dynamique de concentration de chaque composant est régie par I'équation

suivante:
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'dd_g‘ti‘ = Z(i)kij(pj - D&. —-q; + fi’ 6.2.a
j~

1. la notation j~i signifie qu’une sommation est réalisée sur les réactions ayant |’indexe

j comportant le composé i,

2. k;j est une constante (inverse du rendement apparent) strictement positive

généralement sans dimension (g g"). 1l est précédé d’un signe négatif si & est un
réactif (i.e. s’il se situe dans la partie gauche du schéme réactionnel) ou d’un signe
positif si & est un produit (i.e. s'il se situe dans la partie droite du schéme

réactionnel),

3. q; représente le débit du composé &; s’échappant du réacteur sous forme gazeuse, et

4. f; représente le débit d’alimentation du composé &; s’il s’agit d’un composé

extracellulaire.

Le modéle de la dynamique généraie du systéme est donc définie par :

j—f = Ko(€,t) - DE — q(&) + (&) 6.2.b
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ou

ET=[E, ... Ex] 6.3.a

©"=[o1 ... om] 6.3.b

q"=[a: ... ] 6.3.c

f=[f; ... fu] 6.3.d

K={Kj;] : matrice N x M avec K;=(2)k; si j~i, sinon K;=0 6.3.e

Donc selon cette notation, le schéme proposé précédemment pour le
systéme de culture de cellules d’ Eschscholtzia californica en suspension en bioréacteur

peut étre décrit par le systéme d’équations simplifié suivant :

% =Ko(&,t) - DE +f(¥) 6.4

ou
E™=[x s no; pos nhe pos nhyl 6.5.2
0" =[9rx dax px] 6.5.b

f1=[0 fs fuos fros faus O 0] 6.5.c
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0 0 k,
0 0 —k
0 0 —kyo,
K=| kg, 0 0 6.5d

0 lNH‘i —kin,{“
6.1.2 Constantes de rendement et taux de réaction

Afin d’obtenir un modéle complet, certains parameétres doivent Etre

déterminés. II s’agit des constantes de rendement (K) et des taux de réaction ().

Les constantes de rendements sont définies a partir des coefficients de

rendement apparent selon |’équation 6.6.

k.= 6.6

En ce qui a trait aux taux de réaction, les deux premiers concernant le
phosphate et I’ammoniaque extracellulaire ont été calculés au chapitre précédent. Le
tableau 6.1 rapporte les résultats obtenus pour les constantes de rendement et les taux

d’assimilation en phosphate et ammoniaque.
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Tableau 6.1 :  Valeurs des constantes de rendement pour les principaux nutriments et des taux

d’assimilation pour le phosphate et ’ammoniaque

S NO; | PO, | NHi | POs; | NH4
Unité i g mmol | mmol | mmol | mmol | mmol
ki (unité i g’ X) 321 | 242 0.25 | 0.96
¢; (unité i b g X) 0.003 | 0.016

6.1.3 Taux spécifique de croissance

Toutefois, le troisiéme taux de réaction décrivant la croissance de la
biomasse est plus compliqué a déterminer. Le dernier taux de réaction issu du schéme
réactionnel comprend un terme décrivant la croissance de la biomasse séche (u) et le
terme de concentration de biomasse (x). Le taux spécifique de croissance de la
biomasse séche (p) représente la clé de la capacité du modeéle a décrire I’évolution de
concentration des composantes d’un systéme de culture. La qualité de la détermination
de ce paramétre est primordiale quant a la réponse du modeéle. Un intérét particulier
doit lui étre apporté. La majeure partie du temps d’une phase de modélisation de

cultures est investie dans cette opération.

L’équation du taux spécifique de croissance doit répondre a certains

critéres particuliers. Entre autre, elle doit refléter une certaine simplicité, la capacité de
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décrire adéquatement I’évolution du profil de croissance de la biomasse, si possible de
décrire les réactions métaboliques, et principalement, permettre une pleine autonomie
du modéle. Permettre une pleine autonomie du modéle signifie que les variables dont
est fonction le taux spécifique de croissance doivent obligatoirement étre comprises et
estimées par le modéle lui-méme. Cette restriction est nécessaire a I’obtention d’un
modéle de croissance apte a prédire le déroulement d’une culture en fonction des

conditions initiales et des interventions effectuées tout au long de la croissance.

Lorsque le modéle est développé dans I’optique d’un suivi de culture pour
I’estimation de variables non-mesurées, la derniére condition n’est pas requise. Au
contraire, il est alors souhaitable de relier le taux spécifique de croissance de la
biomasse ou certaines variables estimées par le modéle a une variable mesurée en
continu dans le systéme de culture. De cette maniére, |’erreur d’estimation peut étre
amoindrie permettant un meilleur suivi. De plus, si la culture réagit a une intervention
externe ou différemment aux conditions de culture, I’association a une wvariable
mesurée en continu permet une correction continuelle du modéle. Ce n’est toutefois
pas I’objectif des présents travaux. En résumé, rendre le modéle pleinement autonome
permet de procéder a une phase d’optimisation mais, en contre partie, diminue la

fiabilité de la prédiction de I’évolution du profil de croissance de la biomasse.

Selon les résultats du chapitre précédent couvrant I’étude de la phase de

croissance, il apparait que le taux spécifique de croissance de la biomasse séche est
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principalement affecté par la présence d’hydrates de carbones (s), d’azote
extracellulaire total (n,), ainsi que par la concentration en nitrate (nos), en phosphate
extracellulaire (pos.) et possiblement en ammoniaque extracellulaire (nhs). Chaque

effet doit donc étre représenté dans I’équation du taux spécifique de croissance.
He = ¥ Ushy Mo, Heo, M, 6.7

ou p* représente le taux spécifique maximum de croissance de la biomasse alors que
les y; représentent I'impact du nutriment i sur le taux spécifique de croissance de la

biomasse séche.

Comme démontré a la section 5.6.1, 'omniprésence des hydrates de
carbone est nécessaire a la croissance de la biomasse seéche. Cette relation peut étre
représentée par la forme de Monod (1942), originalement développée pour la
description de la croissance de micro-organismes bactériens soumis a une limitation en
substrat :

s 2
Ks+s

Hs =

ou s représente la concentration en hydrates de carbones. Ks, la constante de Monod,
représente la demi-saturation en substrat et correspond & la concentration de substrat
pour laquelle le taux spécifique de croissance est réduit de moiti€. Dans le cas ou la

présence du nutriment est requise en tout temps, cette constante tend vers 0 (Ks — 0).
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De méme, ’influence de la concentration extracellulaire en azote total sur

la cinétique de croissance de la biomasse séche peut étre représentéz par I’équation de
Monod avec la méme condition pour la constante de saturation (Kx. — 0).
- nl
Hy, = Ky, +n, o8

En ce qui a trait aux trois autres nutriments majeurs, il a été démontré que
leur impact sur la croissance de la biomasse est négatif. Aucune modélisation d’un
effet semblable n’est recensé dans la littérature ce qui empéche donc I’ utilisation d’une
expression d’un tel impact sur le taux spécifique de croissance. Toutefois, il est
possible de faire une association avec l'impact qu’a généralement la présence d’un
produit inhibiteur sur ce taux de croissance. En effet, certains auteurs présentent des
équations décrivant ce genre d’impact provoqué par un produit de la cellule et non par
un nutriment. Les équation présentées dans la premiére partie de la revue de la
littérature et ayant trait a une inhibition du taux de croissance sont testées sans succes

sur les données cumulées lors de cette étude.

Etant donné I'insuccés des modeéles de taux de croissance publiés & décrire
I’évolution de la biomasse en fonction des principaux nutriments, il ne reste qu’a
développer une nouvelle équation le permettant.  Cette conception d’outil
mathématique est faite en considérant certains aspects d’ordre pratique. Tout d’abord,

la simplicité prévaut. Plus I'outils mathématique développé est simple, plus son
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ajustement le sera. De plus, dans le cadre de cet étude ou I’objectif principal est
’optimisation de la phase de croissance, la caractérisation du procédé a I'étude
représente un atout précieux sans qu’il soit nécessaire d’obtenir de I’information
scientifique sur le déroulement du métabolisme selon la forme de I’équation obtenue.
D'aprés ces constatations, un modéle empirique représente la meilleure voie &

envisager.

Plusieurs nouvelles formes de taux de croissance sont formulées et
expérimentées avec les données recueillies lors des cultures effectuées. Celles-ci sont
présentées a I’annexe C de I'appendice. Aprés plusieurs essais, une forme du taux
spécifique de croissance de la biomasse décrivant cet impact négatif est retenu. Son

développement est réalisé comme suit.

Jerusaliwski et Engambervediev (1969) présentent une forme de
stimufation {(semblable 2 Monod) et une forme d’inhibition par un produit métabolique
sur le taux de croissance. La forme d’inhibition proposée par ces auteurs est la
suivante :

Ke

=P 6.9
Kep+p

Hp

ou p représente la concentration du produit dans le milieu de culture et Kp est défini
comme la constante de saturation représentant la concentration du produit inhibant de

moitié le taux spécifique de croissance. Cette forme est intéressante mais ne représente
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pas I’impact relatif de chaque nutriment. En effet, selon I’étude des cultures effectuées,
il semble que I'impact du phosphate, par exemple, soit aussi important que celui du
nitrate sur le taux de croissance (figure 5.19) alors que sa concentration est 25 fois
inférieure dans le milieu de culture B5 standard. Cet aspect trés particulier doit étre

considéré par la forme développée.

Levenspiel (1980), introduit un concept intéressant dans la modélisation
d’effets inhibiteurs du taux de croissance spécifique de la biomasse séche; il y inclus un

terme qu’il nomme puissance de toxicité (n) :

u,,:[ --p—J 6.10
PL

ou p représente la concentration du produit et p. la concentration limite du produit.
Cette puissance de toxicité convient parfaitement pour décrire 'impact relatif de
chacun des nutriments sur le taux spécifique de croissance de la biomasse séche de

cultures de cellules végétales.

De ces modé¢les publiés et selon les résultats obtenus, une nouvelle forme
de taux spécifique de croissance est ici développée :

1
Ké

Rp=—""—7%
K, +&
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ot K représente la puissance de toxicité et oi Ke, la constante de saturation du
. . o o1 VKR ; .
nutriment &, est égale a (Kg) . Cette constante représente la concentration du

nutriment inhibant de moitié le taux de croissance maximum.

L’équation générale du taux spécifique de croissance de la biomasse séche

est donc la suivante :

x1 x! xl
J S n, Kyo, Kro,, Ky,
IJ'X = ux Kx Kx sz KXZ Kx'_'
+ 8 +n xlI NO xl PO xl NH
s Ne ' t/\ Kyg, #1037 po,, T P04 )\ Kyu, +0hy
6.12

Cette forme du taux de croissance spécifique est utilisée pour le lissage des

données dans cette phase de modélisation.
6.1.4 Evaluation des paramétres non-calculés

Etant donné les travaux expérimentaux réalisés, il n’est pas possible de
déterminer expérimentalement les deux constantes de la forme de taux spécifique
développée pour chacun des nutriments ainsi que le taux de croissance spécifique
maximum. Ce serait toutefois possible au cours d’une étude d’environ
2 ans réacteur’ de maniére a obtenir environ 8 points par nutriment. Dans ces

conditions, un algorithme mathématique d’ajustement des paramétres est développé.



168

6.1.5 Simulation du modéle de croissance

Le modéle de croissance est implanté avec deux logiciel permettant de
simuler un procédé et d’en optimiser les paramétres, Matlab 4.2c.1° de MathWorks
Inc. et Microsoft Excel 5.0°. De maniére générale, le logiciel Matlab® est préféré pour
ce type de manipulation mathématique. Il permet une trés grande fiabilit¢ et
représentativité de la réalité lors de !'utilisation d’équations différentielles. Cependant,
comme c’est le cas dans cette étude, la simulation de prés de 15 cultures a I'intérieur
d’un algorithme d’optimisation de la fiabilité devient rapidement fastidieuse. Quelques
sessions de travail sont réalisées mais toutefois interrompus aprés plus d’une semaine
de calcul sans qu’il y ait convergence de la fonction d’erreur vers un minimum. Une
simulation du procédé sur plusieurs cultures est toutefois réalisable avec ce logiciel et
plusieurs autres manipulations peuvent étre effectuées avec une grande lassitude. Pour

toutes ces raisons, une autre alternative est envisagée.

Le tabulateur Excel® de Microsoft permet de minimiser ou maximiser une
fonction par la manipulation de paramétres 4 I'aide de la macrocommande Solveur®.
Cet outil est utilisé pour minimiser la fonction erreur de I’algorithme d’optimisation de

la fiabilité du modéle.

Afin de pouvoir utiliser Excel® pour la phase d’optimisation du modéle,
quelques modifications doivent étre effectuées aux équations du modéle de croissance

de la biomasse séche. En effet, étant donné qu’il s’agit d’un tabulateur, les équation
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différentielles doivent étre discrétisées de maniére a pouvoir €tre implantées et

résolues.

La différentiation du modéle de croissance (éq. 6.4) s’effectue selon la

procédure suivante :



170

1. il y a multiplication de I’équation du modéle par le volume de culture de maniére &

exprimer une variation nette des variables,

xV ] 0 0 k, xV 0

sV 0 0 —ks sV £V
no,V 0 0 ~kyo, no,V fro,V
4 po, V|=|-kp, O 0 [[6xV ¢,xV p,xV]-D|po, V|+| £,V

dt

nh, V 0k, 0 nh, V| |fw,V

po, V! | kpo, 0 kg, po, V 0
nh, V| | 0 K, -—kim‘U nh, V] | 0 |
6.13

considérant le volume comme pseudo-constant,

(X[ o 0 k, X 0
S 0 0 ~ks S E,
NO, 0 0 —Kno, NO, Fo,
;id—t PO, |=|-ke, O 0 [6xV ¢.xV wxV]-D[ PO, |+|Fy,
NH,, 0 —ka,, 0 NH,, NH.
PO, Kro, 0 ~kzo, PO, 0
NH,| | © kK, K, |  NH, | | 0 |



2. en discrétisant selon Euler,

=

X
S
NO,
P04e
NH

de

N
S
NO,
PO,,
NH,,
PO,

| NH

41 -1
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6.15

6.16



3. en terme de concentration, I’équation devient

T—l

.~

| nh; V|

xV
sV
no,V
po,.V
nh, V
po,V

xV
sV
no,V
po;.V
nh, V

po,,V

4

_nh4iVJ

1]

0 0

0 0

0 0

POy, 0

0 —ku,
Kpo,, 0

0 K,

172

0 [6xV ¢.,xV pxV]

no,V
—Dj| po,.V
nh, V
poy;V
| nh,;V

Je~1

6.17
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d’ou,
Cx T [ x ] T o 0 k, ]
s s 0 0 -k
no, no, v 0 0 Kyo,
Pou | =[po| AT |k, O O o bx wa,
nh,_ nh,_ ‘ ' 0 kK, 0
Poy; POy; k;’ou 0 _klz’ou
\nhy, [ |nhy | il 0 k'NH‘i —kfmM
[ x ] 0 ] ]
s fs
NO,3 NO,
-DI| po,. +| fro, 6.18
nh,, NH
PO4; 0
_nh-ﬁ.n—l - 0 J;—l_i

L’équation 6.18 permet donc d’obtenir une valeur a jour des variables
calculées a partir des estimations prédites pour I'échantillonnage mathématique
précédent. Le résultat des manipulations effectués prouve I’hypothése posée selon
laquelle le volume peut étre considéré comme pseudo-constant. En effet, le quotient
de volumes associé aux termes de droite de I'équation 6.18 impose un effet de
concentration ce qui se passe réellement sachant que la diminution lente mais constante
du volume du systéme correspond a I’évaporation de I'eau. Le terme comprenant le

taux de dilution (D) est utilisé ici pour tenir compte de I’échantillonnage de la culture.
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Pour une simulation adéquate du modéle en cuvée alimentée, il doit étre remplacé par
le volume échantillonné (Ves). Pour y parvenir, la manipulation algébrique suivante est

réalisée.

[ V. .
Ve si Ech=1
t'V,_,
D=« 6.19
0 si Ech=0

ou t’ représente la durée de I'échantillonnage. De maniére pratique, ce temps
d’échantillonnage qui, en réalité, ne nécessite que quelques minutes, est ici défini
comme étant €quivalent a la période d’échantillonnage mathématique.  De cette
maniére, ’ensemble de ce terme correspond exactement au volume retiré du milieu de
maniére instantanée. De plus, comme indiqué dans cette équation, ce terme n’est
différent de 0 que lorsqu’il y a échantiflonnage du réacteur (Ech=1) et non en tout
temps. Il est a noter que ce terme de taux de dilution n’a aucun effet sur la
concentration des nutriments et de la biomasse. Cette constatation mathématique est
tout a fait logique puisque le fait de retirer une partie uniforme de culture du réacteur
n’affecte en rien la concentration des composés mais seulement la quantité totale ainsi

que le volume.

Ayant introduit la notation du volume, ce dernier doit aussi étre modélisé
afin de satisfaire la condition posée précédemment selon laquelle le modéle doit étre

pleinement autonome. Pour ce faire, un bilan de masse est effectué sur le systéme :
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d{pyV
—(%Nt'——) =-pgQg ~Dpy V+ 2 F 6.20

Considérant la masse volumique de la culture constante et approximativement €gale a

I’eau, I’équation du volume est directement obtenue :

d(V) F.
2 2=_Q —DV+§ -1 6.21
dt E n;

ou, apreés discrétisation,

884
3]

F;
Vi=Vi, —T[QE +DV,,; -Z_n_j' 6.

ou F; représente la quantité du nutriment i ajoutée et n; sa concentration dans la
solution d’ajout. Dans cette derniére équation, le taux de dilution est aussi remplacé
par I’expression développée a I’équation 6.19. Le modéle de croissance de la biomasse
séche, une fois discrétisé, est donc composé des équations 6.18 et 6.22. Avant de
pouvoir I'implanter, le taux d’évaporation (Qg) et le volume échantillonnage (Vi)
moyens doivent étre déterminés.  Considérant que ces paramétres varient
principalement en fonction du systéme utilisé, deux valeurs sont associ€es a chacun des
parametres; soit une pour le systéme de culture HRI 5L et une autre pour le
HRI 2L. Ces derniéres sont déterminées par lissage de {’équation 6.22 sur un ensemble
de données provenant de cultures réalisées dans chacun de ces systémes. La figure 6.1

présente les courbes obtenues alors que le tableau 6.2 en donne les valeurs.
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HRI 2 Litres HRI 5 Litres

22 7 6.4

20 460
18 456 9<_
o
£ 5
= @
S T

-
[+)]

./—f
A 1
[3)]
N

[
1.4 -1 48
: ~
1.2 " 1 M | S T N X " L " 1 L | PR R 4.4
(4] 100 200 300 g 100 200 400 500
temps (h) temps (?3"
Figure 6.1 : Maodélisation du volume pour les cultures effectuées en bioréacteur de type HRL

A. Systéme de culture de 2 L. B. Systéme de culture de 5 L. B volume réel de
culture

——modéle du volume pour les différentes cultures.

Tableau 6.2: Taux d’évaporation et volume échantillonnage moyens pour les systémes de

cultures HRI

Q:@Lh") | Van(L)

HRI 2L 0.0007 0.030

HRI 5L 0.0006 0.065
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Ayant déterminé tous les paramétres du modéle, a I’exception de ceux du
taux de croissance spécifique, il est possible de commencer I'implantation du modéle
dans le logiciel. L’équation 6.18 est tout d’abord scindée en 7 afin d’obtenir une
équation bien spécifique pour chaque variable et d’éliminer le concept de matrice pour
I'implantation dans Excel®. Par la suite, les 9 équations formant le modéle de
croissance de la biomasse séche sont implantées chacune dans une colonne différente,

comme le démontre la figure 6.2.

Microsaft Exeel - MUY3I_NILXLS
Edition Affichage [nsertion Format Qutils Données Fepétre

""’“—3 B %ﬁasm:@ WW%W&W &W miﬁ

Figure 6.2 : Représentation de la feuille de calcul Excel® dans laquelle le modéle de

croissance de la biomasse séche est implanté.
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6.1.6 Optimisation de la fiabilité du modéle

Dans I’optique d’augmenter la fiabilité du modéle en vue de prédire le
comportement des cultures, les paramétres du taux spécifique de croissance sont
ajustés mathématiquement par des algorithmes minimisant I’erreur moyenne
d’estimation du modéle. Ces techniques de calcul de I’erreur sont celles de I'erreur

relative moyenne d’estimation et du coefficient de détermination multiple empirique.

1l est 4 noter que le modéle développé dans le cadre de cette étude sert a
prédire le comportement des cultures de cellules végétales en suspension en bioréacteur
ainsi que I’arrét de croissance dii a une limitation dans le milieu de culture. De ce fait,
les échantillons suivant la fin de la période de croissance ne sont pas considérés pour

[’optimisation de la fiabilité du modéle.
6.1.6.1 Erreur relative moyenne d’estimation

L’erreur relative moyenne d’estimation est obtenue selon les relations
suivantes. Premiérement, I'erreur relative d’estimation est calculée pour chaque

culture selon

e, =4l 6.23
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ou u représente I’échantillon analysé, v le nombre d’échantillons pour la culture y,
x la concentration en biomasse séche mesurée et X, {’estimation par le modéle de la

concentration en biomasse séche.

L’erreur relative moyenne d’estimation pour I’ensemble des cultures est
obtenu a I’aide de la relation suivante
Zz
s
erm(%) =100— 6.24
z
ou z représente le nombre de cultures étudiées. L’algorithme utilisé pour

I’optimisation de la fiabilité du modéle selon cette méthode de calcul est présenté a la

figure 6.3.

Cet algorithme posséde plusieurs avantages. Tout d’abord, [I'erreur
relative d’estimation directement reliée a I’amplitude de la mesure permet d’apprécier
Pimportance de I’erreur par rapport a la mesure sans étre exageérée. De plus,
considérant que les cultures de cellules végétales de cette étude ne comportent que peu
de points expérimentaux pour le lissage du modeéle et que I’erreur sur cette mesure est
relativement élevée, cet algorithme n’amplifie pas I'importance d’une erreur résultant
d’un mauvais point échantillonnage. C’est pour ces raisons que cette méthode de

calcul de I’erreur est retenue.
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Paramétres
initiaux

Estimation de la
croissance de
chaque culture

Calcul de l'erreur
relative
d'estimation de
chaque culture

Calcul de l'erreur
relative moyenne
globale

N
S\
Nouveaux Non ~ Minimum ™
N — . >
parameétres -~ atteint ? P
NS s
N

Oui

Parameétres
optimum

Figure 6.3 ; Algorithme de la stratégie d’optimisation de la fiabilité du modéle de croissance

de la biomasse séche par P’erreur relative d’estimation.
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6.1.6.2 Coefficient de détermination multiple empirique

Le coefficient de détermination multiple empirique ressemble a la technique
développée précédemment. Toutefois, plutdt que de ramener I’erreur a I’amplitude de
la mesure, celle-ci est ramenée au biais de la mesure par rapport a la moyenne des
mesures. Premiérement, la somme des carrés des erreurs est calculée selon I’équation

suivante.
% 2
e, = (%, = %,) 6.25
u=l1

ou v représente le nombre total d’échantillons de I’ensemble des cultures.

Par la suite, la somme des carrés totale est calculée.

v 2
c, = (x, — %) 6.26
u=1

Finalement, le coefficient de détermination multiple empirique est obtenu

de ces deux valeurs selon I’équation suivante.

Ce coefficient analogue au coefficient de régression linéaire fourni de

I'information quant a la variation de I’erreur d’estimation. Toutefois, il amplifie une
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erreur due 4 un mauvais point échantillonnage, ce qui diminue sa capacité
d’optimisation. I est tout de méme utilisé dans cette étude pour minimiser I’erreur
d’estimation et augmenter la fiabilit¢ du modéle de croissance de la biomasse seche.
L’algorithme utilisé pour I’optimisation de la fiabilité du modele selon cette méthode de

calcul est le suivant :
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Figure 6.4 : Algorithme de la stratégie d’optimisation de la fiabilité du modéle de croissance

de la biomasse séche par le coefficient de détermination multiple empirique.
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6.1.6.3 Comparaison des deux techniques et analyse des

résultats

Ces deux techniques de calcul de I’erreur d’estimation sont utilisées tour a
tour pour minimiser I’erreur d’estimation du modéle de croissance de la biomasse séche
par I’ajustement des constantes de saturation et de toxicité ainsi que le taux spécifique
de croissance maximum dans I'équation du taux spécifique de croissance de la

biomasse séche (équation 6.12)
6.1.6.3.1 Minimisation par erreur relative moyenne

Pour débuter la phase de calcul de I'optimisation de la fiabilité du modele
de croissance de la biomasse séche, [’algorithme de minimisation de [erreur
d’estimation par le calcul de I’erreur relative moyenne présenté a la figure 6.3 est
implanté ou les paramétres déterminés mathématiquement sont les constantes du taux
spécifique de croissance de I’équation 6.12. L’erreur relative moyenne ainsi obtenue
est de 24.5 % alors que I’erreur minimum, 5.7 %, est associée a la culture SSHI3 et
erreur maximum, 49.8%, correspond a la culture 5SH9. Les profils résultants
associés a chaque ion sont présentés a la figure 6.5 alors que les paramétres obtenus
sont présentés au tableau 6.3. Les courbes de croissance correspondantes pour

diverses cultures avec cette série de paramétres sont présentées a la figure 6.6.
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Tableau 6.3: Paramétre de ’équation du taux spécifique de croissance de {a biomasse séche

obtenu par la technique de minimisation de I’erreur relative moyenne

s ne nos POac nhyc
Unité i gL' | mmolL" | mmol L' | mmol L' | mmol L™
u* (hh 0.064
K! (unités i) 1.000 0.035 0.837 1.002 0.964
K2 () 0.500 0.208 0.150

La valeur obtenue pour le taux spécifique maximum de croissance,
0.064 h'', semble trop élevée. Ceci peut toutefois s’expliquer par les profils de
croissance associ€s au phosphate et a I’'ammoniaque présentés a la figure 6.5. En effet,
les profils de taux spécifiques de croissance associ€s a ces parametres, Mpose € HNHic
présentent une forme s’approchant d’un échelon, signifiant que stmplement la présence
de ces ions dans le milieu de culture ralentie considérablement la croissance de la
biomasse séche, alors que le maximum lorsque la concentration est de O ne se situe pas
a 1. Ceci a pour effet d’amplifier le taux spécifique maximum de croissance pour

contre-balancer ce résultat.

Dans ce cas, ’erreur minimum et I’erreur maximum correspondent toutes
les deux a des cultures ot il y a eu un ajout d’ammoniaque et de phosphate 60 heures

suivant I’inoculation (figure 5.1). Il apparait donc une difficulté du modéle a décrire un
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méme phénomeéne répété sur quelques cultures avec des quantités d’ajouts différentes.
Combiné & une erreur relative moyenne d’estimation élevé (24.5 %), il apparait que le
modéle de croissance développé démontre des faiblesses a décrire les phénoménes de
croissance associés aux nutriments utilisés. Il en découle donc que les nutriments
utilisés n’ont pas nécessairement I’impact supposé. Une analyse plus détaillée de I’effet

des nutriments sur la croissance s’impose donc.

La premiére hypothése posée d’un impact nutritionnel négatif concerne le
nitrate. En observant les courbes obtenues pour les cultures SSH23 et SSH25 (figures
5.3 et 5.4) ou l’effet du nitrate est imposé prédominant par I’ajout périodique de ce
nutriment, il s’avére que I’estimation de la croissance de la biomasse séche est assez
bien réalisée. Il est donc possible de croire que I’effet du nitrate est bien représenté et

réellement néfaste pour la croissance de [a biomasse des cultures.

Le second nutriment auquel est associé un impact négatif est le phosphate
extracellulaire. En observant la culture 2SH22 (figure 5.2) ou I’ajout périodique de
phosphate est effectué, il apparait que [’estimation de la croissance suit bien les points
expérimentaux mesurés, a P’exception d’un prolongement de croissance estimé par
rapport aux données réelles. Ce prolongement de croissance n’est présent qu’une
dixaine d’heures mais considérant la phase exponentielle de croissance a I'intérieure de
la quelle il se présente, ceci a pour effet d’obtenir une concentration en biomasse séche

finale supérieure a la réalité. Toutefois, cet effet n’est pas considéré comme majeur
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puisque la fin de la période de croissance peut étre corrigée par une légére modification
de la constante de saturation en hydrates de carbone de I’équation du taux spécifique

de croissance de la biomasse séche (équation 6.12).

Finalement, le dernier nutriment présent dans [’expression du taux
spécifique de croissance est ’ammoniaque extracellulaire. Selon les observations faites
lors de la phase d’étude de la croissance, il apparait que I’ammoniaque a un effet
négatif sur la croissance de la biomasse séche. Toutefois cet effet ne semble pas direct
et immédiat ce qui se répercute sur le résultat obtenu. En effet, lors d’ajouts de ce
nutriment combiné au phosphate (5SH9 a 5SHI11), 'effet néfaste est amplifié, ce qui

résulte en une estimation faible de la croissance de la biomasse séche.

Afin de contrer ce probleme, deux hypothéses peuvent étre posées.
Premiérement, il est possible de poser que I’effet néfaste associé a I’ammoniaque soit
indirect plutét qu’un effet direct de concentration. Dans ce cas, "ammoniaque
intracellulaire estimé peut étre utilisé pour modéliser ce ralentissement de la croissance
de la biomasse séche. Seconde hypothése, I’ammoniaque extracellulaire est néfaste a la
croissance de la biomasse séche par un effet indirect dissocié de I’ammoniaque
intracellulaire. Par exemple, il est possible que cet effet néfaste soit le résuitat d’un
abaissement de pH par les cellules lors de I’absorption de I’ammoniaque provoqué par
un relargage de protons (H'). Dans les deux cas, la pseudo-concentration

d’ammoniaque intracellulaire peut étre utilisée lors de 1’élaboration du modéle pour



190

tenir compte de cet effet de toxicité pour la croissance de la biomasse séche.
L’équation 6.12 est donc reformulée en utilisant I'ammoniaque intracellulaire comme

agent toxique plutot que I’ammoniaque extracellulaire.

3 xl x1 x1
ho=p { S n, KNo, Kpo4= KNH_,,
x ~ Mx x x -x2 -x2 -x2
Ko +5s/l K +n x1 Kyo xt K2 x1 LS
S t 3 de N
Ne No, * NO; Kpo,, +POs. Kxu,, +nhy
6.28

L’implantation de cette nouvelle équation dans le modéle de croissance de
la biomasse séche conjugué a I'utilisation de I’algorithme de minimisation de I’erreur
d’estimation par le calcul de I’erreur relative moyenne présenté a la figure 6.3 permet
d’obtenir un lissage des valeurs expérimentales avec une erreur résiduelle de 15.2 %
comme erreur relative moyenne d’estimation. Le coefficient de détermination multiple
empirique correspondant est de 0.85. Les courbes d’estimation résultantes pour la
croissance de la biomasse séche et la consommation des nutriments sont présentées aux
figures 5.1 4 5.6 du précédent chapitre et a la figure 6.6. L’erreur minimale relative est
de 1.6 % associée a la culture SSH13 alors que celle maximale est de 27.1 % pour la

culture 2SH24.

Cette derniére est principalement produite par une difficulté du modéle a
décrire I’effet associé a I’ammoniaque sur la croissance de la biomasse séche. En effet,
une certaine erreur est introduite dans le modéle par I’utilisation de la pseudo-

concentration intracellulaire en ammoniaque définie précédemment qui n’est pas



191

nécessairement réelle. Ceci explique donc [’erreur maximum obtenue pour [’estimation
de la croissance de la culture 2SH24, culture ou de I’ammoniaque est y ajoutée

périodiquement amplifiant ainsi I’erreur correspondante.

Les paramétres obtenus par cette technique de minimisation de 'erreur
relative moyenne sont présentés au tableau 6.4.
Tableau 6.4 : Paramétre de I’équation du taux spécifique de croissance de la biomasse séche

fonction de D’ammoniaque intracellulaire obtenu par la technique de

minimisation de Perreur relative moyenne

s n, nos POac nhy;
Unité i gL' | mmolL" | mmolL" | mmol L' | mmol L
u* (b 0.029
k! (unité i) 0852 | 1x10" | 1.100 1.995 1.985
k: (--) 0.165 0.153 0.225

La valeur obtenue pour le taux spécifique maximum de croissance,
0.029 h™', semble encore légérement trop élevée. Ceci peut toutefois s’expliquer par
les profils de croissance associés au nitrate, au phosphate et & |’ammoniaque
intracellulaire présentés a la figure 6.7. En effet, les profils de taux spécifiques de
croissance associés a ces parameétres, Unos, Hpose €t Hnuai, présentent une forme

s’approchant d’un échelon signifiant que simplement la présence de ces ions dans le



192

milieu de culture (ou dans la cellule dans le cas de I’ammoniaque) ralentie

considérablement la croissance de la biomasse séche.
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Figure 6.7 : Profil des taux spécifiques de croissance associé aux ions contenus dans
I’équation du taux spécifique de croissance de la biomasse séche fonction de
I’ammoniaque intracellulaire - nitrate, -——- phosphate extracellulaire.

—— ammonium intracellulaire

L’obtention de tels profils pourrait étre expliqué par I’activation des

métabolismes d’absorption de ces nutriments lors de leur présence, provoquant ainsi



une limitation de I’énergie disponible a la croissance ou par I’effet pH associé a
I’échange protonique survenant lors de la consommation de ces nutriments. Ces
hypothéses semblent d’autant plus vraies que I'ion présentant I’effet négatif le plus
significatif est le nitrate, ion qui doit étre tout d’abord absorbé puts transformé en ion
ammonium (Payne et coll., 1991) requérant ainsi un surplus d’énergie. Dans le cas de
I’ammonium intracellulaire, il est posé que sa présence stimule des voies métaboliques
différentes que celles de production de biomasse. Cette hypothése est démontrée
ultérieurement. Ces échelons résultent donc en un taux maximum plus élevé afin de

compenser I’erreur qu’ils produisent par leur augmentation radicale.

6.1.6.3.2 Minimisation par le coefficient de

détermination multiple empirique

L’implantation de I’algorithme de maximalisation du coefficient de
détermination multiple empirique présenté a la figure 6.4 est ensuite réalisée. Les
résultats obtenus avec cette technique sont les mémes que ceux obtenus avec la
technique précédente. Les paramétres résultants sont identiques ainsi que les valeurs
du coefficient de détermination multiple empirique (0.85) et de I’erreur relative

moyenne (15.2 %).
6.1.6.3.3 Comparaison des deux techniques

Le fait de converger vers la méme série de paramétres en utilisant deux

techniques différentes de minimisation de Perreur résiduelle d’estimation, par
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minimisation directe ou par maximalisation d’un coefficient, indique que les valeurs
obtenues sont les meilleures possibles selon le modéle utilisé et dans les conditions

expérimentales de culture.

Afin d’augmenter la précision d’estimation, différentes sources d’erreur
doivent étre réduites. Tout d’abord, la forme du modéle proposé ne considere pas la
phase de latence de début de culture. De maniére a contrer ce probléme, les conditions
de culture a I’inoculation sont volontairement modifiées dans les premiéres heures de
culture de maniére a ramener [’estimation du modéle au point de départ de la phase de
croissance. Par la suite, le modéle est autonome et n’est nullement corrigé. Une telle
déviation des conditions initiales réelles et estimées est aussi appliqué par Bailey et
Nicholson (1989), Hooker et Lee (1992) ainsi que van Gulik et coll. (1993) pour
’estimation de la concentration de produits intracellulaires, extracellulaires et

I’accumulation des hydrates de carbone respectivement.

En outre, lutilisation d’une pseudo-concentration intracellulaire en
ammoniaque et en phosphate induit une erreur quant a |’estimation de la croissance de
la biomasse par le modéle. Dans le cas du phosphate, un protocole pour effectuer cette
mesure est en développement. En ce qui a trait a I’'ammoniaque, cette mesure apparait
plus difficile puisque cet ion n’est pas libre 4 I'intérieur de la cellule mais fixé a des

macromolécules.



195

Finalement, [’analyse de la concentration des nutriments dans le milieu de
culture est aussi une source d’erreur qui est d’autant plus grande que la concentration
ionique est faible. Cette erreur est inévitable dans les conditions actuelles d’analyse
compte tenu que les concentrations de nutriments sont importantes au début de culture
par rapport a la fin. Toutefots, cette erreur peut étre contourn€e par une analyse en
deux étapes. Suite a une analyse normale, les échantillons présentant de plus faibles
quantités d’ions (< 25 % du maximum) sont réanalysés avec une plus petite dilution,

soit une précision supérieure.
6.1.6.3.4 Analyse de sensibilité

Une analyse de sensibilité fourni généralement plusieurs informations
pertinentes sur les résultats d’un processus d’analyse. Dans ce cas ou certains
paramétres du modéle de croissance sont déterminés mathématiquement, cette analyse

s’avére un outil d’appréciation des valeurs obtenues fort utile.

La méthode utilisée consiste a faire varier chaque parameétre tour a tour aux
environs de sa valeur nominale, soit la valeur retenue lors du processus de
minimisation, tout les autres parameétres étant a leur valeur nominale. La figure 6.8
présente |’effet de variations des paramétres sur I’erreur relative moyenne d’estimation
de la biomasse séche alors que la figure 6.9 en présente I'effet sur le coefficient de

détermination multiple empirique.
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En observant ces deux figures, il apparait que le paramétre critique a une
bonne estimation de la croissance de la biomasse séche par le modéle est le taux
spécifique maximum de croissance p*. En effet une variation de moins de 10 % affecte

significativement [’erreur d’estimation.. Une attention particuliére doit donc y étre
gni P y
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apportée. Les trois autres paramétres présentant les plus grandes sensibilités sont les
constantes de saturation ajustées du nitrate, de I’ammoniaque intracellulaire et du
phosphate extracellulaire respectivement. Ceci s’explique par I’importance de la valeur
de ces paramétres sur la forme des courbes de croissance spécifique associées a chacun
(figure 6.5). L’influence de variations des autres variables n’est que peu significative

sur le taux de croissance spécifique modélisé de la biomasse séche.

6.2 Prolifération cellulaire

Afin d’étre en mesure de modéliser adéquatement la prolifération cellulaire,
quelques hypothéses de modélisation doivent étre ajoutées a celles €mises

précédemment.

1. Les cellules d’Eschscholtzia californica n’accumulent pas de sucres intracellulaires;
le taux spécifique de la prolifération cellulaire devient nul lorsque qu’il y a

épuisement des hydrates de carbone extracellulaires,

2. le taux spécifique de prolifération cellulaire est négativement affecté par une
augmentation des concentrations extracellulaires en nitrate, en phosphate ainsi

qu’en ammoniaque,

3. le taux spécifique de prolifération cellulaire est favorablement affecté par une

augmentation de la concentration en ammoniaque intracellulaire (NH ;).
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En se basant sur I’ensemble de ces hypothéses, le modéle de croissance de

la concentration cellulaire est développé.
6.2.1 Schéme réactionnel

Contrairement & [’étape précédente décrivant la modélisation de la
biomasse séche, aucun schéme réactionnel n’est posé pour la prolifération cellulaire.
Ce choix repose sur I’hypothése justifiée précédemment selon laquelle les nutriments
sont consommés proportionnellement a un accroissement de la biomasse. Dans le
cadre de cette étude, la division cellulaire est considérée comme une réorganisation de
I’arrangement cellulaire plutdt que d’un accroissement nécessitant la consommation

supplémentaire de certains nutriments.

Cependant, ce réarrangement de la biomasse par le processus de division
cellulaire est supposé influencé par la présence de certains nutriments ainsi que par leur
concentration. Cet effet peut se traduire principalement par la disponibilité de ces

nutriments ou par [’activation ou la répression de voies métaboliques associées a la

prolifération cellulaire.

Cette prolifération cellulaire est donc modélisée de maniére similaire a la
croissance de la biomasse séche selon I’algorithme de résolution proposé par Bastin et
Dochain (1990) présenté a la section 6.1.1 en se basant toutefois sur les principes
logique de réaction plutdt que sur le schéme réactionnel directement. L’équation

résultant de ce processus est donc :
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o = Kot 6~ D 6.29

De plus, la méme forme de taux spécifique de croissance représentant une
inhibition de la croissance associé aux ions (équation 6.12) est utilisée pour modéliser
I’effet du nitrate et du phosphate extracellulaire. Effectivement, Iutilisation conjointe
d’une constante de saturation et d’une puissance de toxicité confére a la forme du taux
de croissance spécifique développée une grande polyvalence quant a I'impact négatif
d’un ion sur un phénoméne de croissance. Quant a lI'impact négatif associé¢ a
I’ammoniaque extracellulaire, une fois de plus, il ne semble étre ni immédiat ni
extrémement prononcé. 1l est donc évident que sa concentration ne peut étre utilisée
directement pour représenter cet effet comme dans le cas de la biomasse séche. De

maniére similaire, son impact négatif est associé a I’ammoniaque intracellulaire.

De cette fagon, I'impact négatif de ’'ammoniaque extracellulaire ainsi que
I"impact positif de I’ammoniaque intracellulaire peuvent a la fois étre décrits par le
méme taux spécifique de croissance associé a un seul ion, 'ammoniaque intracellulaire.
De cette maniére, le nombre de paramétres a étre déterminés mathématiquement est
réduit facilitant ainsi I’optimisation de la fiabilité du modéle de croissance. De maniere
a obtenir un tel résuitat, aucune contrainte n’est appliquée a I’estimation des
paramétres du taux spécifique de croissance associé¢ a I'ammoniaque intracellulaire.
L’effet prédominnant , inhibiteur ou favorable, associé & ce terme ressortira par

I’expression positive ou négative du coefficient de toxicité. Un coefficient de toxicité
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négatif signifie donc un effet favorable comme démontré par le réarrangement de

I’équation d’inhibition.
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ou Kiy, = %{ a ) est la constante de saturation de I’ammoniaque.
4i

L’équation du taux spécifique de croissance obtenu représente une forme trés

semblable a celle développée par Monod (1942).
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L’équation générale du taux spécifique de prolifération cellulaire est
présentée sous la méme forme que I’équation de croissance de la biomasse séche

(équation 6.28) indiquant que ces taux de croissance sont affectés par les mémes

nutriments.
¢l ¢l el
S Kwo3 Kl’O,e NH,; 2
He = U 6.35
g “\KE+s K 4 K%, K& 4 K%, K4 hKf\szu )
No, T NO; PO, T PO4e NH, T 00

En utilisant la méme forme d’équation fonction des mémes nutriments pour
modéliser ces deux paramétres de croissance, il est possible de vérifier
mathématiquement si ces deux expressions de croissance de cultures de cellules

végétales sont associées aux mémes phénomenes.
6.2.2 Taux spécifique de prolifération

Tout comme pour le taux spécifique de croissance de la biomasse séche, les
paramétres contenus dans [’équation du taux spécifique de prolifération cellulaire sont

déterminés mathématiquement.
6.2.3 Evaluation des paramétres non-calculés

L’évaluation de ces paramétres est aussi réalisée a I’aide des algorithmes
développés précédemment (figures 6.3 et 6.4) par 'utilisation de la fonction Solveur®

du logiciel Excel 5.0° de Microsoft. Dans ce cas aussi, ’équation différentielle de
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I’évolution de la concentration cellulaire dans le temps doit étre manipulée et
discrétisée de maniére 4 étre implantée dans le logiciel utilisé pour la minimisation de
I’erreur résiduelle d’estimation. Une fois ces manipulations effectuées (voir étapes 1 a

3 de la section 6.1.5), I’équation 6.28 devient :
Vi, M- -
¢1 = ¢l-| \[,,l +T Vr(l [k¢u¢¢ - D¢]z—l 6.36

Puisque le taux spécifique de prolifération cellulaire dépend des
concentration en nutriments, ce modéle (équations 6.35 et 6.36) doit obligatoirement
étre associé au modéle de croissance de la biomasse séche de maniére & répondre a la

condition de pleine autonomie. Le modéle global utilisé est donc le suivant :
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ou les paramétres associés a la croissance de la biomasse séche, a la consommation des
nutriments et a4 I'évolution du volume de culture sont déterminés. Il ne reste qu’a
évaluer mathématiquement les paramétres du taux spécifique de prolifération cellulaire.
Dés lors, les 11 équations du modéle de croissance de cellules végétales en réacteurs

obtenues en scindant les équations précédentes pour chaque paramétre, sont implantées

dans le logiciel.
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Figure 6.10:  Représentation de la feuille de calcul Excel® du modéle de prolifération de

cellules végétales,

6.2.4 Optimisation de la fiabilité du modéle

L’optimisation du modéle d’estimation de la prolifération cellulaire est
réalisée par I’ajustement des paramétres du taux spécifique de croissance de maniére a
minimiser I’erreur résiduelle d’estimation a I’aide des algorithmes présentés aux figures

6.3 et 6.4, adaptés aux présentes conditions.
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Deux techniques sont donc utilisées, soit la minimisation de I'erreur relative
moyenne d’estimation et la maximalisation du coefficient de détermination multiple
empirique. Les mémes équation employées précédemment (6.23 a 6.27) sont utilisées

ici en remplagant la biomasse séche (x) par la concentration cellulaire (¢).
6.2.4.1 Minimisation de ’erreur relative moyenne

Une premiére séance d’optimisation des paramétres est réalisée en utilisant
I’erreur relative moyenne comme critére de minimisation. Suite a cette procédure,
Ierreur relative moyenne obtenue est de 18.3 % avec un coefficient de détermination
multiple empirique correspondant de 0.62. Les courbes de simulation de la
prolifération cellulaire réalisées avec les paramétres obtenues sont présentées aux
figure 5.1 4 5.6. L’erreur minimum d’estimation de 6.7 % est obtenue pour la culture

SSHO alors que [’erreur maximale, 24.7 %, correspond a la culture SSH23.

La culture SSH23 présentant I’erreur résiduelle maximum est alimentée en
NO; pendant la période de croissance. L’évolution de la concentration cellulaire
estimée suit bien celle mesurée expérimentalement pour les 200 premiéres heures,
moment ou la concentration cellulaire a soudainement doublé, quelques heures a peine
suivant la fin de la période de croissance prédite par le modéle. En fait, I'erreur
principale associée a cette culture vient du doublement soudain de la concentration
cellulaire non prédit par le modéle. Il semble qu'a ce moment, il y ait eu division

synchronisée des cellules en suspension (figure 5.3 B). Le signal ayant provoqué ce
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synchronisme divisionnaire n’est pas identifi€. Ce phénoméne s’est aussi produit a la
fin de la période de prolifération cellulaire lors de la culture SSH25 aussi alimentée en
NO; (figure 5.4 B). Il se peut que le signal provoquant la division synchronisée soit
associé au nitrate ou au potassium, ion conjugué du nitrate lors des ajouts, ce qui n’est

pas confirmé par les résultats de cette étude.

L’hypothése suivante peut expliquer ce doublement soudain de la
concentration cellulaire. Dans les conditions expérimentales de ces deux cultures ou le
nitrate est alimenté, la concentration en ammoniaque extracellulaire et la pseudo-
concentration en ammoniaque intracellulaire deviennent nulles rapidement (figures 5.3
et 5.4). La division cellulaire se poursuit donc basée sur un autre stimuli. Il est alors
possible qu’'une omniprésence en nitrate accroisse rapidement la concentration
intracellulaire de ce nutriment. Deés lors, en abscence d’ammoniaque, la synthése des
enzymes nitrite-réductase, inhibée ou supprimée par I’ammoniaque (Rose et Martin,
1975), est induite transformant le nitrate en sources ammoniaques. L’ammoniaque
ainsi formée induit I’action de la nitrate-réductase (Renner et Beck, 1988) provoquant
un accroissement de la vitesse de réduction du nitrate en ammoniaque. Il s’en suit une
augmentation de la vitesse de la prolifération cellulaire, observée en fin de culture,
jusqu’a un épuisement des réserves. Le délai observé entre la disparition du pseudo-
ammoniaque intracellulaire et le doublement en concentration cellulaire serait la somme
des délais d’expression génétique des enzymes et d’utilisation de lI’ammoniaque

nouvellement disponible.
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Les paramétres obtenus par cette technique de minimisation de I'erreur

relative moyenne sont présentés au tableau 6.5.

Tableau 6.5: Paramétre de "équation du taux spécifique de croissance de la concentration

cellulaire obtenu par 1a technique de minimisation de ’erreur relative moyenne

s no; POse nhy;
Unité i gL' | mmolL" | mmol L? | mmol L
p* (hh 0.013
k! (unité i) 1x 10" | 4835 73.43 1125
ki (-) 1.71 -0.636 | -0.204

Dans ce cas également, le taux spécifique de croissance, 0.013 h”, peut
étre légérement surestimé. Ceci est probablement dii aux profils de croissance associés

au phosphate et a I’ammoniaque intracellulaire présentés 4 la figure 6.11.
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Figure 6.11:  Profil des taux spécifiques de croissance associés aux ions lors de l'utilisation de
I'errcur relative moyenne comme critére de minimisation de ’errcur résiduelle
d’cstimation de la concentration cellulaire - nitrate,. —— ammonium
intracellulaire, -—- phosphate extracellulaire

Le profil obtenu pour le taux de croissance associé au nitrate est
traditionnel, représentant une inhibition graduelle avec une augmentation de la
concentration dans e milieu de culture. La concentration de ce nutriment a un effet
majeur sur le taux de prolifération cellulaire. En fait, ¢’est le seul nutriment affectant le
rythme de division cellulaire selon les paramétres obtenus lors de cette séance

d’optimisation. Comme le démontrent les droites associ€es 4 ’ammoniaque et au
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phosphate, le modéle néglige un quelconque impact de ces nutriments sur la

prolifération cellulaire.

En ce qui a trait a 'ammoniaque, cette relation est plausible.
Effectivement, il semble que la simple présence de ce nutriment intracellulaire suffit a
soutenir la division des cellules. Cependant, dans le cas du phosphate, ce résultat est
surprenant. Lors de la culture 2SH22, ou du phosphate est ajouté tout au long de la
culture, la division cellulaire semble ralentie de maniére significative. Afin de confirmer
ou d’infirmer ce résultat, une seconde séance d’optimisation par la minimisation de
’erreur relative moyenne est réalisée. Cette fois-ci, la pseudo-concentration
intracellulaire du phosphate est utilisée afin de représenter un possible effet étendu de

cet ion.

Suite a cette procédure, I’erreur relative moyenne obtenue est encore de
18.3 % mais avec un coefficient de détermination multiple empirique correspondant de

0.64. L’erreur minimum d’estimation de 6.0 % est obtenue pour la culture SSH9 alors

que I'erreur maximale, 24.1 %, correspond encore & la culture SSH23.

Ces résultats confirmes ceux obtenus précédemment, soit que les
concentrations en phosphate et en ammoniaque n’affectent pas significativement le taux
de prolifération cellulaire dans les conditions de culture étudiées. Les paramétres
obtenus lors de cette séance sont présentés au tableau 6.6 alors que la figure 6.12

présente les profils associés a chaque nutriment.
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Tableau 6.6 : Paramétre de [’équation du taux spécifique de croissance de la concentration
cellulaire obtenu par la technique de minimisation de ’erreur relative moyenne

avec le phosphate intracellulaire

s no; pO4i nhy;
Unité i gL' | mmolL" | mmotL" | mmol L
a* (h™) 0.014

K! (unité i) [x 10" | 5553 134.9 1192
k: (=) 1.788 -0.891 | -0.200
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Perreur relative moyenne comme critére de minimisation de Perreur résiduelle

d’estimation de la concentration cellulaire avec le phosphate intracellulaire

multiple empirique

nitrate, —— ammonium intracellulaire, ——- phosphate intracellulaire

6.2.4.2 Minimisation par le coefficient de détermination

La seconde technique employée est celle du coefficient de détermination

multiple empirique, utilisé comme critére de minimisation de I’erreur résiduelle par sa

maximalisation. Comme précédemment, deux séances d’optimisation du modéle par

ajustement des paramétres du taux spécifique de prolifération cellulaire sont réalisées.
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Premiérement, il est demandé a la fonction Solveur® de maximiser le
coefficient de détermination multiple empirique selon les variations en concentration du
nitrate et du phosphate extracellulaire ainsi que de I’ammoniaque intracellulaire. La
primauté de l'effet inhibiteur de I’ammoniaque extracellulaire ou favorisateur de
I’ammoniaque intracellulaire est mise en évidence mathématiquement. Contrairement
aux résultats précédent, cette technique d’optimisation de la fiabilité du modéle met en
relief les effets néfastes du phosphate et de I’ammmoniaque en plus du nitrate (figure

6.13).
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Figure 6.13 :  Profil des taux spécifiques de croissance associés aux ions lors de Putilisation du
coefficient de détermination multiple empirique comme critére de minimisation
de U’erreur résidueile d’estimation de la concentration ccllulaire - nitrate,

—— ammonijum intracellulaire, ——-- phosphate extracellulaire
Le coefficient de détermination multiple empirique obtenu suite a cette
analyse est de 0.69, avec une erreur relative moyenne de 20.2 %. Les parametres

obtenus sont présentés au tableau 6.7.
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Tableau 6.7 : Paramétre de I’équation du taux spécifique de croissance de la concentration

cellulaire obtenu par la technique de maximisation du coefficient de

détermination multiple empirique

s no; PO4e nhy;
Unité i gL' [ mmolL' | mmol L' | mmol L
p* (hh) 0.014
k! (unité i) 1x10" [ 4963 432.5 6.560
ki () 2.547 1.500 0.464

Ces profils peuvent s’expliquer par un ralentissement du métabolisme de
division cellulaire lors de la présence d’ammonium et de phosphate extracellulaires
provoqué par l'induction des mécanismes enzymatiques (ex.: glutamate déhydrogénase

et glutamate synthétase) et de transport intracellulaire.

Afin de déterminer 'amplitude de leffet néfaste de I’ammoniaque
extracellulaire (réduisant I’effet favorable de Pammoniaque intracellulaire) et du
phosphate extracellulaire, une seconde séance de minimisation de I’erreur résiduelle par
le coefficient de détermination multiple empirique est réalisée mais cette fois-ci en
utilisant la pseudo-concentration en phosphate intracellulaire dans I’équation du taux

spécifique de prolifération.
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Figure 6.14 :  Profil des taux spécifiques de croissance associés aux iouns lors de I'utilisation du
coefficient de détermination multiple empirique comme critére de minimisation
de Perreur résiduelle d’estimation de la concentration cellulaire avec le
phosphate intracelfulaire - nitrate, —— ammonium intraccllulaire,
——- phosphate intracellulaire

Le coefficient de détermination multiple empirique obtenu suite a cette
séance d’optimisation des paramétres est de 0.69 alors que I’erreur relative moyenne

est de 20.2 %. Les paramétres correspondants a ces résultats sont présentés au tableau

6.8.
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Tableau 6.8: Paramétre de 1’équation du taux spécifique de croissance de la concentration
cellulaire obtenu par la technique de maximisation du coefficient de

détermination multiple empirique avec le phosphate intracellulaire

s n no; PO nhye
Unité i gL' | mmolL" | mmolL" | mmol L | mmol L
u* (b 0.014
k! (unité i) 1x10° | 1x10" | 3488 | 4x10% | 6.456
K2 (=) 2.419 181.5 0.381

Les profils obtenus suite i cette séance d’optimisation des parametres
consiste en un effet d’inhibition de I’ammoniaque et du phosphate intracellulaires, le
nitrate présentant le méme profil que précédemment. Le taux spécifique de
prolifération cellulaire est complétement annulé par I’effet associ¢ au phosphate lorsque
ce dernier dépasse les 2 mmol L'  Cet effet d’inhibition plus marqué que
précédemment peut s’expliquer par [utilisation de la pseudo-concentration
intracellulaire plus faible que la concentration extracellulaire. Pour avoir sensiblement
le méme effet, ’'impact doit donc étre plus grand dans le deuxiéme cas, en présence de
phosphate intracellulaire. Dans le cas de ’ammoniaque, I'effet néfaste obtenu est

semblable a celui obtenu précédemment.
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6.2.4.3 Comparaison des deux techniques

Contrairement 4 la phase d’optimisation de la fiabilit¢ du modele de
croissance de la biomasse séche, I'implantation des algorithmes de minimisation de
I’erreur résiduelle donne des résultats différents pour les méthodes de minimisation de
Ierreur relative moyenne et celle du coefficient de détermination multiple empirique.
En effet, avec la technique de I’erreur relative moyenne, I’erreur résiduelle est obtenue
en considérant I’impact des concentrations en ammoniaque et en phosphate négligeable
par rapport au taux de prolifération cellulaire. Cependant, I’utilisation du coefficient
multiple empirique résulte en I’obtention d’un effet inhibiteur de croissance de la part
des trois nutriments; I’ammoniaque, le phosphate et le nitrate. Une comparaison des

courbes résultantes s’impose donc.

La figure 6.15 présente les courbes obtenues avec les quatres séries de
paramétres présentées pour 6 cultures représentatives des expérimentations effectuées.
De maniére générale, il est possible d’admettre que I’ensemble des courbes présentent
de bonnes estimations des croissances en bioréacteur. En ce qui a trait aux résultats
obtenus avec I’utilisation du phosphate intracellulaire, ceux-ci ne font que confirmer les
résultats obtenus avec le phosphate extracellulaire pour les deux techniques de
minimisation de Perreur résiduelle. IIs ne sont donc pas retenus pour la suite des

travaux.
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En comparant les deux autres courbes (issues de I’erreur relative moyenne
et du coefficient de détermination empirique), il est possible d’admettre que celle
obtenue par la minimisation de I’erreur relative moyenne fournie une estimation
légérement meilleure que Pautre. Une comparaison des valeurs obtenues avec ces
deux méthodes de minimisation de I’erreur résiduelle est faite au tableau 6.9.

Tableau 6.9 :  Erreurs résiduclles obtenus des deux séances d’optimisation de la fiabilité du

modéle de prolifération cellulaire

Valeurs des descripteurs obtenues

Technique de minimisation de | Erreur relative | Coefficient de détermination

Perreur utilisée moyenne (%) multiple empirique
Erreur relative moyenne 18.3 0.62
Coefficient de détermination 202 0.69

multiple empirique

Il demeure donc deux formes de croissance, ’'une limitant I’utilisation de
I’'ammoniaque et du phosphate extracellulaire alors que la premiére ne leur attribue
aucun impact. En comparant les courbes résultantes (figure 6.15), il est impossible de
rejeter une série par rapport a I'autre. Cette similarité des résultats se refléte aussi dans

les erreurs résiduelles obtenues présentées au tableau 6.9.

Certaines hypothéses peuvent étre émises quant aux résultats obtenus.

Premiérement, le fait qu’une technique associe un impact néfaste a I’ammoniaque et au
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phosphate extracellulaire alors que 1’autre non, peut étre expliqué mathématiquement.
En effet, de part leur constitution mathématique, les deux techniques priorisent certains
aspects du suivi des valeurs expérimentales. En effet, ces deux techniques sont
choisies et développées de maniére a faire ressortir ces différents éléments des cultures

favorisant ainsi I’obtention d’une plus grande quantité d’information.

Le coefficient de détermination multiple empirique, développé par analogie
au coefficient de régression linéaire, met I’emphase sur les erreurs d’estimation les plus
importantes par rapport & la moyenne des points expérimentaux, et ce de maniéere
exponentielle. Le modéle ainsi obtenu se rapproche plus de I’ensemble des points
expérimentaux. De cette maniére, une plus grande importance est octroyée aux
cultures présentant un plus grand nombre d’échantillons (dans ce cas-ci, les cuvées

alimentées).

En outre, la méthode de I’erreur relative moyenne, développée dans le
cadre de cette étude, accorde une importance équivalente & chaque erreur d’estimation
(proportionnellement & la mesure expérimentale) et a chaque culture. De cette
maniére, la présence de faux points issus d’erreurs expérimentales, d’analyses ou autres
n’influence pas outre mesure la réponse obtenue. Le modéle se rapproche plus des
points suivant un schéme de croissance régulier minimisant les erreurs s’étant glissées
dans les résultats d’expérimentation. En somme, les deux séries de paramétres

obtenues sont significatives et ne doivent pas étre négligées.
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Par ailleurs, ’ordre de I'erreur d’estimation est légérement supérieure a
celle obtenue pour la croissance de la biomasse séche. Ceci peut €tre expliqué par les
sources d’erreurs biaisant les résultats obtenus. Ainsi, une importante partie de I’erreur
provient du modéle de croissance de la biomasse séche lui-méme. Puisque que la
consommation des nutriments est exclusivement basée sur la croissance de la biomasse
séche, I'erreur d’estimation du profil des nutriments engendrée par une erreur
d’estimation de la biomasse séche est partiellement reflétée dans le modele de
prolifération cellulaire. Partiellement car la phase d’optimisation de la fiabilité du
modéle de prolifération cellulaire par [’ajustement des paramétre du taux spécifique de
croissance corrige indirectement une partie de cette erreur en s’ajustant. Toutefors,
lorsque le modéle de croissance de la biomasse séche prédit une disparition hdtive d’un
nutriment indispensable a la division cellulaire par exemple, il est évident que cette
erreur est directement reportée sur I’estimation de la concentration cellulaire qui cesse

de croitre prématurément.

En second lieu, certaines erreurs d’analyses expérimentales affectent le
calcul de paramétres du modéle ou la concentration cellulaire expérimentale utilisée
pour le développement du modéle de croissance. Ainsi, la mesure de la concentration
cellulaire effectuée selon le protocole de compte cellulaire présenté a ’annexe B,
contient une erreur non négligeable. Comme présentée sur les graphiques B des
figures 5.1 a 5.6, I'erreur associée au compte cellulaire peut atteindre 20 % dans

certains cas.
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6.2.4.4 Analyse de sensibilité

L’analyse de sensibilité ne mesure pas I'influence de la valeur de chaque
paramétre sur la réponse du systéme étudié mais plutdt I’influence du parameétre lui-
méme. Pour cette raison, I’analyse de sensibilité des paramétres du taux spécifique de

prolifération cellulaire n’est effectuée qu’en utilisant une seule série de paramétres.

La méme méthode présentée dans le cas de la croissance de la biomasse
séche (section 6.1.6.3.4) est utilisée ici sur la série de parameétres issue de la
minimisation de I'erreur relative moyenne. La figure 6.16 présente ['effet des
variations des paramétres effectuées sur ’erreur relative moyenne d’estimation de la
concentration cellulaire alors que la figure 6.17 en présente ['effet sur le coefficient de

détermination multiple empirique.
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En observant la figure 6.16, il apparait que le coefficient ayant I'effet le
plus marqué sur ’erreur relative moyenne résultant de I’optimisation des paramétres de
I’équation du taux spécifique de prolifération cellulaire est la puissance de toxicité du

nitrate. En effet, le taux spécifique de croissance maximum, habituellement celu:
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présentant 'effet majeur, est classé deuxiéme face a cet impact. Ce résultat représente
donc I'importance d’une bonne description de I’effet inhibiteur du nitrate lors de
I’élaboration du modéle. Ce résultat suggére donc une série d’expérimentation portant
sur I’influence de ce nutriment sur la croissance cellulaire. Dailleurs, le parameétre
présentant la troisiéme plus grande influence sur la précision de I’estimation du modéle
est la constante de saturation ajustée du nitrate. Ceci vient renforcer I'idée exprimée
précédemment sur la précision de la description de I’effet néfaste du nitrate sur la
croissance de la concentration cellulaire. Les autres paramétres présentent des

variations de I’erreur résiduelle moins significatives.
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Parallélement au résultat de erreur relative moyenne d’estimation, la

puissance de toxicité associée au nitrate a une influence encore plus importante sur le

résultat du coefficient de détermination multiple empirique. Un léger changement & sa

valeur et la réponse du modéle s’en trouve grandement affectée.

Cette fois-ci



cependant, I’effet de changement du taux spécifique de croissance maximum est quasi
ex aequo au premier rang. [En effet, un faible changement de cette valeur et
’estimation du modéle est aussi grandement faussée. Par la suite, le parameétre
d’influence majeure sur l'obtention d’un coefficient de détermination multiple

empirique élevé est la constante de saturation ajustée du nitrate.

L’erreur d’estimation de la croissance de la biomasse séche est induite dans
I’estimation de la croissance de la biomasse séche. Il est donc évident que I’erreur due
au changement d’un paramétre dans I’équation du taux spécifique de croissance de la
biomasse séche se répercute indirectement dans I’erreur d’estimation de la prolifération
cellulaire. Afin de quantifier cet impact, les variations de I’erreur relative moyenne
d’estimation de la concentration cellufaire et du coefficient de détermination multiple
empirique sont calculées a partir des variations des paramétres du taux spécifique de
croissance de la biomasse séche réalisées lors de I’étape d’analyse de sensibilité de ces

parameétres. Les graphiques 6.18 et 6.19 en présente les résultats.
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Il apparait clairement sur cette figure que les paramétres du taux spécifique
de croissance de la biomasse ont un impact sur la capacité du modéle a estimer la
prolifération cellulaire. Celui ayant le plus d’influence est le taux spécifique de

croissance maximum de la biomasse séche. En second lieu, la constante de saturation
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ajustée du nitrate présente un impact non-négligeable suivi de la constante de
saturation ajustée du phosphate et de la puissance de toxicité du nitrate. Encore une
fois, les paramétres du nitrate s’avérent étre d’'une importance majeure sur la capacité

d’estimation du modéle.
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En ce qui a trait au coefficient de détermination multiple empirique de la
concentration cellulaire, les courbes de changements des paramétres de |’équation du
taux spécifique de croissance de la biomasse séche présentent une allure sinusoidale
plut6t que parabolique comme ce fiit le cas jusqu’a maintenant. De plus, 'amplitude
de ces oscillations ne sont généralement pas élevées ce qui indique un impact plus ou
moins important de certains paramétres. Toutefois, le taux spécifique de croissance de
la biomasse séche a un effet drastique sur le coefficient de détermination. Si le
changement appliqué franchis les + 20 %, la valeur du coefficient chute
dramatiquement. Le second paramétre pouvant avoir des répercussions significatives
est la constante de saturation ajustée du nitrate. Toutefois, I'impact d’un tel
changement est moins important que pour le taux spécifique de croissance maximum

de la biomasse séche.

6.3 Modéle de croissance retenu

Suite aux manipulations mathématiques effectuées, un modéle de
croissance de la biomasse séche et de la prolifération cellulaire satisfaisant est retenu.
Ce modéle de croissance est composé des équations 6.37 et 6.38 pour I’estimation de
I’évolution des nutriments, de la biomasse, de la concentration cellulaire et du volume
ainsi que des équations 6.28 et 6.39 pour 'estimation des taux spécifiques de

croissance de la biomasse séche et de la prolifération cellulaire respectivement.
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Les paramétres de consommation de nutriments et de rendement a la
croissance sont ceux calculés au chapitre 5 alors que ceux compris dans ’équation du
taux spécifique de croissance de la biomasse séche sont présentés au tableau 6.4 et

résumés au tableau 6.10.

En ce qui a trait aux paramétres de I’équation du taux spécifique de
croissance de la concentration cellulaire, un choix doit étre effectué. En effet, deux
séries de paramétres reflétant deux effet de culture réels sont obtenus. Toutefois, selon
la forme d’équation développée, une seule série peut étre appliquée 4 la fois. La série
de paramétres présentée au tableau 6.5 (et résumée au tableau 6.10) est retenue alors
que la série présentée au tableau 6.7 est conservée pour analyse en paralléle de
I’évolution de la croissance prédite par le modéle. I est a noter que les taux
spécifiques de prolifération associés 4 I’ammoniaque et au phosphate ont été supprimés
dans I’équation 6.39 considérant le profil plat obtenu lors de la séance d’optimisation

de la fiabilité selon I'erreur relative moyenne.



Tableau 6.10 :

Paramétre du modéle de croissance de la biomasse séche et de la prolifération cellulaire pour les cellules d’Eschscholtzia

californica en suspension en bioréacteur
s n no; PO4c nhy;
Unité i gL' [ mmotL' | mmolL’ | mmolL" | mmolL"
o; (unité i (g X L' v 0.003 0.016
ki (unitéi (g X L)) 3.21 2.42 0.25 0.96
p* () 0.029
K3 (unité i) 0852 | 1x10™ | 1.100 1.995 1.985
K& (--) 0.165 0.153 0.225
u* () 0.013
k¢t (unité i) 1x10" | 1x10"™ | 4835
1.71

ke (+-)

14%4



7. MAXIMALISATION DE LA CONCENTRATION
CELLULAIRE

L’objectif principal de cette étude consiste en ’optimisation de la phase
de prolifération cellulaire par I’accroissement de la concentration finale et de son taux

spécifique de croissance moyen.

7.1 Simulations du procédé

De maniére 4 parvenir 2 une maximalisation de la concentration
cellulaire, le modéle développé au chapitre précédent est utilisé afin de simuler la
réaction du systéme de culture a différentes interventions. De cette maniére, une
stratégie d’alimentation des nutriments maximisant la division cellulaire peut étre

développee.

Le modéle utilisé pour la réalisation de cette étape est celui retenu a la
section 6.3 du précédent chapitre. Celui-ci est implanté dans une feuille de calcul
Excel® de maniére a pouvoir simuler le procédé de croissance. L’utilisation de ce
logiciel permet une action directe et rapide sur I’évolution des estimations dans le
temps et ce, pour n’importe quel temps d’estimation. Ceci permet d’apporter une
modification a I’estimation d’un paramétre, comme par exemple la modification
d’une formule ou I’imposition d’une valeur fixe a un temps donné directement et d’en

voir le résultat dans les secondes qui suivent. Cet aspect est primordial pour le
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développement d’une stratégie d’alimentation des nutriments maximisant [a

concentration ceflulaire.

7.2 Stratégie d’alimentation

Afin d’assurer le succés de cette étape, les effets de chaque nutriment sur
les croissances de biomasse et de concentration cellulaire doivent étre bien maitrisés.
Dans ce but, les principaux impacts associés a chaque nutriment sur ces deux types de

croissance sont résumeés au tableau 7.1
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Tableau 7.1: Impacts des nutriments sur les croissances de biomasse séche et de

concentration cellulaire

Impact sur les croissances

Nutriment Biomasse séche | Concentration cellulaire Source
S >0 si s>0 pe>0sis>0 Observations
Ne >0 si ;>0 par trés bien défini Observations
NO3 e < Py SiNO3>0 pe <p, si no3>0 Observations,

optimisation du

modéele

POy Pe <y SiPOse>0] pe< He Si POs >0 Observations, 2°

séance d’optimisation

du modele
POy non-significatif non-significatif Observations
NH,. P N si pe N si ajouts de NH, Observations, 2°
ajouts de NH, ¢e 7 si ajouts de NH, séance d’optimisation
du modele
NHy; indéterminé e #0sinhg = 0 Observations

Selon les résultats expérimentaux et de modélisation de [I'impact
nutritionnel rapportés ci-haut, I’alimentation de chacun de ces nutriments est définie
dans le but d’accroitre la concentration finale de cellules végétales ainsi que le taux

spécifique moyen de prolifération cellulaire. Considérant les courbes des profils de



taux spécifiques de croissance associés a chaque nutriment et la faible interaction
observée entre chaque nutriment, il n’est pas utile ici d’utiliser des techniques de
contrdle optimal pour le développement des stratégies d’alimentation comme I’a fait de

Tremblay (1993) par exemple pour la phase de production.

Premiérement, la présence d’hydrates de carbone s’avére essentielle a la
croissance de la biomasse séche et a la prolifération cellulaire. Ceci est tout a fait
logique considérant que les sucres sont la seule source de carbone utilisée pour la
synthése de matiére organique. Un manque en hydrates de carbone doit donc étre évité
a tout prix. Cependant, de trop fortes concentrations en hydrates de carbone favorisent
la production de mousse dans les premiéres heures de culture, entrainant ainsi des
cellules hors du milieu de culture, restreignant le transfert d’oxygene par la surface et
menagant la stérilité du systéme de culture par la propagation dans les filtres stériles
des gaz de sortie. De maniére a en arriver a un compromis, [’alimentation en sucrose
est effectuée toutes les 24 heures de maniére a maintenir 1a concentration des hydrates

de carbone prés de 10 g L™, sans toutefois descendre sous ce seuil de sécurité.

En ce qui a trait a l'azote total présent dans le milieu de culture
(n: = nos + nhy.), sa concentration ne doit jamais étre nulle de maniére & ne pas arréter
la croissance cellulaire. La prolifération cellulaire reliée de cette fagon a ce paramétre
peut toutefois perdurer dans certaines conditions en I’absence d’azote extracellulaire.

Il est probable alors que le processus de division soit basé sur les réserves



intracellulaires d’azote. De fagon a assurer une croissance cellulaire, |’azote
extracellulaire doit étre omniprésent dans le milieu de culture par |’alimentation de
nitrate. Quoique ’azote du nitrate soit requis pour la croissance, la présence de ce
dernier dans le milieu de culture inhibe & la fois la croissance de la biomasse et de la
concentration cellulaire. Dans un objectif de satisfaire toutes ces contraintes, le nitrate
est alimenté toutes les 24 heures de maniére a maintenir sa concentration le plus bas

possible dans le milieu, sans toutefois descendre sous les 2 mmol L' comme seuil de

sécurité.

L’impact du phosphate sur la croissance de la biomasse et de la
concentration cellulaire est néfaste. Toutefois, quoique non représentatif sur les
courbes de croissance, ce nutriment est essentiel a la formation adéquate de composés
cellulaires bien structurés. Dans cet ordre d’idées, le phosphate est alimenté toutes les
24 heures 4 un taux minimum permettant de maintenir la concentration intracellulaire

prédite supérieure a 0.05 mmol L™ en tout temps.

Cette pseudo-concentration qui semble minime a priori n’est pas
physiquement significative et n’est fixée que de mani€re 4 assurer une alimentation
suffisante en phosphate pour la synthése adéquate des composés cellulaires selon

I’ensemble des expérimentations effectuées précédemment.

Suite aux phases d’étude et de modélisation de la croissance, il s’avere que

le nutriment clé a la croissance cellulaire est ’ammoniaque. En effet, son réle est
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primordial tant au niveau du taux de prolifération cellulaire que de la pénode de
croissance. Selon les premiéres observations effectuées, I’ajout de ce nutriment ralentit
la croissance de la biomasse ainsi que la prolifération cellulaire alors qu’il permet une
augmentation de la concentration cellulaire finale grice a la poursuite de la période de

division cellulaire.

En ce qui a trait au taux de croissance de [a biomasse, la simple présence
d’ammoniaque intracellulaire diminue la croissance a 63 % de sa capacité maximale et
ce peu importe la quantité présente. La quantité désirée a I'intérieur des cellules ne

peut donc étre déterminée selon ce critére.

Suite a la phase d’optimisation de la fiabilité du modéle de croissance de la
concentration cellulaire, il apparait que la présence d’ammoniaque extracellulaire
ralentit le processus de division alors que la présence d’ammoniaque tntracellulaire
assure le déroulement de ce méme processus. Il est évidentA que pour accroitre la
concentration de ’ammoniaque intracellulaire, des ajouts d’ammoniaque extracellulaire
doivent étre effectués. Contrairement 4 la croissance de la biomasse, le modéle de
prolifération cellulaire utilisé avec les paramétres retenus pour simulation ne prédit
aucun effet di a la présence d’ammoniaque intracellulaire. Ce critére ne peut donc pas

étre uniquement utilisé pour fixer le seuil d’ammoniaque requis.

Pour les raisons énumeérées a la fin du chapitre précédent, ['impact de

I’ammoniaque prédit par le modéle avec la seconde série de paramétres, non-utilisée
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pour la simulation (tableau 6.7), doit étre considéré de maniére a satisfaire & tous les
phénoménes et contraintes physiques. La prédiction effectuée par le modéle de
croissance avec ces paramétres, représentée a la figure 6.12, est que la concentration
doit étre minimum. De maniére & permettre une croissance maximum sans trop
Iaffecter par la présence d’ammoniaque extracellulaire, 'ammoniaque est alimentée
toutes les 24 heures de maniére a4 maintenir la concentration en ammoniaque

intracellulaire différente de O.

La stratégie  d’alimentation maximisante étant  développée,

I’expérimentation peut étre effectuée en bioréacteur.

7.3 Conditions expérimentales

L’expérience de maximalisation de la concentration cellulaire est réalisée
dans un bioréacteur de 5 L tel que décrit au chapitre 3. Les conditions d’opérations

sont les mémes que celles utilisées lors de la phase d’étude de la croissance de cellules

végeétales,

L’alimentation des nutriments est réalisée manuellement a P'aide de
concentrés préparés et stérilisés individuellement. Ces derniers sont alors pompés
stérilement dans des réservoirs d’alimentation reliés & un cylindre gradué stérile, ce
dernier étant relié au bioréacteur. Il est donc possible d’ajouter avec précision les

quantités de nutriments requis par le modéle de croissance.
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7.4 Résultats

Les courbes de prédiction et expérimentales résultantes de [’application de

la stratégie d’alimentation développée sont présentées a la figure 7.1.
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11 apparait que I’application de la stratégie maximisante permet une période
de croissance normale de 0 a 300 heures de cultures, moment ou un événement néfaste
survient. Chaque variable est investiguée a tour de rdle afin de décrire les phénomeénes

en cause en plus d’identifier ’élément perturbateur.

La biomasse séche (figure 7.1 A) est passée de 1.65 g L™ a I’inoculation
jusqu’a 25 g L™ aprés 300 heures de culture, moment ou la croissance est interrompue,
ce qui représente une augmentation de 100 a 200 % des concentrations habituellement
obtenues (8.0 4 12.0 g L™). Ceci s’explique par une disponibilité constante des

nutriments nécessaires a la croissance de la biomasse séche.

La concentration cellulaire (figure 7.1.B) est passée de 1.0 a plus de
20.0 x 10° ¢ L, ce qui représente un accroissement de I'ordre de 500 4 1 000 %
comparativement aux résultats conventionnels (2.0 4 4.0 x 10° ¢ L"). Quoique
extrémement satisfaisant, ce résultat est analysé plus en détails ultérieurement, suite a

I’identification du facteur limitant la croissance.

Les concentrations en ammoniaque extracellulaire (figure 7.1 E) et
intracellulaire (figure 6.1 G) suivent le profil escompté sans présenter de limitations
pouvant restreindre soudainement la croissance vers 300 heures de culture. En effet, la
concentration en ammoniaque extracellulaire n’est pas supérieure a ceiles présentes
précédemment de méme que la pseudo-concentration intracellulaire estimée qui se situe

encore prés de 4 mmol L™, ce qui ne peut interrompre la croissance.
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Quant au phosphate, il est démontré que son impact n’est pas majeur, peu
importe sa concentration, et qu’aucun arrét de la croissance en biomasse séche ou en
concentration cellulaire ne peut étre associé a de faibles concentrations de ce

nutriment. Il n’est donc pas en cause dans le cas présent d’arrét de croissance.

La concentration en hydrates de carbone totaux présentée a la figure 7.1.C
est toujours supérieure a 0 g L™ lors de cette culture les rendant toujours disponibles a
la croissance. Il est a noter qu’une erreur s’est glissée lors de I’analyse des échantillons
compris entre 230 et 300 h présentant des concentrations inférieures a celles réellement
présentes. Pour les nitrates, leur concentration est supérieure & O en tout temps a
I’exception d’une période de quelques 48 heures a environ 250 heures de culture suite
a I’absence d’un ajout. Toutefois, ce nutriment n’est pas responsable de I’arrét total de

croissance puisque son alimentation est reprise apres cette lacune.

Suite & ces observations, il est fort probable que cet arrét drastique de
croissance soit le résultat d’une limitation nutritionnelle associée a un nutriment autre
que ceux étudiés dans le cadre de ce projet. Deés lors, tous les autres macro-nutriments
analysés sont investigués et il apparait qu’aucun d’entre eux n’est limitant par analogie
entre le comportement des autres cultures et de la présente par rapport a ceux-ci.
L’évolution de la concentration en oxygéne dissous est alors étudiée considérant que

ce nutriment est le plus difficile a rendre disponible aux cellules en suspension.
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7.4.1 Limites du systéme de culture

Le profil d’oxygéne dissous obtenu lors de cette culture est présenté a la

figure 7.2.

Oxygéne dissous (% saturation)

0 L ) . 1 . 1
0 100 200 300 400

Temps de culture (h)

Figure 7.2 : Profil d’oxygéne dissous résultant de I’application de la stratégie d’alimentation

maximisante

Il est évident qu’a environ 300 heures de culture la concentration
d’oxygéne dissous devient limitante, provoquant ainsi I’arrét de croissance en biomasse

séche ainsi qu’en concentration cellulaire. Cette limitation nutritionnelle en oxygene
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est occasionnée par |’atteinte de niveaux de respiration jamais obtenus jusqu’a présent
comme le démontre la figure 7.3. Ceci signifie donc que du point de vue transfert
d’oxygéne, la stratégie d’optimisation de la croissance cellulaire développée dans le
cadre de cette étude rencontre les limites physiques de transfert d’oxygeéne du systéme

de culture empéchant ainsi une progression plus marquée des résultats.

Sachant qu’en fin de culture I’alimentation en gaz est réalisée avec de
I’oxygéne pur (solubilité, C*, d’environ 1 mmol L™), que le taux de respiration (OUR)
maximum atteint est de 5.5 mmol L™ h™ et que la concentration en oxygéne dissous
demeure nulle (C ~ 0 mmol L™), il est possible d’estimer le coefficient de transfert
(kra) maximum du systéme de culture dans des conditions réelles d’opération (et non

avec de I’eau comme effectué jusqu’a maintenant) selon :

% =k.a(C*-C) - OUR

(93]
—

Selon cette équation et les conditions d’opération rapportées, le coefficient de transfert

maximum du systéme pour la culture de telles cellules est d’environ 6.5 h™'.
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Figure 7.3 : Profils de respiration obtenus par la méthode statique (Aubry, 1994) pour une
culture typique (@) et pour la culture i croissance optimum (B) ainsi que

mesuré en continu pour ces deux cultures (——)

7.4.2 Concentration cellulaire

L’objectif principal de cette étude comporte deux volets, soit la
maximalisation du taux spécifique de prolifération cellulaire et I’accroissement de la
concentration cellulaire finale atteinte. En ce qui a trait & ce dernier objectif, il est

évident qu’il est atteint. En effet, la concentration finale atteinte lors de la culture
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optimale est de 20 x 10° ¢ L™, soit une augmentation de 1000 % par rapport aux
p p p

concentrations normalement atteintes pour des cultures opérées en cuvée.

En outre, [a division cellulaire est arrétée lors de cetie croissance di a
I’atteinte des limites physiques de transfert d’oxygéne du systéme de culture. Il est
évident que cette concentration cellulaire est alors en pleine phase de croissance
exponentielle ce qui permet d’affirmer que cette derniére aurait atteint un seuil
beaucoup plus élevé sans cette perturbation externe. Il est méme raisonnable
d’affirmer qu’advenant la correction de cette limitation nutritionnelle en oxygéne, la
concentration cellulaire atteindra un seuil ol la croissance sera inhibée par un effet

logistique.
7.4.3 Taux spécifique moyen de croissance

Dans le cas de la maximalisation du taux de prolifération cellulaire,
I’objectif est aussi atteint. En effet, comme le démontre la figure 6.4, le taux spécifique
moyen de croissance de la culture est de 0.011 h™' maintenu sur une période de plus de
250 heures. La seule culture réalisée présentant un taux plus élevé est celle alimentée
en ammoniaque avec une valeur de 0.013 h™', mais dans ce cas la période présentant
cette caractéristique est de moins de 75 heures. Le taux de croissance global obtenu
lors de la culture optimale est donc supérieur a celui obtenu pour l'autre culture. Ce

genre de paramétre est d’ailleurs étudié dans la section qui suit.
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7.4.4 Productivité et autre paramétres descriptifs

Afin de comparer les résultats de prolifération cellulaire avec d’autres
cultures de maniére générale, plusieurs paramétres peuvent étre utilisés. La figure 7.5

présente quelques-uns de ceux-ci pour différentes cultures.
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Le ratio ¢aule £ male peut étre utilisé a des fins de comparaison. Dés lors,

il est possible de voir que le ratio le plus éleve (18.0) est celui de la culture optimale

SSH27 comparativement & un ratio de 6 pour la culture 2SH26 et de 3.5 pour la

culture 5SH9, la culture la plus performante et la moins performante respectivement,

outre la culture 5SH27. C’est donc la culture SSH27 qui présente la plus grande

augmentation cellulaire.
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Le taux de croissance moyen peut aussi étre calculé a I’aide de I’équation

7.1 pour des fins de comparaison.

o)

T (t‘m-x - to)

Le taux de croissance moyen le plus élevé (0.0090 h™') est obtenu pour la culture
optimale 5SH27 alors que cette valeur est de 0.0065 h™* pour la culture SSH25 et de
0.0030 k' pour la culture SSH9. C’est donc la culture 5SH27 qui posséde la

croissance la plus rapide.

Complément du taux de croissance moyen, le temps de division cellulaire

moyen peut aussi étre utilisé. Ce dernier est calculé a partir de ce taux de croissance &
[’aide de {’équation 7.2.
In{2
tS = In(2) 7.2
K,
Le temps de division correspondant a la culture optimale SSH27 est de 75 heures alors
qu’il est de 110 heures pour la culture 5SH25 et de 225 heures pour la culture SSH9.

La division cellulaire se produit donc plus rapidement lors de la culture optimale que

lors des autres cultures.
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Un autre paramétre représentant le potentiel de la stratégie développée par
rapport i celles utilisées précédemment est la productivité cellulaire (10° ¢ L' h"). Ce
paramétre refléte a la fois I’intérét économique et scientifique d’un bioprocédé de
culture par rapport a un autre en mettant ’accent sur la rapidité de production
moyenne, dans ce cas-ci, de cellules végétales. Toutefois, considérant que le procédé a
I’étude présente une production exponentielle (division cellulaire), ce paramétre ne doit
étre considéré que comme indicateur moyen comparatif des cultures entre elles sans
servir de base a de subséquents calculs. En comparant avec les autres cultures
présentées, la culture optimale (SSH27) est de loin la plus productive avec un taux
moyen de plus de 60 x 10° ¢ L™ h* comparé 4 30 x 10° ¢ L™ h! pour la culture 2SH26
s’en approchant le plus et 10 x 10° ¢ L™ h™ pour la culture la moins productive
(5SH9). Ceci représente une augmentation de productivité par la stratégie
d’alimentation développée de 100 % par rapport a celle utilisée lors de 2SH24 et de

plus de 600 % compare a celie de SSH9.



8. DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

Les résultats de cette étude soulévent certains points quant & la procédure
développée pour mener & une maximalisation de la croissance cellulaire ainsi qu’aux

implications et perspectives d’avenir d’un tel projet.

8.1 Etude de croissance

Les effets sur la croissance cellulaire de quelques variables de procédé dont
les nutriments sont étudiés. Il est clair qu’en contrélant les variables externes de

culture, la disponibilité des nutriments devient limitante a la croissance.

Le nutriment principal et le plus difficile a fournir aux suspensions
cellulaires, l'oxygéne, est aussi controlé considérant son role primordiale a la
croissance cellulaire (figures 7.1 et 7.2). Afin d’assurer de bonnes performances de
contréle, un nouveau contréleur est congu; le contréleur adaptatif basé sur le taux de
respiration mesuré. Cette amélioration au systéme de culture est significative et permet
de limiter les effets néfastes des variations de la concentration d’oxygéne dissous sur
la croissance cellulaire en diminuant le temps hors contréle de plus de

70 %.

Il serait intéressant, dans un avenir rapproché, de relier la consommation
d’oxygéne de la suspension cellulaire (figure 7.3) au modele de croissance. De cette

maniére, la condition d’estimation des parameétres spécifiant que le nombre d’équations
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théoriques doit étre égal au nombre de paramétres estimés serait remplie. Ceci
permettrait une estimation a la fois du taux de respiration cellulaire et du coefficient de
transtert d’oxygéne en continu sans perturbation physique. Comme mentionné au
chapitre 5, il est évident que ces perturbations entrainent une diminution de la

croissance cellulaire, ce qui pourrait étre évité.

En ce qui concemne les hydrates de carbone, il est démontré qu’ils n’ont
qu’a étre présent dans le milieu de culture a une concentration plus ou moins grande
pour assurer une croissance. Toutefois, considérant qu’un arrét de croissance se
produit dés leur absence du milieu, il est recommandé de maintenir leur concentration a
un peu plus de 10 g L™ tout au long de la culture. Cette concentration permet d’éviter
tout probléme de mousse se produisant en surface pour des concentrations trop élevées

en plus d’assurer une zone de sécurité afin d’éviter I’épuisement de ce nutriment.

L’effet réel du phosphate sur la croissance cellulaire n’est que néfaste & la
croissance. Cependant, ce nutriment doit étre fourni en quantité suffisante de maniére
a assurer une formation bien structurée de certains composants cellulaires. De maniere
a éviter I'addition de ce nutriment dans le milieu de culture, il est recommandé
d’ajouter un sel d’ammonium-phosphate ((NH.),HPO,) aux inocula utilisés pour les
cultures en bioréacteur 2 a 3 jours avant I’inoculation. De cette mani€re, ces composés
seront absorbés rapidement par les cellules de I'inoculum (sections 5.7 et 5.8). Ce

phosphate est alors transféré a la culture en bioréacteur & méme I’inoculum, sans étre
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présent dans le milieu de croissance. L’ajout aux inocula doit étre calculé en fonction
de la quantité de phosphate nécessaire a la période de croissance escompté en
bioréacteur (selon les prédictions du modéle) et de la proportion d’inoculum transféré
au bioréacteur. Le moment de [’ajout peut ainsi étre calculé considérant la quantité de
phosphate i ajouter de méme que la période nécessaire a I’absorption de ce nutriment

par les cellules de I’inoculum.

Le nitrate est nuisible & la croissance de la biomasse séche ainsi qu’a la
prolifération cellulaire selon les observations effectuées de méme que des résultats
obtenus par I'optimisation de la fiabilité du modéle de croissance. De plus, la
concentration de 1’azote extracellulaire doit étre supérieure a O de maniére a assurer la
croissance de la biomasse séche. En ce qui a trait 4 la prolifération cellulaire, ce lien
est plus ou moins observé. En effet, lorsque la concentration intracellulaire en
ammoniaque est supérieure a 0, la prolifération perdure méme en I’absence d’azote
extracellulaire. Ce phénoméne observé sur quelques heures laisse croire en la non-
nécessité du nitrate pour la prolifération cellulaire en présence d’ammoniaque
intracellulaire. Il est recommandé d’effectuer une série d’expérimentations portant sur
la nécessité du nitrate a la prolifération de cellules végétales dans le but d’en annuler

[’ajout aux cultures en bioréacteur.

L’expérimentation réalisée démontre clairement la nécessité de

I’ammoniaque & la prolifération cellulaire. De plus, I’ammoniaque doit étre présente a
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Pintérieur des cellules, donc disponible a la croissance, plutét qu’extracellulairement
d’ou il doit étre absorbé. Afin d’augmenter la disponibilité de ce nutriment
intracellulairement sans en augmenter la concentration et la présence extracellulaire,
I’ajout préconisé du sel d’ammonium-phosphate a I’'inoculum décrit précédemment est
une fois de plus recommandé. Considérant que la demande cellulaire en ammoniaque
est supérieure a celle en phosphate, un sel d’ammonium sulfate (NH:),SO; ou
d’ammonium citrate (NH;);HC<HsO7 peut aussi €tre ajouté en méme temps ou a un
autre moment tout dépendant de la période d’absorption calculée. L’effet du contrion
SO, n’est pas significatif 4 la croissance cellulaire pour les concentrations utilisées (ce
sel est utilisé pour les ajouts d’ammoniaque aux cultures 2SH24 et 2SH26) mais peut
probablement le devenir si utilisé en plus grande quantité. Par contre, Iutilisation de
I’ammonium citrate serait préférable considérant que dans ce cas-ci, que le contrion est

un sucre assimilable et utilisable par les cellules.

8.2 Modele de croissance

Dans I’ensemble, le modéle de croissance développé fournit une trés bonne
estimation de la croissance en biomasse séche et en prolifération cellulaire ainsi que de
la consommation des nutriments. II est donc possible d’en déduire que la forme de
I’équation du taux spécifique de croissance associ€ a un nutriment, développée dans le
cadre de cette étude et présentée a I’équation S5.12, représente bien la relation

s’établissant entre la croissance et la concentration des nutriments.
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L’erreur résiduelle d’estimation du modéle se situe autour de 15 % pour la
croissance de la biomasse séche alors qu’il est d’environ 20 % pour la concentration
cellulaire. Certaines sources d’erreurs sont a I’origine de ces écarts. Tout d’abord, le
modéle ne tient pas compte de la présence d’une phase de latence en début de culture.
I en résulte une augmentation de I’erreur d’estimation du modele. Toutefois, cette
situation n’est pas d’importance majeure puisqu’elle est corrigée manuellement

jusqu’au début de la période de croissance.

Afin de corriger cette erreur du profil d’estimation, la biomasse séche ainsi
que la concentration cellulaire devraient étre scindées mathématiquement chacune en
trois fractions : une fraction vivante mais inerte, une fraction dont le métabolisme de
croissance est actif et dans une perspective de production de phytochimiques, une
fraction dont le métabolisme de production prédomine. Cette fagon de voir le
biosystéme a I’étude est plus réaliste que de poser que toutes les cellules sont dans le
méme état physiologique comme le considére implicitement le modéle développé.
L’élaboration d’un modéle présentant une telle forme est fastidieuse a prime abord
mais plus facilement réalisable suite a ce projet dont les fondements ainsi que les
équations et paramétres associés aux nutriments dans le modéle développé sont

directement utilisables.

Afin de tenir compte du phénoméne d’absorption et de l'utilisation plus

lente de certains nutriments, un outil mathématique supplémentaire est développé de
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maniére a combler I’absence d’outils et de protocoles expérimentaux pour ces mesures.
Il s’agit de pseudo-concentrations intracellulaires en ammoniaque et en phosphate.
L’utilisation de ces pseudo-concentrations permet de représenter adéquatement I’effet
étendu dans le temps de I’ammoniaque sur la prolifération cellulaire. Ce nouvel outil
mathématique a donc permis de tenir compte d’un phénoméne physique observé en

’absence d’outils de mesure.

Toutefois, ces pseudo-concentrations sont calculées en valeurs rapportées
au volume de culture, soit en mmol L. L’utilisation de ces valeurs sous cette forme
induit probablement une erreur quant a leur seuil de disponibilité. En effet, une fois a
I’intérieur d’une cellule, ce nutriment n’est disponible que pour la croissance de cette
cellule peut importe s’il y a dilution ou concentration du milieu environnant. Il est
alors recommandé d'utiliser ces pseudo-concentrations sous forme de mmol (10° ¢)*
afin de contrer cette source d’erreur. Néanmoins, cette erreur est négligeable dans les
présentes conditions d’opération considérant qu’aucun ajout de cellules externe n’est
effectué en cours de la culture et que les nutriments absorbés sont répartis aux cellules

filles lors de la division cellulaire.

En ce qui a trait & la concentration cellulaire déterminée
expérimentalement, une I’erreur de mesure est présente. En effet, comme expliqué a la
section 6.2.4.3, la concentration cellulaire résultante de !’analyse selon le protocole

expérimental est inférieure a celle réellement présente dans le bioréacteur. La méthode
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de digestion enzymatique préconisée dans cette étude présente de meilleurs résultats
que par digestion 4 'oxyde de chrome (Pépin, 1996) mais peut certainement étre
améliorée par une modification des manipulations. Une autre avenue devrait aussi étre
étudiée parallélement 4 ces modifications. Il s’agit d’une analyse de la concentration
d’acide désoxyribonucléique (ADN) contenue dans la biomasse (Mirjalili et Linden,
1995). De cette maniére, la concentration cellulaire pourrait étre remplacée ou
combinée a ce nouveau paramétre représentant I’aspect métabolique qu’est la division
cellulaire. Cependant, ia capacité d’estimation du modéle de croissance n’est nullement
affectée par cette erreur de mesure qui se retrouve directement dans les données brutes

que doit estimer le modéle.

Finalement, il est a noter que la forme du modéle imposée lui confére une
versatilité quant a I’espéce de cellules végétales utilisée pour les cultures de cellules en
suspension. En effet, afin d’adapter ce modéle a une autre espéce végétale, il s’agit
tout d’abord d’identifier les nutriments majeurs. Cette premiére étape, qui peut
paraitre ardue a priori, ne devrait pas étre longue, considérant que la majeure partie des
cellules végétales ont une dépendance accrue envers les mémes nutriments (voir
références sur les nutriments). Par la suite, les taux de consommation ainsi que les
rendements peuvent étre calculés pour ces nutriments. Finalement, la méme forme de
taux de croissance spécifique associés aux nutriments peut étre utilisée de maniére a
identifier I'impact de chacun sur la croissance de la culture. Dés lors, une

maximalisation de la croissance de cette espéce peut étre réalisée.
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8.3 Maximalisation de la concentration cellulaire

Les résultats obtenus lors de la phase de maximalisation de la prolifération
cellulaire sont extrémement satisfaisants. D’autant plus que la concentration finale
obtenue est limitée par une incapacité du systéme physique a fournir ['oxygéne
nécessaire 4 un accroissement supplémentaire. Il est donc permis de croire que la
concentration cellulaire obtenue aurait pu étre bien au-dela du résultat obtenu. En fait,
selon le profil de croissance obtenu lors de cette expérimentation, la concentration
cellulaire pourrait encore étre augmentée jusqu’a ce qu’elle soit limitée par le facteur
logistique, c’est-a-dire que tout ’espace disponible soit occupé par les cellules (SCV =

100 %).

Selon I’expérience de culture, une fois le probléme de transfert d’oxygéne
outrepassé, la concentration cellulaire finale pourrait encore étre doublée et méme
triplée. Effectivement, une concentration de 60 x 10° ¢ L' suppose que la taille
maximale des cellules devrait étre d’au plus 0.032 mm de diamétre alors qu’elles sont
d’environ 0.02 4 0.04 mm de diamétre selon les observations faites au microscope
(résultats non-présentés). Il est donc fortement recommandé de concentrer les efforts
sur I’augmentation de la capacité du systéme 4 transférer de I’oxygéne a la suspension

cellulaire.



8.4 Systéme de culture

Afin d’augmenter la capacité de transfert d’oxygéne du bioréacteur,
certaines améliorations doivent étre apportées aux systémes actuels de culture. En
effet, en effectuant le méme calcul que présenté 4 la fin de la section 7.4.1 (équation
3.1) avec les mémes conditions et un taux de respiration 3 fois plus élevé
(proportionnel au nombre de cellules), il s’en suit que le coefficient de transfert
nécessaire pour supporter une concentration cellulaire de 60 x 10° ¢ L doit étre
augmenté 4 plus de 20 h™'. D’autre part, la conception d’un nouveau réacteur pourrait
s’avérer la meilleure solution, 4 moins que des modifications majeures soit apportées

aux systémes actuel de culture.

Une modification du réacteur de 5 L peut et devrait étre envisagée dans le
but d’accroitre le transfert de masse. A titre d’exemple, des sections supplémentaires
de verre devraient étre ajoutées et superposées I'une au dessus de I’autre de maniére a
augmenter le ratio hauteur-diamétre (H/D) entre 5 et 10 alors qu’il n’est présentement
que de 1. Cette modification augmenterait considérablement le transfert d’oxygéne.
En outre, cette amélioration est facilement réalisable par la modification de I’axe
d’agitation de maniére 4 pouvoir le fixer a des hauteurs différentes augmentant ainsi

I’espace entre la table et {’agitateur situé au-dessus du réacteur.

Quant a I"ajout de sections de verre, celle actuellement en place sur le

réacteur est déja retenue par des brides reliées par des tiges de rétention. Il s’agit de
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superposer les sections de verre i’'une par-dessus I’autre en les séparant par un joint
d’étanchéité ou a remplacer celle présente par une seule section plus longue. II s’agit
alors de changer les tiges de rétention par des tiges plus longues permettant de relier la
bride supérieure a celle inférieure avec toutes les sections les unes sur les autres ou

celle plus longue.

Finalement, le méme type d’hélice peut étre utilisé. Il suffit simplement de
I’allonger ou, comme pour les sections de verre, la modifier de maniére a pouvoir y
ajouter de nouvelles sections bout a bout. Par ces modifications reéalisables sans trop
de main-d’oeuvre et nécessitant relativement peu de temps, le systéme de culture
devient trés versatile pour des cultures a taux de transfert vaniable, de 5 a2 50 L. Un
changement majeur s'impose toutefois par la méme occasion; considérant
"augmentation de volume du réacteur, il ne sera plus possible de le sténliser dans un
autoclave comme c’est le cas présentement. Une alimentation en vapeur vive doit donc
étre prévue pres de I"emplacement du réacteur de méme que la programmation d’une

boucle de sténlisation.

8.5 Production de métabolites secondaires

La présente étude s’inscrit dans le cheminement d’optimisation d’un
bioprocédé de production de métabolites secondaires. L’ hypothése principale sur
laquelle réside le présent ouvrage consiste en une relation entre la concentration

cellulaire et la capacité de production de métabolites secondaires par [es cultures de
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cellules végétales basé sur les relation entre la concentration cellulaire maximale et le
taux de respiration maximum ainsi qu’entre la production de métabolites secondaires et

ce méme taux de respiration.

En admettant ceci, il est évident que le taux de production maximum atteint
jusqu’a ce jour par Aubry (1994) avec cette méme espéce et dans le méme systéme de
culture peut étre grandement augmenté; probablement de I’ordre de I’augmentation de
la concentration cellulaire. Cet aspect est scientifiquement et économiquement
intéressant. Toutefois, il est clair que de tels taux de production ne pourront étre

atteints avec la configuration de réacteur actuel.

Quant & la poursuite des travaux, deux avenues se présentent. Tout
d’abord, il pourrait étre avantageux de modifier le systéme de culture de maniére a
augmenter le taux de transfert d’oxygéne. Cependant, il serait probablement préférable
de passer a 'étude, la modélisation et ’optimisation de la phase de production de
métabolites  secondaires & une concentration cellulaire moindre
(10 x 10° ¢ L™ par exemple) de maniére a poursuivre I’avancement des travaux avec les

taux de transfert d’oxygeéne actuels.



9 CONCLUSION

Le principal objectif des présents travaux était I’optimisation de la
croissance de cellules d’Eschscholtzia californica en bioréacteur. Implicitement, les
sous-objectifs en découlant consistaient a [’obtention d’une bonne compréhension des
métabolismes de croissance, de la modélisation de ces phénoménes ainsi que de la

maximalisation de la prolifération cellulaire.

Selon les résultats rapportés, soit

e [’identification de I’ammoniaque comme nutriment-clé a la division cellulaire,

o une erreur d’estimation de la croissance par le modele de 15 a 20 %

principalement due a la phase de latence

e ainsi qu’un accroissement de la concentration cellulaire d’un ordre de 1 000 %,

il est permis d’affirmer que tous les objectifs d’optimisation de la croissance sont

atteints avec d’excellents résultats.

Afin d’assurer la poursuite de tels travaux de recherche soit I’optimisation
de la production de métabolites secondaires, une modification du systéme de culture
s’impose. Le transfert d’oxygéne doit absolument étre augmenté de manicre a suffire
non seulement a la demande en phase de croissance mais aussi a celle

considérablement plus élevée en phase de production.
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Annexe A

Composition du milieu de culture BS standard



Tableau A.1: Compoasition du milieu BS
Quantité
Macronutriments mg L™ mmol L™
KNO; 2 500 25
CaCl,-2H,0 150 1.0
MgSOyTH,0 250 1.0
(NEL),SO, 134 1.0
NaH,PO4+H,0O 150 1.1
Micronutriments mg L™ mmol L™
KI 0.75 4.5
H;BO; 3.0 50
MnSO,;-H>O 10 60
ZnS047TH0 2.0 7.0
Na,Mo04-2H,0 0.25 1.0
CuS0,5H,0 0.025 0.1
CoCly:6H0 0.025 0.1
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Annexe B

Mesure de la concentration cellulaire
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Mesure de la concentration cellulaire

Solution tampon

® 2.1 g acide citrique ¢ 2 g EDTA ferrique

¢ 200 ml eau distillée e 342 g NaCl

@ citrate de sodium

Dissoudre I’acide citrique a I’eau distillée tout en agitant. Ajuster le pH a
4.5 avec le citrate de sodium. Ajouter 'EDTA ferrique ainsi que le NaCl a la solution

tampon et agiter jusqu’a dissolution compléte. Mettre de coté au réfrigérateur.

Solution enzymatique

¢ 50 ml tampon citrate e 800 ul pectinase

® 250 mg cellulase

Prélever la partie requise du tampon citrate. Y dissoudre complétement la

cellulase et la pectinase en agitant. Mettre de coté au réfrigérateur.
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Séparation cellulaire

e 2 ml de suspension ceflulaire e <4 ml de solution

enzymatique
¢ 8 ml de tampon citrate

Prélever la suspension cellulaire. Laisser sédimenter 30 minutes. Retirer
délicatement le surnageant et ajouter vigoureusement 4 ml de tampon citrate de
maniére a soulever I’ensemble des ceilules. Répéter I’étape précédente. Ces deux
derniéres étapes permettent de rincer la suspension cellulaire afin de la préparer pour la
réaction enzymatique.  Retirer le surnageant du second ringage.  Ajouter
vigoureusement la solution enzymatique aux cellules sédimentées jusqu’a un volume

total de 4 ml. Verser dans un bécher de 50 ml. Agiter a 120 rpm pendant 6 heures.

Compte cellulaire

e 100 pl de solution cellulaire e 100 ul de fuschine liquéfice

enzymatique (Kao, 1982)

Prélever une partie de la solution cellulaire enzymatique. Y ajouter la
fuschine liquéfiée. Cette derniére sert a colorer les cellules facilitant ainsi leur compte
et ’évaluation de la viabilité. Meélanger par aspiration. Laisser reposer pendant 2
minutes. Mélanger par aspiration. Prélever une goutte de cette suspension et placer

sur un émacytométre. Recouvrir d’une lamelle a2 microscopie. Compter les cellulles
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pour 9 séries (n=9) de carreaux ayant un volume unitaire de 0.1 mm’ a un

grossissement de 100.

La concentration cellulaire moyenne correspondant a I’échantillon (¢) est
calculée selon I’équation B.!1 en considérant le compte cellulaire (cc), le volume
correspondant & chaque compte (Vc) ainsi que [a dilution (D) qui est de 4 selon le
présent protocole.

1 mm’ 4 3¢
= — x1000——[=]—[=]10°— B.1
¢ cchxVCx — []ml[] 3
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Annexe C

Nouvelles formes du taux spécifique de croissance

de la biomasse séche décrivant ’inhibition de la concentration de nutriments
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Hinshelwood (1946)
H(H)=p" - K, (PO,, — K;)

Sevely et al. (1981)

J{ S K PO,,
wor (sl ra (7o)
s +S)\Kp+ PO, )\ PO,

Sevely et al. (1981) modifiée 2 termes

* S K
H(S)= u ( ]( £ )
Ks +S/\Kp + PO;,,
Formulations personnelles
du(1) ,( PO, )( s ) _[Poss
dt KP1+PO4,' KS KP3

PO43)
+
xp ) Hs

H#(2)= (#* - /—ls) e"113(4(19

o S N
3)= fot 1-K , PO, ,NO
HO)=H [KS +S)(KN ‘*‘Nra:]( pPO1NO3)
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o S N ot Kp POy NOs
pO=1 | ¢ -
< +S)\Ky + No, )\ Kp, + PO, NO,
«f S N o KP1PO4eNO§P3
H(5)=p 1- X
KS +S K;V +Ntot KP2+PO4eNO3P3

u(6)= #*( S )( N ot )[1_ KPI(I"'PO&le)KN NO;}’” ]
Ks+SI\Ky + N\ Kpy +(14P0,,) 7 NOP

Jf S N PO,, + NO; — NH,,
FMD=1 % 1=
s +S\Ky + Ny, K,
* PO. NO; NH.
ﬂ(8)=/.l ( S )( Ntot )(1_( O4e + P 3 _ 4e]]
Ks+S/\Ky + Ny Kp n Kr3
Kg + SN\ Ky, + N \14POSE N\ 14+NOSY

O (e o v e
# Ks + S\ Ky + N \1+P0OE \ 1+ NOK¥ )1+ NE Evm




u(l)= u‘( 3 ) Moy
KS+S KNM + Ny

( KPI = J[ KNI KNH[
Kpp + PO J\ Ky, + NOF™ \ Ky + NHO™
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Annexe D

Représentation fonctionnelle de la croissance des cellules

d’Eschscholtzia californica en fonction des principaux nutriments
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