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Résumé

Durant les cultures cellulaires en bioréacteur, la physiologie des micro-organismes et les parameétres
physico-chimiques (alimentations en gaz et en substrat, agitation, température, pH, pression)
interagissent trés fortement. La spécificité des bioréactions microbiennes, en relation avec les
couplages irréductibles entre les transferts de chaleur, de matiére et de quantité de mouvement,
réside dans la complexité (milieu triphasique) et la dynamique (bioréaction autocatalysé) de ces
systemes. L'objectif de ce travail est de progresser dans la compréhension et le contrle dynamique
des intéractions entre les aspects biologiques et les aspects physiques a différentes échelles (macro,
micro et moléculaire) pour conduire la réaction biologique vers l'objectif défini (production de
biomasse, de métabolites intra ou extra cellulaires, ...) et I'optimiser. Les cellules (concentration,
forme, dimension, physiologie, ...) affectent fortement les propriétés physico-chimiques des modts et
par conséquent, les performances des bioprocédés (vitesses spécifiques, rendements, productivité).
Le comportement rhéologique particulier du moQt est souvent utilisé pour comprendre I'impact de la
biomasse microbienne sur le rendement et les performances du bioprocédé.

Dans ce travail, des cultures axéniques, définies comme des cultures pures de microorganismes
unicellulaires procaryote et eucaryote, sont considérées. Notre approche s’appuie sur des mesures
physiques et physico-chimiques en ligne et hors ligne réalisées sur un bioréacteur instrumenté,
mesures qui sont mises en place de facon a respecter les conditions imposées par les contraintes
biologiques propres aux microorganismes et a la stratégie de culture choisie. Des cultures
d’Escherichia coli et d’Yarrowia. lipolytica, a taux de croissance controlé par I'apport de substrat, ont
été réalisées dans une gamme de concentration allant de 0.1 & 100 g I"". Le bilan qui peut étre dressé
pour ce travail, tant sur les aspects scientifiques que technologiques, est le suivant :

» conception et réalisation d'un outil d'investigation original construit sur la base d'un
bioréacteur (20 I) et pourvu d’'une boucle de recirculation instrumentée pour la mesure,

» identification hydrodynamique (courbes de frottement) de conduites calibrées permettant la
viscosimétrie en ligne durant une culture cellulaire,

» conception, développement et validation d’'un code, LOCoPREL, permettant simultanément le
contréle de la culture cellulaire suivant une stratégie définie, la gestion de séquences de débit
dans la boucle de dérivation et l'acquisition des données issues de linstrumentation
spécifique employée,

» comparaison des mesures réalisées en ligne a débit constant ou selon des séquences de
débit,

» mise en évidence du comportement non newtonien des modts et d’écarts entre les mesures
en ligne et hors ligne,

» analyse des mesures physiques réalisées en ligne et hors ligne, en lien avec les
performances de la culture.

Mots-clés : mo(t, culture de microorganisme, fed-batch, Escherichia coli, Yarrowia lipolytica, viscosité

en ligne, mesures physiques, caractérisation physico-chimique, fermentation, bioréacteur, rhéométrie.
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Abstract

During cell cultures in bioreactors, micro-organism physiology closely interacts with physico-chemical
parameters such as gas and feed flowrates, mixing, temperature, pH, pressure. The specificity of
microbial bioreactions in relation with irreductible couplings between heat and mass transfers and fluid
mechanics, led into complex (three-phase medium) and dynamic (auto-biocatalytics reaction) systems.
Our scientific approach aims to investigate, understand and control dynamic interactions between
physical and biological systems at different scales (macro, micro and molecular) for molecules, strains
and/or bioprocess innovation. Cells (concentration, shape, dimension, physiology...) strongly affect
physico-chemical properties of broth. Then the modification of these characteristics interacts with
bioprocess performances (specific rates, yields...) with an improvement or, more frequently, a
decrease of yields. Among these properties, rheological behaviour is a strategy widely used to
understand the impact of cells and the derivation of bioprocess performances.

In this manuscript, axenic cultures, defined as cultures of a pure and unicellular Prokaryote and
Eukaryote microorganisms in bioreactors, are considered. Our approach is based on physical and
physico-chemical on-line and off-line measurements in respect with accurate and stringent conditions
imposed by cell culture strategy. Escherichia coli and Yarrowia lipolytica cultures were investigated
with a control of growth rate by carbon feed in the range from 0.1 up to 100 g I*. Our scientific and
technical actions and results led:

» to design and realize an original pilot based on a bioreactor (20 1) with a derivation loop
including a specific on-line rheometric device as well as additional physical and biological
measurements,

» to identify, from a hydrodynamic standpoint, the generalized friction curves of calibrated ducts
enabling on-line viscosimetry during cell cultures,

» to conceive and validate a homemade software, named LoCoPREL, enabling simultaneously
to control cell cultures under defined strategy and to manage flow sequences within the
derivation loop,

» to discuss and compare on-line physical measurements under constant flow rate and various
sequence strategy related to investigated shear-rates,

» to highlight about the non-newtonian rheological behaviour of broths and the gap between on-
line and off-line measurements,

» to analyse on-line and off-line physical measurements in the light of biological performances
during fed-batch cultures (mass balance, specific rate, yield).

Key-words : broth, cell culture, fed-batch, Escherichia coli, Yarrowia lipolytica, on-line and off-line

measurements, physical and physicochemical properties, rheometry.
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Introduction générale

Parmi les grands enjeux sociétaux mondiaux, une large place est maintenant accordée aux aspects
énergétiques et environnementaux. Cette prise de conscience se traduit en particulier par des
politiques gouvernementales imposant ou favorisant une meilleure gestion et utilisation des
ressources énergétiques et une amélioration du bilan environnemental. Ainsi, des objectifs tels que la
diminution des gaz a effet de serre (dioxyde de carbone), la valorisation des déchets et I'obtention de
nouvelles ressources s'affranchissant des réserves fossiles sont au premier rang des préoccupations
mondiales. Pour chacun des enjeux cités, les stratégies actuelles de développement s’orientent de
plus en plus vers des procédés biotechnologiques faisant appel a des microorganismes. Ces
bioprocédés peuvent proposer une alternative écologique aux procédés actuels en utilisant des
sources de carbone renouvelables plutdt que fossiles. Les biotechnologies blanches (dites
industrielles) se caractérisent par I'utilisation de biocatalyseurs microbiens ou enzymatiques pour la
production de molécules, ou synthons, a finalit¢ chimique ou énergétique. Elles reposent sur
l'utilisation de biocatalyseur a des concentrations élevées, et sur l'intensification des productions.
L'obtention d’'un bilan environnemental positif permettra de travailler dans une démarche de
développement durable, combinant une productivité élevée et une minimisation de la pollution
engendrée. Ainsi, les industriels conservent leur pouvoir concurrentiel, tout en intégrant dans leur

capacité économique une démarche de développement durable pour les générations futures.

Les biocatalyseurs microbiens sont déja mis en ceuvre dans divers secteurs industriels. Dans
'ensemble des cas, ils sont employés lorsque leur productivité dépasse celle des procédés de
synthése chimique classiques. L’augmentation des connaissances sur les microorganismes ainsi que
sur leurs mises en ceuvres dans des procédés a grande échelle a permis I'amélioration des
performances des procédés microbiens et I'ouverture de nouvelles voies alternatives. La performance
d’'un bioprocédé peut étre améliorée en utilisant les stratégies suivantes :

» Augmentation des connaissances : la compréhension approfondie du fonctionnement d’'un
microorganisme et de ses caractéristiques permet d’évaluer le potentiel de cette souche pour
l'utiliser a son optimum. De plus, ceci permet l'utilisation du microorganisme le plus adapté a
la problématique abordée, de maniere a se rapprocher au plus prés des caractéristiques
recherchées.

» Amélioration du patrimoine génétique : la recherche de mutants permet a la souche sauvage
d’acquérir de nouveaux outils enzymatiques, ou de déverrouiller certaines voies métaboliques
limitant les performances telles que le potentiel de stockage d’'un métabolite intracellulaire.

» Optimisation du bioprocédé : la mise en place des conditions optimales d'une échelle
laboratoire a une échelle industrielle nécessite une adaptation des outils de gestion de
I'activité cellulaire afin de conserver les performances sur une échelle plus importante.

» Limitations a grande échelle : les modifications des installations et/ou des normes de qualité

et de sécurité imposent aux industriels d’adapter les bioprocédés déja en place afin de



répondre aux nouvelles contraintes gouvernementales pour maintenir leur production. Pour
cela, l'adaptation des procédés de grande échelle a un niveau laboratoire permet une
meilleure compréhension des problémes, nécessaire pour mieux appréhender les solutions a

trouver.

Quelle que soit la stratégie utilisée, les cellules et leur environnement (chimique ou physique) sont en
interaction permanente. Elles modifient leur environnement, engendrant ainsi des perturbations de
leurs comportements physiologiques qui peuvent provoquer une réaction néfaste sur les
performances du bioprocédé. Ces modifications environnementales s’effectuent sur différentes
échelles de temps et doivent étre prises en compte lors de la mise en place d'un nouveau bioprocédé
de maniére a conserver les caractéristiques recherchées pour la culture. La difficulté majeure
rencontrée lors des changements d’échelle est la conservation des transferts de matiere, de chaleur et
de quantité de mouvement entre un bioréacteur de laboratoire et une cuve de plusieurs métres cube.
Le maintien de ces paramétres assure la constance des performances. Or, lors d'un changement
d’échelle, ces paramétres sont difficilement maintenus. Par exemple, en culture aérobie, 'une des
limitations couramment rencontrées est le transfert d’oxygéne. En bioréacteur, le pourcentage en
dioxygene dissous est continuellement vérifié et est homogéne dans I'ensemble du moQt. Sur une
cuve de plusieurs metres cube, la concentration en dioxygene dissous est hétérogene, imposant a
une certaine proportion de cellules une limitation modifiant leur comportement, et pouvant les conduire
a ne pas atteindre I'objectif initial (production de biomasse, de métabolites intra ou extra cellulaire,
dégradation d'un substrat). Ces limitations sont d'autant plus visibles que l'on atteint des
concentrations importantes en biomasse, au moment ou la productivité est la plus élevée. De plus, a
ces concentrations, les changements physiques et physico-chimiques s’effectuent avec une forte
amplitude, ce qui permet de mieux les appréhender. On observe alors un couplage fort entre les
processus biologiques (liés a la physiologie et au métabolisme cellulaire) et les phénoménes
physiques (en rapport avec les transferts de matiére et les temps de mélange) liés par les propriétés
physico-chimiques du milieu. Cependant, I'analyse de ce couplage reste délicate et contrainte par
'accés a des métrologies ex situ et in situ pertinentes.

En effet, dans un bioréacteur, le mo(t a une structure homogéene éphémere constituée d’'une phase
solide (la biomasse), d’'une phase liquide (milieu minéral, sources carbonées, vitamines...) et d'une
phase gazeuse (due a l'aération et générée par les cellules elles-mémes). Ces différentes phases
peuvent interagir entre elles par différents aspects. Soit la phase liquide fait le lien entre la phase
solide et la phase gaz. C'est le cas des différents transferts gazeux allant du gaz vers la biomasse
(dioxygene en culture aérobie) et de la biomasse vers la phase gaz (dioxyde de carbone en culture
aérobie). De plus, au sein de bioréacteurs de grand volume, des problemes d’hétérogénéité
apparaissent en fonction de la localisation spatiale de I'apport en substrat effectué. Enfin, la biomasse
entre également en jeu en ce qui concerne les propriétés électriques et rhéologiques du modt. La
dépendance de la taille, de la forme et des propriétés de surface de la membrane des cellules
permettent une premiére approche de la part de [lactivité biologique sur les propriétés

macroscopiques du modt. La pertinence de la caractérisation est alors limitée lorsque des analyses



hors ligne sont effectués sur des prélévements, et ce, malgré le choix réfléchi des outils spécifiques
utilisés. En effet, la disparition rapide de la phase gazeuse, les perturbations de la biomasse sur la
phase liquide et la modification de I'activité cellulaire sont autant de facteurs pouvant fausser I'analyse
des résultats expérimentaux hors ligne suite aux changements difficlement quantifiables des

propriétés du mo(t.

La mise en ceuvre de mesures physiques (viscosimétrie, masse volumique, conductivité électrique,
consommation de puissance) adaptées a lanalyse de la réponse physique (microscopie,
granulométrie, morphologie), physico-chimique (force ionique, pression osmotique) ou biologique
(activité biologique, taux de croissance, viabilitt¢) du comportement bactérien ou levurien en
bioréacteur n’existe ni a I'échelle industrielle, ni en laboratoire de recherche. Or, ces mesures
s’averent fondamentales pour comprendre I'évolution des milieux de culture ou pour piloter des

bioprocédés de facon optimale.

Pour répondre a ces contraintes, I'objectif de ce travail a été de développer un outil permettant de
caractériser in situ le milieu de culture, de maniére a s’affranchir des problémes issus des
prélevements. L'approche choisie a consisté a travailler a partir d'un bioréacteur mécaniquement agité
ou deux aspects ont été développés. Le premier a pour but d’intégrer, sur ce bioréacteur, des moyens
de mesure physiques et physico-chimiques, par I'intermédiaire d’'une boucle de dérivation. Ce circuit
supplémentaire permet ainsi I'obtention d’informations sur différentes variables pertinentes, dont la
masse volumique, les pertes de charges ou la conductivité électrique. La boucle de dérivation et les
instruments ajoutés doivent prendre en compte les contraintes liées aux cultures biologiques, telles
que la mise en place de la stérilité de I'outil expérimental et I'absence de limitation au sein de cette
boucle (dioxygene). Le second aspect, apporté par nos travaux, est la mise en place d'un outil de
gestion de l'information et des actions pouvant étre effectuées en cours d’expérimentation. Cet outil
doit étre cohérent avec le bon déroulement du bioprocédé (conduite de culture), et compatible avec
linstrumentation mise en place. Il doit, entre autres, permettre la gestion de variables telles que le pH,
la concentration en dioxygéene dissous, I'agitation, la pression, la température, la gestion des apports
en substrats et de la viscosimétrie en ligne. Pour cela, un logiciel spécifique a été développé, afin de
répondre aux contraintes liées aux conduites de culture en mode discontinu (batch) et discontinu
alimenté (fed-batch), et aux objectifs de I'étude concernant la caractérisation rhéometrique et physico-
chimique en ligne du modQt. Ce logiciel doit utiliser le matériel déja en place, de maniére a valoriser le
potentiel de chaque instrument. De plus, il doit pouvoir intégrer de nouvelles possibilités

d’investigation grace aux options mises en place depuis l'interface.

L'une des difficultés de I'étude des milieux de culture de microorganismes réside dans I'évolution
importante des propriétés physiques. Le caractére multiphasique et dynamique de ces milieux
complexifie la détermination des parameétres physiques et physico-chimiques de maniére fiable, ce qui
augmente les difficultés de caractérisation viscosimétrique, et plus généralement, la détermination de
leur comportement rhéologique. L'outil expérimental permettra de caractériser au mieux les cultures

mises en ceuvre de maniére a donner des éléments de réponses sur les caractéristiques rhéologiques



des milieux de culture en condition réelle. Cette approche permettra une meilleure compréhension de
l'implication de la rhéologie sur la limitation des transferts, ainsi que I'obtention de données permettant
d’expliquer, de quantifier et de modéliser le comportement de ces milieux biologiques tri-phasiques.
Globalement, I'intérét est double. Le premier est de pouvoir identifier les phénoménes se déroulant au
cours de I'évolution de ces milieux de culture complexes et évolutifs, permettant une amélioration des
connaissances. Le second intérét est de permettre de progresser vers l'intensification des cultures lors

de hautes concentrations cellulaires a partir de I'analyse fine des résultats obtenus.

Par conséquent, le champ d'investigation retenu est la production de biomasse sur une large gamme
de concentration, permettant I'obtention d’informations allant des faibles aux fortes concentrations en
biomasse. Dans le cadre de ce travail, notre étude s’est bornée a des cultures axéniques, en mode
oxydatif, sur milieu minéral, dans un objectif de production de biomasse. Pour cela, la culture s’est
effectuée en mode fed-batch, afin de pouvoir atteindre de hautes concentrations en biomasse, tout en
contrélant la vitesse de croissance. Deux microorganismes ont été principalement mis en ceuvre.
Escherichia coli a été choisi comme microorganisme procaryote modele. Et, afin d'effectuer des
comparaisons, Yarrowia lipolytica a été employé comme microorganisme eucaryote modeéle. Les
premiers objectifs techniques visent a réaliser des mesures physiques en ligne (masse volumique,
perte de charge, température, conductivité) et hors ligne (rhéologie, microscopie, granulométrie, etc.)
sur le modt, tout en s’assurant que la bioréaction se déroule correctement, avant de procéder a des
expérimentations plus approfondies.

Notre démarche se singularise par la réalisation d’observations et de mesures in situ. De plus, les
mesures sur les variables biologiques et physiques sont effectuées conjointement. L'analyse en ligne
de la viscosimétrie permet une caractérisation des milieux de culture en condition réelle, tout en
prenant en compte la composante diphasique liquide-gaz, issu de I'aération et de I'agitation du milieu,
devant satisfaire la demande en dioxygéne de la biomasse.

Le premier chapitre présente une revue bibliographique des études faisant intervenir des
microorganismes dans le cadre d’'une modification des caractéristiques physiques de leurs milieux.

Une description des méthodes d'investigations physiques est également effectuée dans cette partie.

Le développement de l'outil expérimental, les méthodologies employées et I'établissement des
courbes de frottement sont décrits dans le second chapitre. Celui-ci contient également la description
des analyses physiques et chimiques effectuées hors ligne. Enfin, le détail des calculs en ligne est

développé a propos de la viscosimétrie et des variables liées a la bioréaction.

Le troisieme chapitre présente le logiciel spécifique qui a été développé pour I'étude et le pilotage de
I'outil expérimental. 1l décrit le choix du langage de programmation, les étapes de préparation de I'outil
expérimental et les possibilités d'utilisation de l'interface au cours d’'une expérimentation.



Les chapitres quatre et cing présentent les résultats obtenus avec I'outil expérimental. Le quatrieme
chapitre s'attarde sur les dynamiques observées en ligne avec Escherichia coli et Yarrowia lipolytica
comme modéle d’étude. Le chapitre cinq présentera une confrontation des résultats avec les analyses

hors ligne effectués.

Enfin, les conclusions et les perspectives identifiées sont présentées sur la base des observations

originales réalisées au cours de ce travalil.
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INTRODUCTION

Les enjeux sociétaux mondiaux abordent actuellement de plus en plus la minimisation de I'impact de
’humain sur son environnement. L'une des stratégies utilisées pour limiter les conséquences de
l'activité humaine sur I'environnement est le développement de procédés biotechnologiques
permettant de proposer une alternative écologique aux procédés actuels, en utilisant des sources de
carbone renouvelables plutdét que fossiles. Ainsi, le bilan environnemental est amélioré, combinant
une productivité élevée et une minimisation de la pollution engendrée. L’augmentation des
connaissances sur les microorganismes, ainsi que sur leur mise en ceuvre dans des procédés, permet

I'obtention de nouvelles voies alternatives aux procédés utilisant des ressources fossiles.

Il n'existe pas d'étude mettant en ceuvre directement des mesures physiques pour aboutir a une
analyse approfondie du couplage avec I'activité microbiologique, autant au niveau des laboratoires de
recherche qu'a I'échelle industrielle. Or, ces mesures s’averent fondamentales pour comprendre
I'évolution des modts afin que les bioprocédés soient pilotés de fagon optimale et compléte. Les
objectifs généraux de ces travaux sont alors triples. La premiére étape est de démontrer la faisabilité
d'une mesure physique in situ simultanément au contréle de l'activité biologique, jusque dans les
hautes concentrations en cellule. La seconde étape est I'analyse et la comparaison des moyens
d’investigation rhéologique afin de cibler les informations d’intéréts. Enfin, I'analyse de I'évolution et
les possibles corrélations entre diverses variables physiques sont a mettre en avant avec le contrdle

de I'activité microbiologique.

En ce sens, le périmétre de notre synthése bibliographique permet de se focaliser sur différents
guestionnements : quelles sont les grandeurs physiques mesurables au sein d’un bioprocédé et pour
quelle information ? Quels sont les modeles rhéologiques permettant de décrire des milieux de
culture, pouvant éventuellement étre bi ou tri-phasique ? Et enfin, quels sont les travaux scientifiques
relatifs a la caractérisation rhéologique des milieux biologiques au sens large ? La vision de ces
investigations permet de montrer l'intérét de nos travaux ainsi que leur originalité dans le champ

d’étude investigué.
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|. PHYSICO-CHIMIE DES MILIEUX BIOLOGIQUES

On appelle milieu biologique une matrice dans laquelle évoluent des cellules dans un environnement
macroscopiquement homogéne mais pouvant étre localement multiphasique. Dans ces conditions, les
substrats peuvent se trouver de maniére inégale dans certaines phases ou mal répartis dans I'espace.
Par exemple, lors d’un apport en sirop de glucose, celui-ci sera disponible dans la phase liquide de
I'environnement du microorganisme. A contrario, pour des conditions de culture en aérobie, I'oxygene
sera dans un premier temps disponible dans la phase gaz, puis dans la phase liquide. La proportion
de gaz dissous dépendra de la chimie de la phase liquide, des conditions hydrodynamiques, de la
température et de la pression, impactant ainsi I'efficacité du transfert de matiére entre ces deux
phases.

Ainsi, les milieux biologiques peuvent étre percus comme une somme d’entités physiques présentes
sous les trois états (solide, liquide et gaz). Le microorganisme s'apparente a la phase solide, la phase
liquide correspond a I'environnement dans lequel les nutriments sont directement disponibles pour le
microorganisme, et la phase gaz provient des conditions d'aération et/ou de respiration cellulaire. La
complexité des milieux biologiques réside dans le fait que la biomasse est réactive a son
environnement, tout en conservant un caractére auto catalytique. Pour obtenir des informations sur
ces différentes phases, il est nécessaire d’identifier les paramétres pertinents a quantifier afin de
comprendre l'action des différentes phases les unes par rapport aux autres. L'idéal est d’effectuer des
mesures intrusives non dénaturantes, expliquant I'impact de chaque phase afin de mieux appréhender
le comportant macroscopique du modt. Ainsi, la contribution du comportement rhéologique pourra étre

mieux abordée, et les mécanismes de transferts seront alors mieux identifiés.

A. Grandeurs mesurables dans les milieux biologiques

L'intérét porté aux mesures physiques dans les milieux biologiques n'est pas récent et il existe de
nombreux travaux proposant un certain nombre de mesures, d’informations physiques, réalisées au
cours d’'une culture. Nous allons, dans un premier temps, lister et présenter ces variables a travers les
études publiées sur ce sujet.

1. Viscosité

La viscosité est un paramétre intervenant dans un grand nombre d’invariants de similitude. Elle peut
étre limitante pour différents transferts et son étude est impérative pour appréhender et prendre en
compte le comportement hydrodynamique réel des milieux biologiques.

La viscosité est une variable sensible a différents facteurs. La production de biopolyméres est une
origine courante du changement de viscosité du milieu, celle-ci n’étant alors attribuée qu'a la présence
d’'une ou plusieurs molécules viscogenes (Aguilar et al., 2005; Borges and Vendruscolo, 2007; Landon
et al., 1993; Lapasin et al., 1992b; Nery et al., 2008; Sinha et al., 2001; Torres et al., 1993).
Cependant, I'apparition de ces molécules, leurs propriétés et leur impact sur le milieu de culture
peuvent modifier, parfois de fagon importante, les conditions de croissance du microorganisme
producteur (Shene et al., 2008).
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La viscosité peut également avoir un effet rétroactif sur I'activité de certaines enzymes. Sampedro et
Uribe ont ainsi montré que le tréhalose, agent protecteur de stress, avait un effet inhibiteur sur
l'activité enzymatique car cette espece modifiait localement la viscosité de son environnement
(Sampedro and Uribe, 2004). Le changement des propriétés physico-chimiques peut également
modifier la viscosité du milieu et impacter 'activité enzymatique. Ainsi, Huang et ses collaborateurs
ont montré qu'une diminution de la viscosité, induite par un ajout de CaCl,, provoque une
augmentation de I'activité de trois enzymes, améliorant la production d’acide poly-(y-glutamique) par
Bacillus subtilis (Huang et al., 2011).

L'impact d’'un changement morphologique du microorganisme sur les modifications de viscosité du
modt a également été mis en évidence par Kim et ses collaborateurs (Kim et al., 2005). La forme de la
biomasse cultivée peut étre induite en fonction des conditions de culture comme cela a été mis en
évidence par Choi et ses collaborateurs sur une culture de Streptomyces fradiae (Choi et al., 2000).
Les conditions de culture peuvent également modifier I'activité biologique d’'une matrice mixte de type
boue. Dans ce cadre, Pevere et ses collaborateurs ont montré qu'une modification de source
carbonée engendrait un changement de la viscosité limite du milieu. lls ont expliqué ce changement
par une modification de la surface des particules présentes, générant des interactions différentes
entre celles-ci (Pevere et al., 2010). Le transfert gazeux peut également étre touché par la viscosité.
Cela a été mis en évidence lors d'une étude du transfert de dioxygene dans un bioréacteur a

membrane via une aération en dioxygene pur (Rodriguez et al., 2010).

La plupart des analyses de viscosité se font par une détermination hors ligne (Choi et al., 2000;
Huang et al., 2011; Kim et al., 2005; Pevere et al., 2010; Rodriguez et al., 2010; Sampedro and Uribe,
2004; Shene et al.,, 2008). Cependant, ces mesures peuvent étre perturbées et ne plus étre
représentatives de la culture initiale. Pour se rapprocher des conditions réelles, certains auteurs ont
mis en place des systémes permettant d’avoir une information in-situ. On citera en particulier les
travaux de Kemblowski et ses collaborateurs sur des cultures de Aspergillus niger (Kemblowski et al.,
1990; Olsvik et al., 1993; Olsvik and Kristiansen, 1992a; Olsvik and Kristiansen, 1992b) et ceux de
Seyssiecq et ses collaborateurs lors d’études sur les boues activées (Barbot et al., 2010; Seyssiecq et
al., 2008).

Enfin, certains auteurs s'engagent dans des études abordant la viscosité intracellulaire par de
nouvelles méthodes analytiques couplant la microscopie et la fluorescence (Fujino et al., 2008) ou par
une approche plus globale pour mieux comprendre la relation entre propriété physique et structure de
la cellule (Trepat et al., 2007).

2. Perte de charge en conduite

Il n'existe pas, a notre connaissance, d'étude faisant état de mesures de pertes de charge en conduite
lors d’une culture cellulaire. Ce type de mesure étant au cceur de l'instrumentation de notre outil
expérimental d’investigation, nous citerons toutefois les travaux de Wang et de ses collaborateurs.
Ceux-ci ont proposé, par une validation expérimentale, une modélisation du comportement de

suspensions concentrées (40% en fraction volumique) en conduite sur des capillaires. Dans leur
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modélisation, Wang et al. prennent en compte des effets de migration de particules et de glissement
en paroi propres a ces suspensions (Wang et al., 2010).

Dans le cas de travaux sur des microorganismes, Deront et ses collaborateurs ont effectué une étude
sur le suivi en ligne du développement de biofilm sur des masses filtrantes au sein d’'un bioréacteur a
lit fixe pour le traitement des eaux usées. lls montrent que 'on peut utiliser I'évolution de la perte de
charge en ligne pour évaluer la croissance d’'un biofilm (Deront et al., 1998). La relation biomasse -
perte de charge a également été analysée par I'équipe de Ryu dans un contexte de développement
de biofiltre sur un support de polyuréthane (Ryu et al., 2010). Selon la méme idée et pour une
problématique de transfert thermique, Pu et ses collaborateurs ont analysé I'impact de I'encrassement
par un biofilm d’un échangeur de chaleur (Pu et al., 2009).

3. Masse volumique

La masse volumigue est une variable intervenant dans un grand nombre d'invariants de similitude et
de modélisation de phénomenes. Néanmoins il n'existe pas, a notre connaissance, de travaux sur le
suivi ou la modification de cette grandeur physique lors de cultures cellulaires ou lors du traitement
des boues activées. L'ensemble des informations qu'il est possible de rencontrer traite de suivis

effectués suite a des analyses strictement hors ligne.

4. Propriétés diélectriques

Une cellule se comporte également comme un matériau diélectrique. La littérature montre que les
propriétés diélectriques des cellules sont des indicateurs de la viabilité, voire de la mort cellulaire
(Patel and Markx 2008; Romanov 2009). Concernant la viabilit¢, Davey a pu montrer que la
spectroscopie diélectrique permettait un suivi de la viabilité des cellules par mesure de leurs
propriétés diélectriques. Cette mesure étant rapide, elle permet de mener des études ou les
mécanismes de lyse sont trop rapides pour étre suivis par d’autres méthodes (Davey et al., 1993). En
utilisant cette méthodologie, Opel et ses collaborateurs ont pu tester différentes corrélations sur les
signaux enregistrés en ligne afin de mieux comprendre la dynamique de la biomasse sur des échelles
de temps plus courtes (Opel et al., 2010).

Différents travaux de modélisation sont également proposés. Dans ce contexte, on peut citer les
travaux de Di Biasio et ses collaborateurs. Ceux-ci modélisent les suspensions cellulaires et
expliquent les phénoménes diélectriques par un impact morphologique des cellules (Di Biasio et al.,
2010; Di Biasio and Cametti, 2007; Di Biasio and Cametti, 2011). Plus spécifiquement, Bai et ses
collaborateurs ont confronté une modélisation de la structure membranaire de la bactérie Escherichia

coli avec des mesures des propriétés diélectriques de la suspension bactérienne (Bai et al., 2006).

5. Consommation de puissance

La consommation de puissance, effectuée sur I'arbre d'agitation d’'un bioréacteur par exemple, est
une mesure intéressante car elle fournit une information globale sur la viscosité du milieu de culture ;
De plus, elle est relativement facile a mettre en place. C’est en outre une donnée importante pour un
dimensionnement d'installation, notamment dans une démarche de scale-up. Il existe un certain

nombre de travaux dans lesquels cette grandeur a été mesurée et analysée. Ainsi Pefia et ses
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collaborateurs ont étudié la consommation de puissance spécifique et le transfert d’'oxygene sur des
cultures en erlenmeyer de Azotobacter vinelandii produisant de l'alginate. Afin de ne pas perturber la
demande en oxygéne du microorganisme, la consommation de puissance a été obtenue en
reconstituant le milieu du microorganisme, et en ajoutant les mémes quantités d’alginate de I'age de la
culture étudiée, afin de pouvoir mesurer le couple nécessaire a 'agitation (Pena et al., 2007). Cette
démarche de reconstitution du milieu étudié a également été suivie par I'équipe de Sanchez pour le
cas de culture de Xanthomonas campestris pour la production de xanthane. Leur objectif était
d’étudier la qualité du mélange du milieu a viscosité élevée dans un réacteur aéré ou non avec
différentes géométries d'agitations (Sanchez et al., 1992). Ces mesures, bien que se rapprochant des
conditions de culture, restent déductives, et ne permettent pas une mesure directe.

Certains auteurs se sont penchés sur le développement d’outils permettant une caractérisation in situ
du milieu de culture. L’équipe de Zhao a effectué une caractérisation d’une culture de Xanthomonas
campestris en production de xanthane pour différentes géométries de bioréacteurs en suivant in situ la
consommation de puissance (entre autres). lls ont pu mettre en évidence un fort impact de I'aération
sur ce parametre (Zhao et al., 1994). Ce développement d’outils in situ est également effectué sur des
matrices de type boue par I'équipe de Seyssiecq (Seyssiecq et al., 2008). Ces matrices étant en
marge des cultures cellulaires, nous reviendrons sur ces travaux dans la suite de ce document.
L'estimation de la puissance consommée dans un procédé lors d'un changement d'échelle peut
également étre un objectif final. Dans le cas d'un bioprocédé aérobie, un des points limitant
couramment rencontré reste le transfert en dioxygéne. Ainsi, de maniére a avoir un outil permettant
d’appréhender au mieux un scale-up, Gill et ses collaborateurs ont développé un bioréacteur
miniature afin de faire de la prédiction sur la consommation de puissance d’agitation et sur le transfert
en dioxygene (Gill et al., 2008). Cette équipe a validé son outil avec une culture batch en croissance
d’Escherichia coli. L'équipe de Huang s’est plutdt orientée sur le développement de géométries
adaptées pour la mesure de couples sur des bioréacteurs de laboratoire, avec un objectif de
développement d’outils d’étude de changement d’échelle (Huang and Chan, 2004).

B. Forces en jeux

Un microorganisme a une taille de quelques micromeétres. Par conséquent, les forces qui lui sont
appliquées sont de multiples origines. En effet, ces forces peuvent étre d'origine moléculaire,
surfacique ou hydrodynamique. Dans cette partie, nous allons présenter brievement les différentes
forces intervenant a I'échelle d’'un microorganisme d’'une taille d’environ 1 pm, comme illustré par la

Figure 1.

------------------------------------ Y S A S EEASESAEEEAEEEAEEEEEEEEE

i Force surfacique : Bactérie * Force hydrodynamique :
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Figure 1 : Schéma des forces impliquées sur un microorganisme
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Cette synthése rassemble des informations provenant de plusieurs sources (Arnaud et al., 2005;
Israelachvili, 1991; Quemada, 2006).

1. Suspensions diluées : interactions fluide-particule

On parle de suspension diluée lorsque la concentration en particules est suffisamment faible pour que
ces derniéres n’interagissent pas entre elles. Le comportement macroscopique de la suspension ne
dépend que des seules interactions fluide-particule et, bien sdr, des propriétés du fluide porteur.

a. Forces browniennes

En I'absence d’écoulement, 'agitation thermique provoque des chocs incessants des molécules du
fluide suspendant contre la particule. Ces mouvements sont aléatoires dans I'espace et le temps.
L'énergie moyenne acquise par la particule est de 'ordre de kgT, kg étant la constante de Boltzmann
et T la température. Le mouvement communiqué a la particule est appelé mouvement brownien, et

engendre un phénomene appelé diffusion brownienne.

b. Forces hydrodynamiques

Sous écoulement, des forces hydrodynamiques viennent s’ajouter au mouvement brownien. |l s'agit
des forces de pression et de frottement visqueux exercées par le fluide porteur. Ces forces ont deux
effets :

» La particule est entrainée par le fluide. Si son inertie est faible, si elle est suffisamment petite,
sa vitesse sera celle du fluide environnant ; la présence d’'un gradient de vitesse dans le fluide
provoquera la rotation de la particule sur elle-méme.

» Une particule en rotation perturbera I'écoulement, entrainant une augmentation de I'énergie
dissipée par frottement visqueux dans le fluide, ce qui engendrera un accroissement de la
viscosité globale de la suspension.

La résultante des forces hydrodynamiques est la force de Stockes. Dans le cas de I'étude d'une
sphére de rayon r et se déplacant a la vitesse v (vitesse relative au fluide) dans une phase continue
de viscosité ng, la force de Stockes aura pour expression I'Equation 1.

fs = 6TNerv

Equation 1 : Force de Stokes (cas d'une sphére)

Le facteur de frottement (friction) 6Tner devient 8T’ dans le cas de la diffusion brownienne, la

rotation de la particule engendrant un phénomeéne s’apparentant a de la diffusion (Quemada, 2006).

2. Suspensions semi-diluées et concentrées : interactions
particule - particule

Lorsque la concentration en particules augmente, les interactions fluide-particule sont toujours
présentes et les forces hydrodynamiques conservent un réle important. Cependant, les distances
entre particules diminuant, il faut alors prendre en compte les interactions particule-particule. Ce sont

ces dernieéres que nous passerons en revue dans ce paragraphe.
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a. Forces de Van der Waals

Les forces de Van der Waals englobent trois formes distinctes d’interactions.

i. Forces de Keesom

Il s’agit de la force d'interaction entre deux dipbles permanents. En d'autres termes, deux molécules
polaires subiront une force d’attraction électrostatique, le pdle positif de I'une attirant le pdle négatif de

l'autre de proche en proche.

ii. Forces de Debye

Pour cette force, il s’agit de l'interaction entre un dipéle permanent (molécule polaire) et un dipdle
induit (molécule non polaire polarisable). On parle parfois d’effet d'induction.

Une molécule polaire crée autour d’elle un champ électrique. Si une molécule non polaire vient dans
son voisinage, elle subit l'influence du champ électrique. Il s'y crée une polarisation induite qui
disparait quand celles-ci s’éloignent.

iil. Forces de London

Cette force est aussi appelée force de dispersion. Au contraire des forces de Keesom et de Debye, les
forces de London ne nécessitent pas de dipble (permanent ou induit). Cette force explique le passage,
pour une température suffisamment basse, de I'état liquide a solide d’atomes neutres ou molécules
non polaires (gaz rares ou le dihydrogéene).

Par exemple, un atome d’hydrogene posséde un proton et un électron. A chaque instant, un dipble se
forme avec une orientation et une valeur du moment électrigue changeant continuellement. Par
conséquent, un moment électrique instantané existe, méme si en moyenne, I'atome n’en posséde
pas. Maintenant, si deux atomes viennent a proximité I'un de l'autre, le moment instantané de I'un
crée un moment induit dans l'autre, et réciproquement. |l s'établit une sorte de concordance, ou de
couplage, entre les mouvements de leurs électrons respectifs, ce qui diminue I'énergie du systéme

formé par les deux atomes.

b. Force électrostatique

Les interactions électrostatiques résultent des forces attractives ou répulsives entre especes
chargées. Pour des charges q; et g, distantes de r, dans un milieu de permittivité gq€,, elles sont

décrites par la loi de Coulomb (Equation 2) :

- ql mz Dl
4Te €, 1P

Coulomb

Equation 2 : Loi de Coulomb

Dans I'eau pure, l'interaction coulombienne est I'interaction prédominante sur une particule. Dés qu'un
électrolyte est dissous dans le fluide, il s’ionise, et les ions de méme signe que la charge de la

particule sont repoussés. Les ions de signe contraire (les contre-ions) sont attirés et forment autour de



la particule un nuage de charges appelé double-couche ionique. L'ordre de grandeur de I'épaisseur de
cette couche est obtenu avec la longueur de Debye Ap (Equation 3) :

g.¢, k, OT
n

e’y nz’
i=1

Equation 3 : Longueur de Debye

A=

D

Dans cette relation, n; et z; sont respectivement le nombre de charge et la charge de I'espéece i. La
charge de surface de la particule n’est ressentie qu'a une courte distance, tant que celle-ci est
inférieure a la longueur de Debye. Au-dela, les ions de la solution écrantent la surface qui apparait

donc comme non chargée.

c. Interactions hydrophobes

a

Ce type d'interaction existe a cause d'une résultante thermodynamique. Ce phénomeéne est

schématisé Figure 2.

Figure 2 : Schéma de l'interaction hydrophobe entre deux particules dans 'eau
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Deux particules plongées dans de I'eau pure ont autour d’elles des molécules d’eau qui s'orientent de
maniére a écranter les charges de surface'. Le systéme tendant & diminuer son énergie totale,
aucune interaction de type électrostatique suffisamment forte n’empéche I'approche des deux
particules. A leur contact, les molécules d’eau contre les particules se retirent (symbolisées sur la
Figure 2), engendrant une augmentation de I'entropie du systéme, avec pour conséquence une
diminution de I'énergie globale, donc une stabilit¢ des deux particules en contact. Ce phénomene

explique également la stabilité des micelles ou des membranes lipidiques.

d. Forces surfaciques

Les forces de surface ont pour origine deux types d'interactions : celles de courte portée de type
liaisons covalentes, métalliques... et celles a plus longue portée de type Van der Waals. Lors de la
création d’une interface, le systeme doit fournir un travail proportionnel a I'aire créée dA et a la tension

de surface du milieu considéré o selon la relation suivante (Equation 4) :

oW = o [DA

Equation 4 : Energie a fournir par un systéme pour la création d'une interface

La tension de surface est a l'origine d’'un grand nombre de phénoméne tels que le mouillage, la

capillarité ou la coalescence.

C. Focus sur la rhéologie

Pour citer la définition donnée par le Groupe Francais de Rhéologie : la rhéologie est la science des
écoulements et déformations de la matiére, des contraintes qui en résultent et des efforts qu'il faut lui
appliquer pour les obtenir. C’est donc, pour un matériau donné, I'’étude du lien entre la cinématique
(déformation, vitesse,...) et la dynamique (forces, couple, contraintes). Nous allons donc définir les
grandeurs usuellement utilisées pour caractériser ce lien, et présenter ensuite les différents types de
comportements rhéologiques qui peuvent étre observés. Enfin, nous terminerons ce paragraphe par
une présentation des outils utilisés pour la mesure des caractéristiques rhéologiques.

1. Définitions

a. Contrainte de cisaillement et vitesse de cisaillement

Les deux principales grandeurs utilisées en rhéologie sont la vitesse de cisaillement, pour caractériser
la cinématique, et la contrainte de cisaillement, pour les forces. Prenons I'exemple de I'écoulement le
plus simple, soit I'écoulement de Couette plan généré entre deux plans paralléles par I'application
d’'une force tangentielle sur le plan supérieur (cf. Figure 3). Cette action va mettre le fluide en
mouvement et, dans I'hypothése d’'un régime laminaire (I.D.1 Régime laminaire), le profil de vitesse
dans I'entrefer sera linéaire.

! Principe identique & la mise en place de la double-couche ionique, a la différence prés que des
dipbles écrantent les charges de surfaces.
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Figure 3 : Ecoulement de Couette plan (écoulement de cisaillement pur permanent)

La contrainte de cisaillement t,, est la force par unité de surface définie par I'Equation 5 :

FX
T =X
S

xy

Equation 5 : Contrainte tangentielle / contrainte de cisaillement

La vitesse de cisaillement, notée y, est le gradient de vitesse définie par 'Equation 6 :

dv

V:W

Equation 6 : Définition de la vitesse de cisaillement

Dans I'écoulement de Couette présenté sur la Figure 3, le profil de vitesse est linéaire et la vitesse de
cisaillement est donc constante. Dans le cas d’'un écoulement de Poiseuille en conduite, le profil de
vitesse n'est plus linéaire mais, par exemple, parabolique. La vitesse de cisaillement n’est alors plus
constante au sein de I'écoulement mais elle sera maximale a la paroi, et nulle sur I'axe de symétrie.
Nous verrons dans le paragraphe suivant que ces deux grandeurs, vitesse et contrainte de
cisaillement, permettent de définir plusieurs caractéristiques rhéologiques.

Les deux quantités que nous venons de définir sont des quantités scalaires et elles ne permettent pas
de caractériser totalement la cinétique et la dynamique d'un écoulement tridimensionnel quelconque.
Dans ce cas, chaque volume infinitésimal de fluide est caractérisé par son vecteur vitesse et par le
systeme de force qui lui est appliqué par son voisinage. La description de la cinématique et de la
dynamique au sein du fluide nécessite alors lintroduction de grandeurs plus complexes. La
cinématique est totalement caractérisée par deux tenseurs. Le premier est le tenseur des vitesses de
déformation représentant la partie symétrique du tenseur gradient de vitesse. Le second est le tenseur
des contraintes représentant le systeme de forces et dont les composantes sont présentées sur la
Figure 4. On notera que ces tenseurs sont symétriques et que la description compléte de I'état de

contrainte et de la cinématique passe donc par la connaissance de six champs scalaires pour chacun.
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Figure 4 : Tenseur des contraintes - Systeme forces/contraintes d’'un volume élémentaire de
fluide

Dans notre étude, nous nous limiterons a I'analyse d’écoulements de type Poiseuille. C’est pour cela
gue nous n'utiliserons que les deux grandeurs scalaires que sont la vitesse de cisaillement et la

contrainte de cisaillement.

b. Viscosité en cisaillement et caractéristiques
complémentaires

La viscosité en cisaillement (appelée également simple viscosité ou viscosité dynamique) est définie
par le rapport entre la contrainte de cisaillement et la vitesse de cisaillement dans un écoulement de

cisaillement pur permanent (Equation 7) :

= Txy
y
Equation 7 : Définition de la viscosité dynamique

La viscosité varie en général assez fortement avec la température, faiblement avec la pression (pour
les solides et les liquides). Nous verrons qu’elle peut également varier avec la vitesse de cisaillement
(ou la contrainte), définissant ainsi un comportement « non newtonien » (I.A.1.b Fluides newtoniens
généralisés).

Pour mémoire, nous mentionnerons la viscosité dite « cinématique », qui est le rapport de la viscosité

en cisaillement (viscosité dynamique) par la masse volumique (Equation 8) :

c
I
ol =]

Equation 8 : Définition de la viscosité cinématique
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C’est une grandeur plus adaptée dans certains domaines et donc utilisée préférentiellement a la
viscosité dynamique n (pour les écoulements turbulents par exemple). Cependant, il ne s’agit pas
d’une caractéristique supplémentaire.

La viscosité est la principale caractéristique rhéologique d’un fluide, mais elle n’est pas la seule et elle
est parfois insuffisante pour caractériser totalement un fluide. Les écoulements de cisaillement, méme
aussi simples qu'un écoulement de type Couette, permettent d’'obtenir des caractérisations
complémentaires. Les trois principales caractéristiques sont obtenues sur les écoulements présentés

sur la Figure 5.

T>0 T - 1, = constant T>0 T - y=constant
< —> —
. _ — :‘/'\/
\\\ H .":./,, : 4 E ’//
a. Oscillation b. Fluage c. Relaxation

Figure 5 : Ecoulement de cisaillement pur permettant d’obtenir des caractérisations

rhéologiques complémentaires

La réalisation d'un écoulement oscillant de faible amplitude, tel que schématisé sur la Figure 5.a,
permet de rester dans le domaine des petites déformations. Cette sollicitation peut étre réalisée en
imposant une contrainte de la forme t1,y=T,cos(wt), w étant la pulsation. La mesure du déphasage
entre la vitesse de cisaillement et la contrainte fournit une information supplémentaire, celle-ci
conservant une allure sinusoidale au cours du temps. La caractérisation la plus utilisée, construite a
partir de ces mesures, est le module complexe G* qui est défini & partir de la déformation y* par

I'Equation 9.

T
G*=-2 = G+iG"
Y

Equation 9 : Définition du module complexe

L'utilisation des nombres complexes permet de traduire le déphasage entre contrainte et déformation.
G’ est le module élastique (ou module d'accumulation) et G” le module de perte. Un fluide ne
présentant aucune élasticité aura un module élastique nul et un module de perte proportionnel a sa
viscosité (G'=uwn).

Enfin les écoulements définis sur la Figure 5.b et Figure 5.c permettent de définir respectivement les
fonctions de fluage et relaxation. Dans le premier cas, on observe la déformation que subit le

materiau/fluide lorsque, a partir d’'un état de repos, on lui impose une contrainte de cisaillement T,

! La vitesse de cisaillement y est la dérivée par rapport au temps de la déformation y.
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constante. La fonction de fluage est alors le rapport de la déformation a la contrainte T1,, selon
I'Equation 10 :

o) =1

Equation 10 : Complaisance de fluage (fonction de fluage)

Dans le second cas, on impose un échelon de déformation y a un instant t, et on mesure la contrainte
de cisaillement qu'il faut appliquer au fluide pour réaliser ce mouvement. La fonction de relaxation est

décrite par 'Equation 11.

gft) = Y

Y

Equation 11 : Fonction de relaxation

La liste de caractéristiques rhéologiques que nous venons de dresser n'est pas exhaustive. Il serait
possible de citer les coefficients de contraintes normales ainsi que la viscosité élongationnelle.
Toutefois, la viscosité est réellement la caractéristique la plus importante et nous verrons dans le
paragraphe suivant, avec la présentation des différents types de comportement rhéologique, qu’elle
est suffisante pour décrire correctement une large gamme de fluides. En pratique, dans la suite de ce
travail, nous utiliserons essentiellement la viscosité dynamique n.

En présence d’'une solution ou d’'une suspension, la viscosité varie avec la concentration en soluté ou
particules. Pour analyser l'influence de la concentration, les expressions décrivant la viscosité des
suspensions sont exprimées en valeurs relatives par rapport a la viscosité de la phase continue ne.
Les études sur les suspensions font ainsi appel a la viscosité relative n, (Equation 12), a la viscosité
spécifique ns, (Equation 13) et a la viscosité intrinséque [n] (Equation 14), permettant ainsi de définir

une concentration réduite c[n].

_n
Ne

Equation 12 : Viscosité dynamique relative

n.

Ny, = (ﬂ‘ﬂp)

N

Equation 13 : Viscosité spécifique

(o] = tim 170)

Csusp Dn F

Equation 14 : Viscosité intrinséque
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2. Les différents types de comportement rhéologique

a. Fluides newtoniens

Un fluide est dit newtonien lorsque, a température donnée, sa viscosité est constante et ne dépend ni
de la vitesse de cisaillement, ni de la contrainte. Il obéit & la loi décrite par 'Equation 15, dans laquelle

n est une constante :

Txy:nD/

Equation 15 : Loi d’écoulement d’un fluide newtonien

b. Fluides newtoniens généralisés

Dans l'industrie, en particulier dans l'industrie agroalimentaire, plus de 80 % des fluides traités sont
rhéologiqguement complexes. On parlera généralement de fluide non-newtonien. Ces fluides
n'obéissent pas a une loi de comportement telle que I'Equation 15. On peut toutefois établir une
gradation dans ces comportements. Ainsi, on parlera de fluide newtonien généralisé lorsque la
relation précédente, définissant un fluide newtonien, est étendue a des viscosités non constantes
(Equation 16 ) dépendant de la vitesse de cisaillement telle que :

T,y =n(y) ¥y

Equation 16 : Comportement newtonien généralisé

r](v) est alors appelée viscosité apparente et se note Nagp.

Les courbes de viscosité représentent la viscosité apparente en fonction de la vitesse de cisaillement
(représentation graphique de I'Equation 16). L’évolution de la viscosité permet de classer ces fluides
en deux catégories. Lorsque la viscosité diminue avec la vitesse de cisaillement, le fluide est dit
rhéofluidifiant ou pseudoplastique (Figure 6 - courbes en tirets). Lorsqu’elle croit, le fluide est dit

rhéoépaississant (Figure 6 - courbes en pointillés).

Ty A . na
___\ Fluides :
R N ———— newtonien
....... PR N 3
..... \
e -
e \
- N e rhéoépaississant
iz N
\
R L — — — = rheéofluidifiant
» T
(@ Y (b) Y

Figure 6 : Courbes d'écoulement et rhéogrammes caractérisant des fluides newtoniens
généralisés
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Signalons que le comportement rhéoépaississant est relativement rare. |l s’observe essentiellement
dans des suspensions fortement concentrées et pour de « grandes » vitesses de cisaillement, c'est-a-
dire apres avoir généralement montré un comportement rhéofluidifiant aux plus faibles vitesses de

cisaillement (voir Figure 6 - courbes en pointillés).

Il existe de nombreuses lois permettant de modéliser le comportement newtonien généralisé. La plus
connue, et la plus utilisée est la loi d’'Ostwald-de Waele, appelée également loi puissance (Equation
17).

T=KG"
Equation 17 : Loi d’Ostwald-de Waele

C’est une loi a deux parameétres : K est la consistance et n est I'indice de comportement (d’écoulement
ou de structure). Selon la valeur de l'indice n, trois cas se présentent, caractérisant la nature du
fluide :

» 0<n<1:fluide rhéofluidifiant ou pseudoplastique,

» n=1:fluide newtonien (K =n),

» n>1:fluide rhéoépaississant ou dilatant.

Dans le cas d'un fluide rhéofluidifiant, la viscosité apparente baisse lorsque la vitesse de cisaillement
augmente. En d’autres termes, plus I'agitation est forte, plus la viscosité est faible. Dans le cas d’'une
suspension solide-liquide, ce phénomeéne s’expliqgue par la mise en place d'un ordre interne des
matériaux présents dans le fluide. Ceux-ci provoquent une résistance interne importante a
I'écoulement, et donc une viscosité élevée. Lors de l'augmentation du gradient de vitesse, les
particules en suspension s’orientent dans le sens de I'écoulement, les particules peuvent se mouvoir
plus facilement les unes par rapport aux autres, provoquant ainsi une diminution de la viscosité.

c. Fluides viscoplastiques

Les fluides viscoplastiques sont aussi appelés fluides a contrainte seuil ou a seuil critique. Leur
comportement se caractérise par la présence d’'un seuil d’écoulement (contrainte critique) 1,. Toute
contrainte inférieure a ce seuil ne créera pas de mouvement permanent au sein du fluide. Les courbes
et rhéogrammes types de ce comportement sont présentés sur la Figure 7. Il est possible d’expliquer
qualitativement ce phénoméne en supposant que le fluide étudié présente, au repos, une structure 3D
rigide, susceptible de résister a des contraintes inférieures a 19. Dés que cette valeur de contrainte est
dépassée, la structure se détruit, et la composante visqueuse du fluide apparait. En-dessous de ce
seuil, le fluide se comporte comme un solide élastique. L'application d’'une contrainte inférieure au
seuil créera une légere déformation, donc une vitesse de cisaillement non nulle durant un temps court,
puis le systéme se comportera a nouveau comme un solide. Si la contrainte est augmentée et

dépasse le seuil, on crée alors un écoulement.
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Figure 7 : Courbes d'écoulement et rhéogrammes de fluides viscoplastiques

(en trait plein : fluide de Bingham)

Différentes lois permettent de modéliser ce comportement. La loi de Bingham est la plus connue
(Equation 18) et présente une vitesse de cisaillement nulle pour T < 1o :

T=T,+nly
Equation 18 : Modéle de Bingham ( T2 1)

Ce modéle est le plus simple que I'on puisse proposer pour un fluide viscoplastique mais il est
généralement mal adapté a la description des fluides réels qui ne montrent pas un comportement
linéaire au-dela du seuil. Parmi les modeles traduisant le mieux le comportement au-dela du seuil,
nous citerons la loi de Casson, assez utilisée pour les suspensions dans lindustrie alimentaire
(Equation 19) et la loi de Herschel-Bulkley (Equation 20) dans laquelle figure I'indice de comportement

n traduisant le comportement rhéofluidifiant :

Vi = 4K

Equation 19 : Loi de Casson

T=1,+KL
Equation 20 : Loi de Herschel-Bulkley

d. Fluides viscoélastiques

Les fluides viscoélastiques, comme leur nom l'indique, sont a la fois visqueux et élastiques. Ceci
signifie qu’une partie de I'énergie est dissipée par frottements visqueux, et une partie est
emmagasinée et peut étre restituée. Ainsi, la réponse d'un volume de fluide a un instant donné
dépend des sollicitations auxquelles il est soumis, mais également de son « histoire ». Ces fluides
sont donc susceptibles de montrer des effets de mémoire dus a leur élasticité. Par rapport a un fluide
purement visqueux, cette élasticité peut modifier de fagon drastique la structure d'un écoulement et
les contraintes au sein du fluide. L'un des effets les plus connus de I'élasticité est sans doute I'effet

Weissenberg, présenté sur la Figure 8. L'effet Weissenberg traduit une remontée du fluide autour de
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l'arbre d’'agitation lorsque celui-ci est entrainé en rotation. Au contraire, un fluide purement visqueux
creuse sa surface libre autour de I'arbre d’agitation. Ce phénoméne est di a I'existence, au sein du
fluide, de contraintes normales anisotropes.

Figure 8 : Manifestation de I'élasticité : effet Weissenberg

D’autres effets spécifiques, comme le gonflement en sortie de filiére ou la réalisation d'un siphon sans
tube, sont également bien connus. La caractérisation rhéologique de ces fluides est plus complexe et
la seule détermination de la viscosité n'est pas suffisante pour les caractériser totalement. Pour la
compléter, la caractérisation la plus usuelle, et la plus aisée a réaliser, est la mesure du module
complexe (I.A.1.b Viscosité en cisaillement et caractéristigues complémentaires). En effet, sur ce type
de sollicitation, un matériau parfaitement élastique fournit une réponse pour laquelle contrainte et
déformation sont en phase alors qu’il y a un déphasage de 172 en fluide purement visqueux. On voit
donc que la mesure du déphasage va permettre de quantifier I'importance relative de I'élasticité et de
la viscosité. On notera cependant que, hormis pour I'étude des seules petites déformations, cette

mesure supplémentaire n’assure pas une caractérisation compléete du fluide.

e. Fluides thixotropes

Jusqu'ici, nous avons supposé implicitement une réponse constante du fluide suite a une sollicitation
constante au cours du temps. La viscosité obtenue ne dépendait que du cisaillement imposé et ne
variait pas dans le temps. Or, certains fluides ne se comportent pas ainsi. lls sont qualifiés de « fluide
a comportement dépendant explicitement du temps ». Ainsi, sur certaines suspensions d’argile, il est
possible d’observer une viscosité qui décroit progressivement, alors que le fluide est soumis a une
contrainte constante. Dans ce cas, le fluide est dit « thixotrope » (Figure 9). Cette appellation suppose
que le fluide retrouve ses caractéristiques initiales aprés un temps de repos suffisant. Dans le cas
contraire, on parle de thixotropie partielle. Si, au contraire, on observe une augmentation de la
viscosité lorsque le fluide est contraint ou mis en mouvement, on parle de rhéopexie. Ce dernier
comportement est beaucoup plus rare.
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Figure 9 : lllustration du comportement thixotrope

La thixotropie est liée a des phénoménes de désorganisation de structure dus au cisaillement subi.
Lorsqu’un fluide thixotrope est soumis a un cisaillement aprés une période de repos, sa structure se
désorganise peu a peu, et sa viscosité apparente décroit avec le temps. La thixotropie se caractérise
donc également par la capacité du fluide a reformer sa structure quand il est laissé au repos aprés
une période de déformation. Dans le cas de la rhéopexie, le cisaillement facilite au contraire la

formation d’'une structure.

f. Cas de la thermodépendance

Lors d’'une mesure de viscosité, la température est un paramétre important a prendre en compte.
L'effet de la température sur la viscosité d'un échantillon au moment de l'analyse peut étre
considérable, et doit donc étre précisé. Pour modéliser les variations de la viscosité d’'un échantillon

en fonction de la température, on utilise généralement une loi de type Arrhenius (Equation 21) :

_Ea
i Ar RIT
r]app - nO Ba

Equation 21 : Modélisation de la viscosité apparente selon une loi d'Arrhenius

3. Les principaux outils de caractérisation rhéologique

a. Viscosimetre a corps vibrant

Le principe de fonctionnement de ce viscosimeétre est basé sur la caractérisation des déformations
d'un corps solide (de type fil, lame ou cristal) immergé dans un fluide. Ces déformations sont
provoquées par des vibrations générées par un courant électrique alternatif. La fréquence de vibration
varie en fonction de la viscosité du fluide dans lequel I'élément vibrant est immergé. Ce viscosimeétre
présente l'avantage de ne pas avoir de piéce d'usure, et ne nécessite donc qu’'une maintenance

réduite. Il peut fonctionner dans des conditions difficiles telles que des zones explosives, sous haute
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pression ou haute température. De plus, il peut travailler avec de trés hautes vitesses de cisaillements
et mesurer des fluides trés visqueux (jusqu’a 1000 Pas), colmatants ou fibreux. Néanmoins, la
détermination de la viscosité est correcte si le fluide mesuré est newtonien. Dans le cas contraire, il
est difficile de distinguer si la réponse de I'élément vibrant est une conséquence du cisaillement causé
par la vibration sur le fluide (fréquence et amplitude de I'élément) et/ou par le régime d’écoulement du
fluide lui-méme. Ce systeme est alors peu puissant lorsqu’il est confronté a des fluides non-

newtoniens.

b. Viscosimetre capillaire

Il existe plusieurs modeles de viscosimétres capillaires : viscosimétre d'Ostwald, viscosimétre type
Ubbelohde, etc., ainsi que de multiples tubes viscosimétriques. Le principe consiste a faire s’écouler
un volume défini de fluide a travers un tube calibré de faible diamétre (de I'ordre du millimetre). Il est
possible d'ajouter une charge donnée pour augmenter la vitesse d'écoulement du fluide (Figure 10).
Pour les fluides de faible viscosité, la gravité est suffisante pour la mise en écoulement. Ce type de
viscosimeétre permet de mesurer la viscosité dynamique du fluide a partir de la durée d’écoulement At

et de la constante k de I'appareil, fournie par le constructeur (Equation 22).

n =k Cp CAt

Equation 22 : Viscosité dynamique déterminé a partir d'un viscosimétre d’Ostwald

L'exploitation de la mesure est faite en faisant I'nypothése d'un régime d'écoulement laminaire. Les
conditions d'utilisation doivent donc respecter cette condition : fortes viscosités, ou faibles vitesses
d’écoulement pour les faibles viscosités. En général, le rayon du tube peut étre choisi en fonction de

la viscosité du fluide étudié afin d’avoir une durée d’écoulement optimale.

Pression

Tube capillaire

-

i

Figure 10 : Schéma de principe d'un tube viscosimétrique
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Sur le méme principe, il est également possible de mesurer la perte de charge produite par le passage
d’'un fluide dans une conduite pour en déduire sa viscosité. Le principe de cette mesure sera

approfondi dans la partie I.D Interactions rhéologie - procédé.

c. Viscosimetre a chute de bhille

Le viscosimetre a chute de bille est aussi appelé viscosimétre de Hoepler. Le principe consiste a
mesurer le temps que met une bille pour parcourir une certaine distance dans un tube calibré
transparent rempli du fluide a caractériser et incliné de 10° par rapport a la verticale. La viscosité

dynamique n est alors proportionnelle & la durée de chute At de la bille (Equation 23).

n =k At

Equation 23 : Viscosité dynamique déterminée a partir d'un viscosimétre de Hoepler

L'utilisation de ce genre de viscosimétre est réservée a des fluides newtoniens uniquement. Le type
de bille a utiliser doit étre adapté en fonction de la viscosité du fluide, afin que la mesure de la durée

soit suffisamment précise.

d. Rhéometres

Nous avons vu que I'un des écoulements les plus simples que 'on puisse imaginer est I'écoulement
de Couette. Celui-ci se retrouve mis en ceuvre facilement a travers deux configurations généralement
utilisées. Un premier type de géométrie utilise deux cylindres coaxiaux, un second utilise un cone et
un plan (voire deux plans). Ces écoulements présentent I'avantage d'étre des écoulements de
cisaillement pur. De plus, si ces écoulements respectent certaines conditions géométriques, ils
permettent de soumettre I'ensemble du fluide a la méme vitesse de cisaillement. Ceci est un avantage
notable pour les fluides non newtoniens pour lesquels la viscosité dépend de la cinématique. Dans ce
cas, la viscosité est mesurée pour une vitesse de cisaillement stricte, et non pour une vitesse
moyenne estimée sur I'écoulement.

En outre, sur ces deux dispositifs, il est possible de piloter, par exemple, la vitesse de rotation pour
accéder a d’autres caractérisations que la seule viscosité : module complexe, fonction de fluage, etc.

On parle alors de rhéometre et non plus de simple viscosimétre.

i. Rhéometres a cylindres coaxiaux

Dans ce type d’'appareil, le fluide est donc contenu dans I'entrefer entre deux cylindres coaxiaux de
hauteur h, de rayon R; et R,. Le cylindre extérieur est généralement immobile et le cylindre intérieur
est entrainé a la vitesse de rotation w par un couple Ce., imposé sur I'axe de ce cylindre.

A partir des caractéristiques de la géométrie utilisée, il est alors possible de retrouver la viscosité de
'échantillon. Si I'entrefer est large (exemple: viscosimétre type Brookfield), le systéme sera
difficilement utilisable si le fluide est non-Newtonien. Si le systéme a un faible entrefer tel que Ry = R,,
alors le gradient de vitesse dans l'entrefer est pratiquement constant (il I'est d’autant plus que le
rapport Ry/R, est proche de 1). La viscosité dynamique a alors pour expression I'Equation 24 :
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Equation 24 : Expression de la viscosité dynamique dans un écoulement de Couette entre
cylindres coaxiaux - Cas d’un faible entrefer

Dans le cas d'une géométrie a large entrefer, le profil de vitesse dépend de la nature du fluide. Si on
fait 'hnypothése d’'un comportement de type loi en puissance (modeéle d’Ostwald), I'expression de la
viscosité fait alors intervenir I'indice de comportement n, soit une quantité que I'on cherche a mesurer.
L'interprétation des résultats doit alors se faire par itérations et ces systemes ne sont généralement

pas congus pour cela.

ii. Cone - plan
Cette géométrie de mesure se compose d’'un cdne mobile dont la pointe a été tronquée, ainsi que
d’'un plan inférieur, généralement régulé en température par effet Peltier. Le céne mobile se place au
dessus du plan tel que la pointe du céne (si elle était encore présente) soit en contact avec le plan
(Figure 11). L’entrefer libéré par la troncature du cbne est assez faible (de l'ordre de quelques
dizaines de micrométres). Lors de I'utilisation de cette géométrie pour des suspensions, la hauteur de

I'entrefer doit étre compatible avec la taille des plus grosses particules.

Fixe

Figure 11 : Schéma de principe d’'une géométrie cbne-plan

Si l'angle du cbne est faible (en pratique 1 a 49, alors la vitesse de cisaillement est pratiquement
constante dans l'entrefer et ne dépend pas des caractéristiques du fluide. Comme dans le cas des
cylindres coaxiaux, la constance de la vitesse de cisaillement est un avantage intéressant pour
caractériser un fluide, particulierement quand celui-ci est non newtonien. Lorsque I'angle du cone est

faible, tan 8 = 8 (voir Figure 11), la viscosité dynamique a pour expression 'Equation 25 :

3. C 8
=—-——=0-
2 R w
Equation 25 : Expression de la viscosité dynamique dans un écoulement de Couette entre cone

et plan
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Cela permet des investigations précises du comportement rhéologique. Le choix de la géométrie
(diamétre du cbne, angle de la pointe) est effectué en fonction de I'échantillon a analyser et de la
gamme de couple mesurable par le rhéometre.

iii. Plans paralleles

Cette géométrie permet d’avoir un entrefer constant entre les deux éléments, autorisant ainsi I'analyse
d’échantillon contenant des particules solides de taille non compatible avec les entrefers des
géométries cOne-plan. Par contre, la vitesse de cisaillement n'est pas homogéne dans I'entrefer : elle
est nulle au centre et maximale en périphérie. Il n'existe donc pas une expression unique reliant la
viscosité dynamique aux variables instrumentales (C, R, 0 et w). Cette géométrie présente malgré tout
un grand intérét puisqu’elle offre une alternative de mesure permettant de résoudre certaines
difficultés telle que la présence d’hétérogénéités (particules de grosse taille, ...) ou I'observation d’'un

phénomeéne de glissement sur les parois (voir I.A.1.a.iv Difficultés de mesure).

>
A\ \

-

Figure 12 : Schéma d’'une géométrie plan-plan

iv. Difficultés de mesure

Les mesures de viscosité ne sont pas exemptes de difficultés et nous citerons ici les principaux

problemes qui peuvent étre rencontrés lors de la caractérisation de fluides.

Lorsque I'on souhaite caractériser des fluides hétérogenes, tels que les suspensions ou les émulsions,
'un des premiers soucis est de préserver un caractére macroscopiquement homogéne lors de la
mesure. Les effets possibles de sédimentation doivent donc étre éliminés (en réduisant la durée de
mesure par exemple). Cependant, on peut également étre confronté a des effets de migration, y
compris lorsque les particules ont la méme masse volumique que le fluide porteur. Ces effets sont dus
a l'existence d'un gradient de la vitesse de cisaillement, aux interactions hydrodynamiques entre
particules, ou enfin a I'inertie (Coussot and Ancey, 1999). Sur des mesures « longues », cela peut
conduire a une ségrégation marquée au sein de I'échantillon et remet en cause la validité de la

mesure effectuée.

Dans le cas de suspensions solide-liquide, il faut également étre attentif aux possibles blocages qui
interviennent quand des particules forment, entre deux parois, un assemblage solide de type arche.
On considére généralement que, pour éviter cet effet, il faut que I'entrefer minimal soit 20 a 50 fois

plus grand que la taille des plus grosses particules. Les systemes cbdne-plan, dans lesquels les
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entrefers sont de I'ordre de quelques dizaines de micrometres, peuvent étre restrictifs. Les géométries
plan-plan, dont I'entrefer est variable, constituent alors une solution.

Lors d’'une mesure de rhéologie, I'objectif est de réaliser I'écoulement théorique servant de base a
I'exploitation des données. Ceci peut se trouver en défaut pour diverses raisons : I'échantillon peut,
par exemple, se fracturer ou ne pas adhérer suffisamment aux parois (effet de glissement). Si la
fracturation est difficilement maitrisable, les effets de glissement peuvent par contre étre supprimés
par l'utilisation de géométries rugueuses. Ceci est une technique assez couramment utilisée pour les
gels ou les suspensions. On utilise alors essentiellement des plans striés. Les effets d'inertie rentrent
également dans cette catégorie. En effet, lorsqu'on souhaite atteindre de fortes vitesses de
cisaillement, le régime d’écoulement dans le rhéométre n’est plus nécessairement laminaire. Dans ce
cas, I'écoulement est plus complexe avec, par exemple, la superposition d'un écoulement toroidal a
I'écoulement souhaité. La dissipation visqueuse est alors plus importante et la viscosité calculée sera
alors surestimée (pouvant parfois étre interprétée a tort comme un comportement rhéoépaississant).

Enfin, une derniére cause d’erreur que I'on peut répertorier est due a I'évaporation au niveau de la
surface libre. Celle-ci n'est pas négligeable sur des mesures en 5 a 10 minutes si aucune précaution
n'est prise. La quantité de fluide étant moindre, la viscosité est alors sous-estimée.

Si I'échantillon mesuré est une suspension, il y aura une concentration artificielle d’éléments
(chimiques ou patrticulaires) dans I'entrefer, causant ainsi un biais supplémentaire de mesure.

D. Interactions rhéologie - procédé

Dans un procédé, que ce soit lors de I'agitation dans un réacteur ou lors de I'écoulement dans une
installation, les forces de frottement visqueux entrainent une perte dénergie. Celle-ci dépend
fortement de la rhéologie du fluide circulant. Afin de mieux comprendre la contribution des forces de
viscosité dans un procédé, nous allons présenter rapidement I'étude d’'un écoulement de base, en
conduite cylindrique. Cet écoulement est réalisé sur I'outil expérimental développé dans ce travail pour

accéder a la caractérisation rhéologique du modt au cours de la culture.

1. Régime laminaire

On considere donc un écoulement laminaire isotherme, établi et stationnaire dans une conduite

cylindrigue droite de rayon R (cf. Figure 13).
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Sens de I'écoulement
—
Tmax = Tp = I(R)

R| i (i i
........ . ______s__l___>x
p+Ap p
AX

Figure 13 : Ecoulement de Poiseuille dans une conduite cylindrique de rayon R :
représentation de la contrainte tangentielle et des pressions associées

Dans ce fluide, si I'on considére un cylindre de longueur Ax et de rayon r (coaxial a la conduite), on
peut écrire un bilan des forces appliquées a ce cylindre de fluide. Si I'on fait une projection de ces
forces sur I'axe x de I'écoulement, ce bilan se réduit a la résultante des efforts tangentiels sur la
périphérie cylindrique, ainsi qu’efforts de pression sur les deux sections droites situées a x et x+Ax. La
contrainte tangentielle T étant constante sur toute la périphérie du cylindre considéré (écoulement
établi et symétrie de révolution), la premiéere partie du bilan est égale au produit de T par la surface du
cylindre. La seconde est liée a la différence de pression entre les deux sections, soit Ap. L'écoulement
étant établi, I'écriture des équations du mouvement en projection sur I'axe x conduit a la relation
(Equation 26).

2m[E (X (E(r) = ~Ap C(R?
Equation 26 : Bilan des forces appliquées au fluide dans une conduite cylindrique horizontale

(projection sur I'axe de I'écoulement)

La contrainte tangentielle est donc nulle au centre et augmente linéairement depuis le centre jusqu'a
la paroi. Celle-ci s’opposant a I'écoulement, elle est négative. Sur la paroi, elle est maximum. Son

module est appelé contrainte pariétale 1, et a pour expression I'Equation 27.

=R fp

P2 Ax
Equation 27 : Contrainte & la paroi (contrainte pariétale)

Remarquons qu'aucune hypothése sur la nature du fluide n'a été nécessaire pour obtenir cette
relation. Elle est donc valable quel que soit le fluide. Par contre, il est nécessaire de connaitre le
fluide, c'est-a-dire de connaitre la relation liant contrainte et vitesse de cisaillement afin de déterminer
complétement I'écoulement. La résolution se fait en notant que, dans I'Equation 26, on peut séparer
les variables x et r afin d’en déduire que les quantités 21/r et Ap/Ax sont égales a une méme
constante.

Ainsi, en écoulement newtonien, la loi de comportement est I'Equation 15. Le profil de vitesse dans la

conduite prend I'expression de I'Equation 28 :
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Equation 28 : Profil de vitesse d'un fluide newtonien dans une conduite circulaire horizontale

Le débit volumique Q, peut ainsi s’exprimer en fonction du champ de vitesse (Equation 29) :

Q = T, DTEIR3
v 4 Dn
Equation 29 : Débit volumique pour un fluide newtonien dans une conduite circulaire

horizontale

Ainsi, en reliant la contrainte pariétale t, au débit volumique Q, pour une longueur Ax = L de conduite
cylindriqgue, on peut exprimer une perte de charge linéique en fonction du débit pour un fluide
newtonien en régime laminaire. Cette relation, aussi appelée « Loi de Poiseuille », est utilisée pour

mesurer la viscosité d’'un fluide & partir d’un écoulement en conduite (Equation 30) :

_ 8
R* Ot

Equation 30 : Loi de Poiseuille

Ap

I:Qv

Enfin, pour pouvoir croiser les informations par rapport a des données laboratoires obtenues sur un
viscosimetre, il est nécessaire de pouvoir déterminer quelle est la vitesse de cisaillement des mesures
effectuées. Celle-ci est maximale a la paroi de la conduite et est calculée a partir du profil de vitesse et

de la vitesse moyenne v (Equation 31) :
. _ 4
Equation 31 : Vitesse de cisaillement pariétale pour un fluide newtonien en conduite circulaire

horizontale

Pour un fluide non-newtonien suivant une loi de comportement de type loi d’Ostwald-de Waele
(Equation 17), le profil de vitesse dans la conduite prend la forme de Equation 32) :

1
v(r) = (KTEIRJn niﬂj EﬁR”1 —r"lj

Equation 32 : Profil de vitesse d'un fluide non-newtonien suivant une loi d’Ostwald-de Waele

dans une conduite circulaire horizontale

Le profil de vitesse dépend donc des deux constantes du modéle (K et n). Le débit volumique Q,

prend, lui aussi, une forme plus complexe (Equation 33) :
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Equation 33 : Débit volumique pour un fluide non-newtonien suivant une loi d’Ostwald-de
Waele dans une conduite circulaire horizontale

La loi de Poiseuille prend alors la forme suivante (Equation 34) :

2ILK) ( 3th+1Y)"
Ap = n
=25 ) @

Equation 34 : Perte de charge pour un fluide non-newtonien suivant une loi d’Ostwald-de

Waele dans une conduite circulaire horizontale

Avec ce modéle, la vitesse de cisaillement pariétale (Equation 35) s’écrit alors :

3M+1) Vv

_— 3

v ( n j R

Equation 35 : Vitesse de cisaillement pariétale pour un fluide non-newtonien suivant une loi

d’'Ostwald-de Waele en conduite circulaire horizontale

2. Régime turbulent

a. Du laminaire au turbulent

Le nombre de Reynolds est un nombre adimensionnel permettant de comparer les forces d'inertie par
rapport aux forces visqueuses. Il est défini, pour une conduite cylindrique de diamétre d, par 'Equation
36:
Re = diy _ pv [
v n

Equation 36 : Nombre de Reynolds en conduite

Dans I'Equation 36, p et n sont respectivement la masse volumique et la viscosité du fluide et v est la
vitesse moyenne dans la conduite. Lorsque Re est supérieur a une valeur critique, I'écoulement
régulier en nappes (ou filets fluides glissant les uns sur les autres), traduisant le régime laminaire,
disparait. On observe que la vitesse de I'écoulement fluctue localement en intensité et en direction,
avec une formation de tourbillons. Ce type d’écoulement est dit turbulent. Pour un écoulement en
conduite, Osborne REYNOLDS a montré, en 1883, que la valeur de Re critique est de I'ordre de 2000.
Cette valeur de Re critique reste trées dépendante de la géométrie dans laquelle se passe
I'écoulement et des perturbations auxquelles I'écoulement est soumis

Dans le cas général, le nombre de Reynolds est défini a partir d'une dimension et d’'une vitesse,

caractéristique de I'’écoulement concerné. Dans le cas d’'un conduit non circulaire de section constante
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et/ou non totalement rempli, le nombre de Reynolds s’exprime en utilisant le diamétre hydraulique Dy.
La régle générale du calcul du diamétre hydraulique correspond au rapport de 4 fois la section droite
divisée par le périmétre mouillé (c'est-a-dire la longueur de paroi effectivement au contact avec le
fluide).

Le passage d’'un écoulement laminaire a un écoulement turbulent n’est pas une transition brusque et
parfaitement définie, méme lorsque la vitesse linéique du fluide croit progressivement. Une description
de I'écoulement laminaire et turbulent est résumée sur la Figure 14. Entre ces deux écoulements, il y
a un régime intermédiaire nommé écoulement de transition. Pour une conduite circulaire, le régime de
transition pourra apparaitre pour un Re compris entre 2000 et 10000.

ECOULEMENT LAMINAIRE ECOULEMENT TURBULENT
Les forces dues a linertie sont Les forces dues a linertie sont
faibles : les lignes de courant importantes: les lignes de
épousent la forme de I'obstacle courant décollent de I'obstacle
= M =
i i
Seules jouent les contraintes de La vitesse du fluide a des
viscosité. fluctuations locales aléatoires.
Le fluide se déplace en filets
individualisés
— — 5T
= | =
ST
\ — =
>
—V— | ==
Les vitesses sont toujours et Le plus souvent, les vitesses
partout calculables: systéme sont décrites statistiquement.
déterministe (loi de Navier-
Stokes).
= Les frottements entre filets de = L’énergie sous forme de
fluides générent de la chaleur. tourbillons se dissipe a travers
des tourbillons plus petits, et
ainsi de suite jusqu’en agitation
moléculaire (donc en chaleur).
Figure 14 : Comparatif entre un écoulement laminaire et turbulent (Bimbenet et al., 2002)
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b. Turbulence

Dans un écoulement laminaire, les vitesses sont toujours et en tous points calculables (systeme
déterministe, loi de Navier-Stokes). Dans le cas d'un écoulement turbulent, celui-ci est caractérisé par
une description statistique des vitesses que I'on peut mesurer, par exemple, par des systémes a fils
chauds ou par vélocimétrie laser. Ainsi, la mesure des vitesses en module et en direction peut étre
obtenue de maniére localisée et suivie dans le temps. Il est possible alors de caractériser la
turbulence en tout point a partir des fluctuations de vitesses. Dans ce cas, le parametre le plus utilisé
lors des études sur les transferts est I'écart-type des fluctuations enregistrées, appelé taux de

turbulence (Equation 37).

TU::
v 3

Equation 37 : Taux de turbulence

Dans un écoulement laminaire, le taux de turbulence est nul. Comme indiqué précédemment, il est
possible de simuler des écoulements laminaires par le calcul en utilisant les lois de Navier-Stokes.
Mais en régime turbulent, le systéme devrait étre résolu au niveau de chaque tourbillon, jusqu’a une
trés petite taille, en prenant en compte les interactions possibles avec le reste de I'écoulement. Ce
type de simulation exige des techniques numériques sophistiquées et des puissances de calcul qui
sont, pour le moment, réservées a des cas spécifiques. Dans des calculs d’'ingénieurs, la turbulence
est décrite a partir d’'une approche statistique et macroscopique simplifiée, prenant en compte un état
moyen a un instant donné. Ces résultats sont souvent assez précis pour étre utilisés pour de la
prédiction ou de I'optimisation. Cependant, méme si ces méthodes progressent sans cesse, il faut étre
prudent car les phénomenes turbulents sont fortement non linéaires, ce qui entraine des instabilités

dans les écoulements, les solutions obtenues dépendant fortement de I'état initial du systeme.

c. Couches limites

Dans un fluide en écoulement, la présence d’'une surface fixe immobilise généralement la premiéere
couche de molécules du fluide (hypothése de non glissement) qui, par effet de viscosité, ralentit la
seconde couche, et ainsi de suite. Au voisinage de la surface fixe, il s’ensuit une perturbation du
mouvement dans une petite zone de fluide. La partie de I'écoulement influencée par la surface est
appelée couche limite. Celle-ci, laminaire au bord d’attaque, s'épaissit dans le sens de I'écoulement
jusgu’a éventuellement devenir instable pour de grands nombres de Reynolds, et donc turbulente (voir
Figure 15). Au voisinage de la surface, une petite couche en écoulement partiellement laminaire est

appelée « film laminaire » ou « sous-couche visqueuse ».
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Figure 15 : Formation de couches limites a I'entrée d'une conduite amenant a un écoulement

laminaire (a) ou turbulent (b) (Bimbenet et al., 2002)

La séparation entre le film laminaire et I'écoulement libre n'est pas tranchée (voir Figure 15). La
transition ne vient pas toujours au méme endroit du fait de linstabilité et de la sensibilité du
phénomeéne a de petites perturbations. Dans le cas de I'entrée d’'une conduite, si les couches limites
laminaires se rejoignent au milieu de la conduite, le régime d’écoulement sera laminaire. Dans le cas
ou les couches limites turbulentes se rejoignent, I'écoulement dans la conduite sera turbulent. Dans la
situation d’'un écoulement turbulent établi, il se forme, contre la paroi, un film laminaire (ou « sous-
couche visqueuse ») dans lequel les contraintes sont d'origine visqueuse et ou la vitesse varie
fortement a partir d'une valeur nulle a la paroi. A I'extérieur de ce film se trouve le noyau turbulent ou
les vitesses moyennes varient beaucoup moins et ou les contraintes sont surtout d’origine cinétique.

En génie des procédés, le film laminaire est appelé couche limite. Sa caractérisation est capitale pour
comprendre les transferts entre les phases, niveau ou se situe la résistance aux transferts de chaleur,
de matiére et de quantité de mouvement (frottement) entre les phases. Or, la mécanique des fluides
numérique bute actuellement sur la modélisation de ces couches limites lorsqu’elles sont au contact
d’écoulement fortement turbulent. Pour prédire les résistances aux transferts, on a donc recours a des
lois empiriques sous forme de relations entre invariants de similitude. La Figure 16 illustre des profils

de vitesse pour un écoulement turbulent dans un tuyau.
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(a) (b)

Figure 16 : Profils de vitesse pour un écoulement turbulent dans un tuyau - (a) profil réel, (b)

profil simplifié par les hypothéses de la couche limite équivalente

Il est possible de simplifier les explications sur le rdle des couches limites dans les transferts entre
phases. On parlera de modele de la « couche limite équivalente ». Lors d’un écoulement turbulent en
conduite, le fluide sera décomposé en deux parties :

» La couche limite: I'écoulement est purement laminaire, les contraintes uniquement

visqueuses, sur une épaisseur bien déterminée d,

» Le noyau turbulent : I'écoulement est purement turbulent, avec un profil de vitesse v, plat.
Compte tenu de la simplification, les couches limites étant généralement de trés faible épaisseur, on
peut admettre que la contrainte tangentielle dans la couche limite équivalent 1., est égale a la
contrainte tangentielle a la paroi t,. Cette contrainte étant considérée comme constante, le profil de
vitesse y est linéaire (cas illustré par la Figure 16). La contrainte tangentielle prend alors une valeur

proche de 'Equation 38.

O’IF<I

T, =T, =1

cle p

Equation 38 : Contrainte tangentielle calculée par I'épaisseur de la couche limite

Dans une conduite cylindrique, on peut donc calculer 6 a partir de la valeur de la perte de charge.
Cependant, I'épaisseur de la couche limite équivalente ne donne qu’une indication sur I'échelle de

dimension des phénomeénes de couches. Celle-ci ne doit donc pas étre utilisée dans les calculs.

3. Invariants de similitude

Un rappel des différentes notions de similitude est effectué en Annexe 1 : Similitude.

a. Théoreme de VASCHY-BUCKINGHAM (Théoreme ™)

Soit un phénomeéne physique comportant n variables, de dimensions faisant intervenir p grandeurs
fondamentales. L'équation f = (xl,xz,...,xn) qui régit le phénomene peut se mettre sous la forme

F(nl,rtz,...,nn_p) =0.1m, T, ..., Thy SONt les (n - p) produits indépendants sans dimension.
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Autrement dit, I'analyse d’'un phénoméne physique comprenant n variables, dont les dimensions sont
définies a partir de p grandeurs fondamentales, permet de définir (n - p) produits sans dimension.

b. Nombres adimensionnels

L'ensemble des nombres sans dimension qu’il est possible de définir est obtenu a partir du théoréme
de VASCHY-BUCKINGHAM. La modification de certaines écritures des nombres obtenus permet de
faire apparaitre des grandeurs usuelles pour différents phénomenes scientifiques. Dans cette partie,
nous évoquerons les nombres adimensionnels relatifs a I'écoulement d'un fluide et a la perte
d’énergie par frottement. D’autres nombres adimensionnels existent, entre autres relatifs a I'élasticité
d’'un solide ou aux différents transferts. Cependant, ceux-ci n’étant pas utilisés dans ce travail, nous

ne développerons pas d’explication a leur sujet.

i. Ecoulement de fluide

Dans le cadre de I'étude de I'écoulement d'un fluide, nous allons décrire quelques nombres
adimensionnels qu'il est possible de rencontrer. Nous commencons par le nombre de Newton décrit

par 'Equation 39 ci-dessous :

F

Ne=— _
p v 7

Equation 39 : Nombre de Newton

Dans I'Equation 39, F est la force induite par I'accélération du fluide, p est la masse volumique, v est
la vitesse linéique et | est une longueur. Le nombre de Newton traduit le rapport entre les forces de
frottement d’un fluide qui s’écoule et les forces d’inertie appliquées a ce méme fluide.

Le nombre de Froude est défini dans 'Equation 40 :

V2

ICg
Equation 40 : Nombre de Froude

Fr=

L’Equation 40 fait intervenir la vitesse linéique du fluide v, la longueur géométrique considérée et
'accélération de la pesanteur g. Le nombre de Froude correspond au rapport entre les forces
d’inerties et la force de pesanteur.

Le nombre de Weber est présenté par I'Equation 41 :

Equation 41 : Nombre de Weber
L’Equation 41 fait intervenir la tension superficielle o par rapport aux précédents nombres

adimensionnels. Le nombre de Weber est obtenu par le rapport entre les forces d'inerties et les forces

de tensions superficielles.
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L’Equation 42 introduit le nombre de Deborah :

t
De =%
t

p

Equation 42 : Nombre de Deborah

Le nombre de Deborah est le rapport du temps de relaxation caractéristique d’'un matériau t. par le
temps caractéristique d’une expérience pour l'analyser t,.

Le nombre de Reynolds est introduit par 'Equation 43 :

Equation 43 : Nombre de Reynolds

Le nombre de Reynolds exprime lintensité des forces inerties par rapport aux forces de viscosité

(frottement), représenté par nj dans I'Equation 43.

ii. Perte d’énergie par frottement

Nous allons maintenant aborder les nombres adimensionnels relatifs aux pertes d’énergie par

frottement visqueux. Nous commencons par le nombre d’Euler, décrit par 'Equation 44 :

2p

Eu =
pLv’

Equation 44 : Nombre d'Euler

Le nombre d’Euler représente le rapport entre la chute de pression représentée par Ap et I'énergie
cinétique.
L’Equation 45 présente le nombre de Rugosité :

202

Rug=—
977

Equation 45 : Nombre de Rugosité

Le nombre de Rugosité compare la rugosité € d’'une surface au diameétre d’'une conduite d.

Le nombre de Fannig est introduit par I'Equation 46 :

Fa = 20
pLv?
Equation 46 : Nombre de Fannig

Le nombre de Fannig représente le rapport entre la contrainte tangentielle T et I'énergie cinétique.

L’Equation 47 représente le nombre de Darcy, et I'Equation 48 décrit le facteur de frottement :
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81t
pv?

Equation 47 : Nombre de Darcy

Da=4[Fa=

%=2EIFa= 4ﬁ2
pLv

Equation 48 : Facteur de frottement

Le nombre de Darcy et le facteur de frottement sont des invariants de similitude équivalents au

nombre de Fannig.

4. Théorie en conduite

L'écoulement de fluide newtonien a été étudié dans de multiples configurations. Shah et London
(Shah and London, 1978) présentent un apercu de solutions analytiques obtenues en régime
laminaire, et de corrélations semi-empiriques pour le régime transitoire et le régime turbulent. Dans le
cas d'écoulements en conduite cylindrique horizontale, le facteur de frottement et le nombre de
Reynolds sont définis d’aprés I'Equation 49 et 'Equation 50.

p LV [d,
n
Equation 49 : Nombre de Reynolds pour un écoulement en conduite circulaire horizontale

Re =

y:d_hE,A_p
2 ap® L

Equation 50 : Facteur de frottement pour un écoulement en conduite circulaire horizontale

En régime laminaire et pour un fluide newtonien, le facteur de frottement suit I'Equation 51.

€
VZIam - %

Equation 51 : Expression théorique en régime laminaire du facteur de frottement

A partir de la loi de Poiseuille, il est possible de déterminer le facteur de géométrie & pour une
conduite cylindrique. Dans nos conditions, le paramétre géométrique & est égal a 8. Dans une
représentation logarithmique, le régime laminaire se traduit par une droite de pente de -1.

Le régime transitoire et le régime turbulent de la courbe de frottement sont modélisés par des relations
semi-empiriques basées sur la forme d’une corrélation de Blasius, soit, respectivement, 'Equation 52

et 'Equation 53 :

Vzuans = a I:Reb

Equation 52 : Modeéle de Blasius pour un écoulement en régime transitoire
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VZturb =¢ [Red

Equation 53 : Modéle de Blasius pour un écoulement en régime turbulent sur la courbe de
frottement

La représentation de f/2 en fonction du nombre de Reynolds Rey constitue la courbe de frottement.
Deux nombres de Reynolds critiques, Re.; et Rec,, marquent respectivement la sortie du régime
laminaire et I'entrée dans le régime turbulent. Le critere de détermination de ces nombres est
I'observation d’un écart de 5% par rapport aux modeéles précédemment cités (Equation 51 et Equation
53).

Afin de rassembler les différentes expressions du facteur de frottement (dépendantes du régime
d’écoulement), Churchill propose une modélisation de cette courbe (Churchill, 1977) valable pour les

trois régimes d’écoulement (laminaire, transitoire, turbulent), soit 'Equation 54.

1
/2(:hurchi|| |: 2turb 2trans 2|am

Equation 54 : Modéle de Churchill

Pour un écoulement en conduite cylindrique, les exposants du modéle de Churchill auront pour
valeursn=-8 etm = 12.

Dans le cas de fluides non newtoniens, il est nécessaire de généraliser la notion de nombre de
Reynolds puisque la viscosité n'est pas constante au sein de I'écoulement. Diverses généralisations
sont possibles selon que I'on raisonne sur des écoulements en conduite, ou sur des écoulements de
type Couette, par exemple entre cylindres. L'objectif, dans la proposition d’'un nombre de Reynolds
généralisé, est d’étendre la validité de la courbe de frottement obtenue en régime laminaire et en
fluide newtonien, au cas non newtonien. Le nombre de Reynolds généralisé, usuellement employé
pour les écoulements en conduite, est issu du concept de Metzner et Reed (Metzner and Reed, 1955).
Dans le cas d’'un fluide non newtonien modélisé par une loi puissance (cf. Equation 17), ce dernier

s’exprime sous 'Equation 55.

n 2-n n
Re, = £ 4 [h EpB/ tdy
g 3Mh+1 K

Equation 55 : Expression du nombre de Reynolds généralisé pour un fluide suivant une loi en
puissance dans le régime laminaire

Pour [l'établissement des courbes de frottement, le nombre de Reynolds sera obtenu aprés
caractérisation rhéologique des fluides afin d’avoir I'indice de consistance K et de structure n. On peut
definir une viscosité apparente Y, €n égalant le nombre de Reynolds généraliseé de I'Equation 55
précédente avec un nombre de Reynolds classique défini par 'Equation 49. La viscosité apparente
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est la viscosité équivalente qu’aurait un fluide newtonien conduisant a la méme perte de charge sous
la méme vitesse moyenne, comme défini par 'Equation 56.
_pvid,

Reg

r] app

Equation 56 : Expression du nombre de Reynolds généralisé pour un fluide suivant une loi en

puissance

La notion de nombre de Reynolds généralisé, employé dans le concept de Metzner et Reed (Metzner
and Reed, 1955), permet d'illustrer les propriétés de fluides non-newtoniens pour les différents
régimes d’écoulement a travers I'allure de leur courbe de frottement. Ainsi, la Figure 17 montre l'allure

de courbes de frottement pour des fluides non-newtoniens ayant différents indices de comportement
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Figure 17 : Diagramme de Dodge et Metzner (Midoux, 1993)

On observe trés nettement qu’'au-dela du régime laminaire, les courbes de frottement obtenues ne
sont plus identique et dépendent des propriétés du fluide.

Cependant, l'allure des courbes de frottement obtenues en conduite circulaire ne dépend pas
seulement des propriétés du fluide, mais également de la rugosité de la surface de l'intérieur de la
conduite. Cela est clairement visible sur la Figure 18 ou des courbes de frottement sont représentées

pour différents rapports rugosité (€ = I, sur la Figure 18) sur diamétre de conduite (d = D sur la Figure

18).
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Figure 18 : Diagramme de Moody - nombre de Darcy en fonction du nombre de Reynolds et de

la rugosité (Bimbenet et al., 2002)

La rugosité a donc un impact non négligeable sur l'allure de la courbe de frottement obtenue.
Cependant, comme pour les propriétés du fluide s’écoulant dans la conduite, seuls les régimes

transitoire et turbulent sont impactés par ces deux parametres.

E. Modéles di-phasiques
1. Suspensions solide-liquide

a. Classification

Les suspensions solide-liquide touchent un grand nombre de secteurs d’activité. L'écoulement d’'une
suspension est un phénoméne complexe, c’est pour cela qu'il n'est pas possible de catégoriser les
phénomeénes rencontrés simplement par quelques grandeurs. Néanmoins, dans le cas d’écoulements
en conduite horizontale, il est possible d’'identifier qualitativement quatre familles de suspensions,
représentées sur la Figure 19.
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Figure 19 : Les différents régimes d'écoulement de suspensions solide-liquide en conduite
horizontale

» Suspension symétrique : Ce régime correspond a une répartition homogeéne des particules au
sein de la suspension. Il peut étre obtenu par une turbulence élevée, ou en régime laminaire
sous certaines conditions (taille, forme des particules, différentiel de masse volumique...).

» Suspension asymétrique : Le fluide n’est plus homogéne et on observe une « stratification »
de I'’écoulement avec une concentration plus élevée en particules dans la partie inférieure de
la conduite (cas de particules dont la masse volumique est plus élevée que celle du fluide
porteur). Ce régime s’observe notamment dans le cas de suspensions solides ayant une
grande diversité de taille. Ce régime est fortement dépendant de la vitesse limite de chute des
particules.

» Lit circulant et suspension asymétrique : Il s’agit d'un régime de transition ou I'on a a la fois
des particules en suspension au sein de I'écoulement (avec une concentration non
homogene), et I'apparition d’'un lit de particules dans la partie inférieure de la conduite. Ce lit
est en mouvement (« lit circulant »), mais ce mouvement est essentiellement induit par les
contacts des particules entre elle au sein du lit. Ces derniéres sont simplement entrainées,
dans leur partie supérieure, par le fluide situé au-dessus. La vitesse du lit est inférieure a celle
de la phase liquide. L'interface est généralement constituée de petites « dunes» de
particules.

» Lit circulant : Ce régime est remarqué lorsque les particules ne sont présentes que dans le lit
circulant. On observera ce phénoméne, par exemple, avec de faibles débits pour lesquels les
particules auront toutes sédimenté. La vitesse de déplacement du lit sera de plus en plus
faible par rapport a la vitesse du fluide. Si la vitesse de déplacement est trop faible et la

pression amont est insuffisante, I'écoulement sera alors bloqué.

b. Viscosité des suspensions

Lorsque la suspension peut étre considérée comme homogene au sein de I'écoulement, il est possible
d’estimer la viscosité de cette suspension a partir des caractéristiques de ses constituants. Un grand

nombre de travaux ont été réalisés sur le sujet, et nous allons présenter les principaux en allant du
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comportement le plus simple, pour les suspensions diluées, au plus complexe dans le cas des

suspensions concentrées.

I. Suspensions diluées ou semi-diluées

Aux tres faibles valeurs de fractions volumiques, la distance moyenne entre particules est grande
comparée a leur rayon. Les particules peuvent se déplacer liborement a travers le milieu sous l'action
des forces browniennes, sans perturbation induite par les particules voisines. On parlera de
suspension diluée. En milieu dilué, la suspension reste newtonienne et sa viscosité est donnée par la

relation d’Einstein (premier ordre de ¢) décrite par 'Equation 57 :

n=n, fL+k, Cp)

Equation 57 : Relation d'Einstein a l'ordre 1 en @

S'’il n'existe aucune force inter-particulaire spécifique, la relation d’Einstein peut s'appliquer jusqu'a
des fractions volumiques de quelques pourcents. Toutefois, il existe trés souvent, notamment dans les
suspensions d'intérét industriel, des interactions entre particules, y compris pour de tres faibles
concentrations. Ces interactions peuvent modifier de fagcon drastique le comportement et rendre la
relation d’Einstein totalement inappropriée. Des exemples bien connus sont fournis par les
suspensions d’argile (laponite, bentonite,...) pour lesquelles des comportements non newtoniens trés
marqués (fort seuil d’écoulement, thixotropie) peuvent étre observés avec des fractions volumiques
inférieures a 0.01. La relation d’Einstein, ainsi que les modéles que nous présenterons ensuite pour
les suspensions semi-diluées et concentrées, ne doivent donc étre utilisés qu’en toute connaissance

de cause.

Dans I'Equation 57, k, est un facteur de forme. Dans le cas de particules sphériques, k; =2.5
(Einstein, 1906).

Pour des particules ellipsoides allongées ou aplaties, k; sera supérieur a 2.5. Lorsque les particules
ne sont plus sphériques (petits batonnets ou petits disques) et de volume V, (volume de la particule),
la perturbation hydrodynamique s’étend sur un volume plus grand que celui associé a une particule
sphérique de méme volume. La suspension se comporte alors comme une suspension de sphéres
fictives ayant un volume effectif V' = (k:/2.5)V, supérieur au volume réel de la particule V,. Ce volume
effectif V,' est souvent interprété comme étant le volume de la particule, augmenté d'un certain
volume de fluide, entrainé avec la particule dans son mouvement de rotation d0 a la vorticité de

I'écoulement.

Pour les particules non rigides de type gouttelette, I'équation de Taylor permet une évaluation de la
viscosité dynamique si le cisaillement subit par la gouttelette est trés faible et/ou la tension interfaciale
est trés grande. Dans ce cas, les gouttelettes auront une forme sphérique. Dans ce cas, un coefficient
de forme k; a été déterminé (Taylor, 1932). Celui-ci permet I'expression de la viscosité dynamique en

prenant en compte I'écoulement visqueux a l'intérieur des gouttelettes (Equation 58).
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Equation 58 : Equation de Taylor

L'équation de Taylor integre le terme A = np/ng, représentant le rapport de la viscosité dynamique du
liquide dispersé np par la viscosité dynamique de la phase continue ne.

Au fur et a mesure de l'augmentation de la fraction volumique d’une suspension, les perturbations de
I'écoulement engendrées par la présence d’une particule vont influencer le mouvement des particules
voisines. Les interactions hydrodynamiques, ainsi que la probabilit¢ de collision entre particules,
deviennent importantes. On parlera alors de suspension semi-diluée. En introduisant un terme du
second ordre en @ dans I'équation d’Einstein (Equation 57), on peut espérer élargir le domaine de

validité de cette relation (Equation 59):

n=n, fl+k, G+k, @)

Equation 59 : Relation d'Einstein & l'ordre 2en @

Les différents travaux publiés sur le sujet conduisent, suivant les phénomeénes pris en compte et les
hypothéses faites, a des valeurs de k, assez différentes. Dans le cas de I'étude de suspensions de
particules sphériques, Batchelor et ses collaborateurs ont pu retrouver le facteur de forme k; = 2.5
(Batchelor, 1977). Avec la prise en compte du cisaillement issu des interactions hydrodynamiques
entre deux sphéres, Batchelor et Green arrivent & une valeur k, égale a 5.2, soit 'Equation 60
(Batchelor and Green, 1972). Un nouveau calcul incluant I'action des effets browniens conduit a 6.2
(Batchelor, 1977) :

n=n. fi+250+6.24)

Equation 60 : Relation de Batchelor

En prenant en compte la totalit¢ des interactions hydrodynamiques d'un nombre arbitraire de
particules sphériques présentes dans la suspension, et moyennant quelques hypothéses, Beenakker
propose une constante k, égale a 4.84 (Beenakker, 1984). Un certains nombre de travaux
expérimentaux ont également été menés et ils conduisent a des valeurs de k, comprises entre 5 et 15
(Barnes et al., 1989). Donc, si la relation de Batchelor reste 'une des plus connues, il apparait que
ces relations au second ordre ne sont pas d'un grand secours pour décrire le comportement de

suspensions semi-diluées.

Dans le cas de particules non sphériques, le facteur de forme k; doit étre modifié. Contrairement a des
particules sphériques, il est nécessaire d’intégrer I'impact de l'orientation des particules dans
'expression de la viscosité dynamique. En effet, les particules engendrent des perturbations
hydrodynamiques dépendant de leur orientation. En négligeant les effets browniens, Jeffery a montré
que les particules effectuent une rotation périodique quelle que soit leur orientation (Jeffery, 1922). En

considérant des suspensions d’ellipsoides avec un rapport d’axe nommé s, il est possible de
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considérer n'importe quel type de suspension par I'utilisation d’'un rapport d’axe équivalent (Goldsmith
and Mason, 1967). L'expression du nombre de Péclet permet d’informer de la contribution de la

convection par rapport a la diffusion par rotation (Equation 61).

v

rot

Pe, =

rot

Equation 61 : Nombre de Péclet pour la diffusion par rotation

Ainsi, I'intégration du rapport d’axe s et du nombre de Péclet permet d’exprimer la relation d’Einstein a
l'ordre 1 en ¢ (Equation 57) en considérant la superposition des perturbations hydrodynamiques

individuelles subit par chaque particule, et présenté dans I'Equation 62.

n= rlF Eﬁl-'-kh (S'Perot)ljp]

Equation 62 : Viscosité dynamique de particule de forme quelconque

ii. Suspensions concentrées

Pour des valeurs élevées de fraction volumique, le mouvement de chaque particule est géné par la
présence de ses voisines. Les particules ne peuvent que diffuser lentement dans le milieu. Dans le
cas de particules sphériques, monodisperses et rigides, soumises uniquement a des interactions
hydrodynamiques, une transition équivalente a une transition vitreuse a lieu lorsque la fraction
volumique atteint la valeur @z = 0.58 (Van Megen and Underwood, 1994). A ce niveau de
concentration, chaque particule est confinée dans une cage transitoire formée par ses plus proches
voisines. A ce stade, la relaxation de la structure n’est plus possible (Meeker et al., 1997; Phan et al.,
1996). Dans le cas ou la fraction volumique de la suspension est supérieure a ¢, seul un mouvement
vibratoire reste possible pour chaque particule, jusqu'a atteindre la valeur de I'empilement dense
aléatoire pour @rcp = 0.637 (Segre et al., 1995). La concentration de la suspension peut encore

augmenter jusqu’a atteindre la valeur limite de I'arrangement cubique a faces centrées @-cc = 0.74.

Pour un cisaillement nul, Brady a montré que lorsque la fraction volumique ¢ de la suspension était
proche de @y (lui-méme voisin de @rep), il €n résulte un comportement suivant 'Equation 63 (Brady,
1993) :

no(cp)f-(l—&j_z

(pm ax

Equation 63 : Viscosité dynamique & cisaillement nul ( @—@ax)
De plus, si il existe des forces inter-particulaires, Brady a montré que ses résultats ne changent pas si

la portée b de ces forces est comparable a la taille a des particules. Si b >> a, la forme de 'Equation

63 est maintenue, mais son exposant sera égal a -1.
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Si un faible ajout de particules est effectué a une suspension (n’entrainant qu'une trés faible
augmentation de la fraction volumique d¢), Arrhénius appliqua la relation d’Einstein sous forme

différentielle permettant d’aboutir a la relation suivant 'Equation 64 (Arrhenius, 1917) :

n =n, explk. )
Equation 64 : Loi d'Arrhénius

La modification de la loi d’Arrhénius (Equation 64) effectuée par Brinkman prend en compte I'effet
d’encombrement ou les particules ajoutées ne disposent que de I'espace (1-¢) par unité de volume.
En considérant l'ajout d'une particule au volume de suspension, Brinkman réutilisa la forme

différentielle de la relation d’Einstein pour aboutir & 'Equation 65 (Brinkman, 1952) :

n=n. fi-¢*

Equation 65 : Relation de Brinkman

Néanmoins, la relation de Brinkman diverge pour @ =1 au lieu de @ = @ax.

Mooney souhaita ne pas recourir a la relation d’Einstein afin d’exprimer la viscosité dynamique d’'une
suspension a concentration ¢@ comme une fonction universelle. Il introduisit un facteur
d’encombrement Ay (A dans le cas de suspensions monodisperses) dans ses expressions pour
obtenir 'Equation 66 (Mooney, 1951) :

k
ren o o2

Equation 66 : Equation de Mooney (solution monodisperse)

Cependant, cette relation repose sur le facteur de forme kg, qui est fixé dans la limite d'utilisation de la
relation d’Einstein (¢ << 1).

Krieger et Dougherty reprirent le calcul développé par Brinkman pour le réajuster et finaliser la relation
afin d’aboutir a 'Equation 67 (Krieger, 1972).

«,
n=n. fi-Ac»
Equation 67 : Equation de Krieger

Comme pour I'équation de Mooney (Equation 66), la constante kg est fixée par la limite & ¢ << 1.

L’équation de Krieger (Equation 67) est plus souvent écrite sous la forme de 'Equation 68.

n=n. Eﬁl-(pi) ot q=|[n]Cp,,

max

Equation 68 : Equation de Krieger (forme générale)
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Ball et Richmond (Ball and Richmond, 1980) ont directement écrit la loi d’Einstein (Equation 57) sous
la forme différentielle en ajoutant, par rapport au modeéle d’Arrhénius (Equation 64), un terme
contenant un facteur d’encombrement A, précédemment introduit par Mooney (Equation 66). Leur

modéle est présenté par 'Equation 69.

n=n, Eﬁ1+kg Edp+%kg k. +AS)E¢PZ}

Equation 69 : Expression de la viscosité dynamique par Ball et Richmond

Tout comme Batchelor et Green, Ball et Richmond n’ont pas fait intervenir les effets browniens dans
leurs études. L'identification du terme a l'ordre 2 en @ au terme obtenu par Batchelor et Green (k, =
5.2) leur a permis de déterminer le facteur d’'encombrement A, trés voisin de 5/3, et donc une viscosité
divergente pour @ax = 1/A¢ = 0.6.

Bedeaux, en utilisant la théorie des milieux effectifs, a pu aboutir a I'expression de 'Equation 70 sous
condition que la suspension soit constituée de particules sphériques solides dans un matériau de

viscosité n—c (Bedeaux, 1983).

_on 5 5\ _,
n= ONe| 1+ Cp+| = | T +...
5 2 2
1_E(p

Equation 70 : Expression de la viscosité dynamique par Bedeaux

La premiere forme de I'expression de Bedeaux est alors bien vérifiée pour une gamme de fractions
volumiques @ contenue dans l'intervalle 0 < ¢ < 0.3, domaine plus large que celui de Batchelor, pour

lequel le coefficient a I'ordre 2 en ¢ est proche de celui de Bedeaux (Equation 70).

2. Suspensions liquide-gaz

L'étude d'une suspension liquide-gaz, a une échelle macroscopique, ne reléve pas de simples
modeles généraux. Afin d'obtenir des informations sur ces écoulements, il est généralement
nécessaire d'opter pour une approche par modélisation. Malgré tout, les modéles obtenus sont
généralement trés sensibles, et difficilement généralisables a différents types d’écoulements. Des
nombres adimensionnels spécifiques sont utilisés pour analyser ces écoulements.

En conduite horizontale, les suspensions liquide-gaz relévent de quatre groupes différents, illustrés
par la Figure 20.
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Ecoulements stratifiés Ecoulements annulaires
Ecoulements a bulles Ecoulements intermittents
ou a poches et bouchons
Gaz
[ Liquide

Figure 20 : Les différents régimes d'écoulement de suspension liquide-gaz en conduite

horizontale

» Ecoulements stratifiés : A faible flux de gaz, I'interface se présente sous la forme d'une
surface continue séparant les deux phases. Sa morphologie est alors controlée par les forces
d’inertie, de gravité et la tension superficielle. Les forces d'inertie vont déformer la surface
liquide en créant des vagues. Les forces de gravité et de tension superficielle vont agir de
maniére a maintenir l'interface plane. Cet écoulement est dit « a phases séparées ».

» Ecoulements annulaires : Lorsque le flux de gaz augmente, il existe un régime pour lequel les
forces d'inertie sont largement prépondérantes vis-a-vis de la gravité. Tout en restant
continue, l'interface se courbe progressivement ; le liquide mouille complétement la paroi,
comme si la force de gravité devenait négligeable. La phase liquide forme alors un film
annulaire autour du noyau de gaz. Cet écoulement fait également partie des écoulements a
phases séparées.

» Ecoulements a bulles : A fort débit de liquide, le gaz est dispersé sous la forme de bulles.
Sous l'action de la gravité, ces bulles se stratifient partiellement au sommet de la conduite.
Avec l'augmentation des forces d'inertie, cette stratification diminue. Cet écoulement
appartient aux écoulements dispersés.

» Ecoulements intermittents (ou a poches et bouchons) : La morphologie de l'interface pour des
flux de liquide et de gaz intermittents est plus complexe. L'écoulement est constitué d’une
séquence de poches de gaz semblant flotter sur un film de liquide. Ces poches sont séparées
par des bouchons de liquide contenant de petites bulles. Cet écoulement est une

configuration mixte faite d’'une succession d’écoulements a bulles et d’écoulements stratifié.
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Il. LES MESURES PHYSIQUES DANS LES CULTURES

Les microorganismes sont utilisés au niveau industriel dans de multiples productions de molécules

d’'intérét, comme le Tableau 1 l'illustre ci-dessous :

Catégories chimiques

Catégories fonctionnelles

Alcaloides

Acides aminés

Antibiotiques
Arbmes

Carbohydrates Médicaments (hors antibiotiques)
Esters Enzymes
Lipides Flaveurs
Acides nucléiques Exhausteurs de godt
Acides organiques et alcools Hormones
Peptides Pesticides
Protéines Pigments et colorants
Surfactants
Vitamines
Polymeéres

Tableau 1 : Substances synthétisées par les microorganismes

Parmi les productions ou transformations de matrices faisant intervenir des cellules (et plus
particulierement des microorganismes), certaines propriétés physiques peuvent se modifier. Ces
changements peuvent avoir un impact considérable au niveau des performances du bioprocédé ou de
la qualité de la production souhaitée.

Dans cette partie, nous développerons les études dans lesquelles les propriétés physiques ont été
investiguées. Dans un premier temps, nous nous attarderons sur les productions de métabolites. Nous
poursuivrons ensuite sur les études a transformation spécifique de matrice. Enfin, nous terminerons
sur des travaux ayant une démarche se rapprochant de notre étude.

A. Production de métabolites

De maniere générale, les études sur les propriétés physiques sont principalement axées sur la
rhéologie. Le comportement rhéologique d'une suspension/solution de micro-organismes et des
produits qu'ils excrétent, dépend de la concentration, de la taille, de la forme et de la déformabilité des
micro-organismes. Quant aux polymeéres excrétés, ils peuvent également étre responsables de
modifications importantes de la rhéologie, celles-ci dépendant de multiples facteurs tels que la

concentration, la masse molaire, la polydispersité, le degré de ramification...etc.

1. Polysaccharide exo-cellulaire

Les productions de polysaccharides exo-cellulaires, appelées souvent EPS (exopolysaccharide), sont
étudiées au niveau rhéologique car le pouvoir viscogéne de ces molécules est important, méme pour

de faibles concentrations. C’est donc une propriété qui va intervenir de facon forte sur les conditions
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hydrodynamiques de la culture. Ces molécules trouvent des applications dans le secteur industriel
(Survase et al., 2007; Yun and Park, 2003), ou leurs propriétés physiques, et donc les propriétés
rhéologiques qui en découlent, peuvent étre modulées en jouant sur le temps et les conditions de
culture (Bueno and Garcia-Cruz, 2001) ou en modifiant la salinité du milieu de culture (Aranda-
Selverio et al., 2010; Bueno and Garcia-Cruz, 2001). Ainsi Shene et ses collaborateurs ont pu se
rendre compte que la vitesse de croissance de Streptococcus thermophilus, et plus généralement les
conditions de cultures, peuvent introduire des modifications sur le type de polysaccharide exo-
cellulaire produit. Si la bactérie a un taux de croissance élevé, elle produit des exopolysaccharides de
haut poids moléculaire (Shene et al., 2008). Cette famille de molécule est également utilisée pour
moduler la texture de certains aliments lactés (Folkenberg et al., 2006). Elles sont également parfois
thermodépendantes (Cruz et al.,, 2011), voir thermosensibles, ce qui nécessite de trouver des
solutions alternatives a la stérilisation par haute température lorsque celle-ci est nécessaire
(Rederstorff et al.,, 2011). Le comportement rhéologique observé passe généralement d'un
comportement newtonien a un comportement rhéofluidifiant (Aranda-Selverio et al., 2010; Bueno and
Garcia-Cruz, 2001) avec parfois un caractere viscoélastique (Folkenberg et al., 2006; Lapasin et al.,
1992a). La contribution de la présence physique des cellules n’explique pas les importants
changements de viscosité. Seule la présence d'exopolysaccharides permet parfois d'expliquer le
comportement rhéologique observé (Leduy et al., 1974).

Certaines de ces molécules, généralement regroupées en fonction du microorganisme producteur, ont
été plus largement caractérisées. Le xanthane produit par la bactérie Xanthomonas campestris reste
le plus rencontré. Il est utilisé comme additif alimentaire sous le code E415. Comme pour les
précédents exopolysaccharides, le xanthane confere un comportement rhéofluidifiant en solution, et
méme un caractére viscoélastique pour des concentrations élevées (a partir 10 g I'*, voire parfois pour
des concentrations moindres). Il présente en outre une thermodépendance pouvant aboutir a diverses
dénaturations / renaturations du biopolymére (Capron et al., 1998). Pour les souches testées dans
I'étude de Borges, ce hiopolymére est un polyoside constitué de glucose, rhamnose, mannose et
acide glucuronique (Borges and Vendruscolo, 2007). Borges note également I'absence de rhamnose
dans le xanthane commercial. En fonction des conditions opératoires de production, la composition de
ce biopolymére peut varier (Casas et al., 2000), et créer des complexes intermoléculaires du type
xanthane-protéine (Noik et al., 1992).

La production de ce polymére peut étre effectuée en utilisant des sources de carbone alternatives.
L'une d'elles est présentée dans I'étude de Druzian avec l'utilisation de résidus de jus de pomme
(Druzian and Pagliarini, 2007). L'équipe de Nery propose une solution utilisant le lactosérum de la
mozzarella comme source de carbone de la culture (Nery et al., 2008). Enfin, Zhang s’est intéressé
aux possibilités de production utilisant un substrat mixte contenant a la fois des C6 (glucose) et C5
(xylose) issus de I'hydrolyse de la lignocellulose (Zhang and Chen, 2010).

Dans un cadre de production de xanthane, différentes équipes ont travaillé sur les probléemes liés aux
transferts de matiére dans le milieu de culture (Borges et al., 2008; Zhao et al., 1994), pour le transfert
de dioxygene, et Amanullah et al. (Amanullah et al., 1998) pour le transfert de chaleur avec une étude

basée sur le suivi de la régulation de la température du bioréacteur. Ces perturbations sont des

55



conséquences directes de l'augmentation de la concentration en xanthane dans le bioréacteur, qui
impacte directement la viscosité dynamique du mo(t.

D’autres exopolysaccharides portant des dénominations spécifiques ont également été étudiés. Leurs
propriétés sont proches de celles du xanthane. Nous pouvons noter le cas de la production de
dextrane par Leuconostoc mesenteroides (Landon et al., 1993; Veljkovic et al., 1988), d'alginate par
Azotobacter vinelandii (Pena et al., 2007), de lactane par Rahnella aquatilis (Pintado et al., 1998), de
pullulane par Aureobasidium pullulans (Roukas, 1999) et de biopolymere tel que le PGA (poly[acide
glutamique]) produit Bacillus subtilis (Richard and Margaritis, 2003).

Il faut également signaler que le changement de rhéologie du moQt peut aussi étre un indicateur du
stress cellulaire. Ainsi, dans le cadre d’'une culture de cellules végétales, Rodriguez-Monroy et Galindo
ont remarqué qu'une libération de molécules viscogenes exocellulaires était effectuée lors d’'une
culture de Beta vulgaris. Dans leurs cas, le changement de rhéologie du modQt était produit par une
accumulation extracellulaire d’arabinogalactoproteines et de polysaccharides, conséquence d’'un
stress d’origine hydrodynamique créé lors de la culture en réacteur (Rodriguez-Monroy and Galindo
1999).

2. Enzymes et protéines

Les études rencontrées dans le cadre de productions d’enzymes sont effectuées généralement sur
des champignons filamenteux. Nous reviendrons sur les aspects de polymorphisme dans les
prochains paragraphes.

Dans ce cadre, la croissance et la production d’enzymes sont confrontées a de fortes modifications
des transferts pendant les différents stades de cultures. Ces variations sont accentuées si le substrat
utilisé est solide pendant la culture (Marten et al., 1996; Marten et al., 1995; Vaz Rossell et al., 1976).
Les modifications de viscosité et de morphologie peuvent étre induites par de multiples facteurs. La
méthode d’'apport en substrat peut en étre une cause comme le montre I'étude de Bhargava sur une
production d’enzyme recombinante (Bhargava et al., 2005).

L’environnement chimique tel que le type de milieu utilisé (Gogus et al., 2006), le type de substrat
(Wang and Webb, 1995) ou la présence de certaines espéces chimiques (Huang et al., 2011; Yun et
al., 2009) peut également avoir un impact sur la viscosité de modts impliquant des enzymes.
Néanmoins, les contributions physico-chimiques et physiques sont également importantes, comme le
témoigne I'étude de I'équipe d’Oncul sur I'effet du pH, de la vitesse d’agitation et de la concentration
en dioxygéne dissous sur une production de polygalacturonase par Aspergillus sojae. (Oncul et al.,
2007).

Ces productions sont spécifiques et par conséquent, des modéles ont pu étre proposés pour relier
biomasse et propriétés rhéologiques (Queiroz et al., 1997).

Dans le cas d’'une production intracellulaire, le suivi de la viscosité peut également permettre un suivi
direct de la production d’enzyme. Ainsi Ghildyal et ses collaborateurs ont pu mettre en oeuvre cette
approche avec une production intracellulaire de glucose isomérase par Streptomyces fradiae (Ghildyal
et al., 1987).
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3. Molécules d'intérét

Les modifications des propriétés rhéologiques de milieux de culture ont été abordées pour de
multiples cultures en environnements contrélés. Généralement, comme cela a été signalé dans le
paragraphe Il.LA.2 Enzymes et protéines, le changement des propriétés rhéologiques est
généralement attribué a des modifications morphologiques extrémes que nous aborderons plus tard.
La majorité des études qui traitent des productions spécifiques de métabolites avec modification des
propriétés rhéologiques, est effectuée avec des champignons filamenteux. Il s’agit souvent de
production de substances médicamenteuses. Les molécules antibiotiques produites par voie
biotechnologique sont un excellent exemple de procédés ou la production est impactée par des
modifications rhéologiques du modt (Gavrilescu and Roman, 1994; Gavrilescu and Tudose, 1998;
Gehrig et al., 1998; Karsheva et al., 1997). Nous pouvons citer les travaux de Gomes et de Lim sur la
production de cephalosporine C (antibiotique) par Cephalosporium acremonium (Gomes et al., 1997;
Lim et al., 2002), ainsi que le travail de Mishra sur le méme type de production, en utilisant également
C. acremonium® (Mishra et al., 2005). La production de pneumocandin BO (antifongique) est
également un sujet traité par I'équipe de Pollard avec la culture de Glarea lozoyensis (Pollard et al.,
2002). Des études sur la production de lovastatine (médicament contre I'hypercholestérolémie) sont
également touchées par des modifications morphologiques du microorganisme producteur. Citons
également les travaux de Gupta et de Lopez sur la souche Aspergillus niger (Casas Lopez et al.,
2005; Gupta et al., 2007), et le travail de I'équipe de Porcel avec la souche Aspergillus terreus (Porcel
et al., 2006). Enfin, nous pouvons noter le cas des productions d’acide gibberillique (phytohormone)
par Gibberella fujikuroi (Chavez-Parga et al., 2007), de pigments rouges par Paecilomyces sinclairii
(Cho et al.,, 2002) et de penicilline par Penicillium chrysogenum (Jisten et al., 1998) ou les
changements hydrodynamiques et rhéologiques impactent les différentes productions.

Les bactéries, comme les champignons précédemment présentés, sont des microorganismes pour
lesquels d’'importantes modifications morphologiques peuvent étre observées. Les études effectuées
sur Streptomyces en sont une bonne représentation. Nous pouvons citer les travaux de I'équipe de
Gouveia dans le cadre d'une production d'acide clavulanique (inhibiteur enzymatique administré avec
certaines pénicillines pour étendre leur spectre d’action) par Streptomyces clavuligerus (Gouveia et
al., 2000) et de Vlaez et ses collaborateurs sur la production de tylosine (antifongique) par
Streptomyces fradiae (Vlaev et al., 1995).

Les microorganismes ne sont pas les seuls types de cellules rencontrées en culture pour lesquels les
modifications des propriétés physiques du moQt ont été étudiées. Dans le cadre de I'utilisation de
cellules végétales, les molécules produites sont des métabolites secondaires. Lors de I'étude sur une
production d’'alcanoide tropanique, Ballica et Ryu ont étudié des cultures de cellules de Datura
stramonium avec, pour objectif, 'amélioration des performances du bioprocédé (Ballica and Ryu,
1993; Ballica and Ryu, 1994; Ballica et al., 1992). Dans I'étude de Zhong et Yoshida, un seuil de
concentration situé a 5 gmatiere seche I a pu étre mis en évidence avant une réelle augmentation de la
viscosité dynamique du mo(t dans le cas d’'une culture de Perilla frutescens. Il est également précisé

que les propriétés rhéologiques obtenues ne dépendent pas de la taille des agrégats cellulaires, celle-

! Nom usuel dans la publication : Acremonium chrysogenum
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ci étant comprise entre 74 et 500 um. Les auteurs montrent en outre que, méme si la concentration en
matiére séche diminue aprés I'étape de croissance, la viscosité dynamique du milieu continue a
augmenter a cause de I'augmentation du volume cellulaire individuel (Zhong and Yoshida, 1994).

B. Transformation de matrice

1. Industrie Agroalimentaire

On peut répertorier un assez grand nombre d’études relatives a I'utilisation de microorganismes dans
la transformation de matrices alimentaires. Celles-ci peuvent étre assez variées mais il existe
néanmoins trois catégories largement représentées : les matrices a base de lait, celles a base de
végétaux (fruits et légumes) et enfin celles a base de levain (pate a pain ou a gateaux). Le
comportement rhéologique de ces matrices est étudié afin d’améliorer la productivité sur des procédés
de production spécifiques (amélioration des transferts par un meilleur contréle de I'hydrodynamique),
ou encore pour analyser les interactions spécifiques d’'un microorganisme avec certains constituants.
Dans le cas de matrices laitieres, I'étude peut par exemple étre axée sur des laits particuliers issus de
producteurs spécifiques tel que des dromadaires (Attia et al.,, 2001). Citons également Ayala-
Hernandez et ses collaborateurs pour leur étude sur les interactions microorganismes / constituants
du lait (Ayala-Hernandez et al., 2008). Parmi les travaux portant sur des procédés de production
spécifiques, nous citerons les études sur la fabrication de fromages blancs (Castillo et al., 2006), de
yaourts (Damin et al., 2008; Haque et al., 2001; Hassan et al., 1996; Hassan et al., 2003; Jumah et al.,
2001; Niki and Motoshima, 2006; Penna et al., 2006; Rohm and Kovac, 1995; Sodini et al., 2005), de
mozzarella (Dave et al., 2003), de lait fermenté (Guizani et al., 2001; Kristo et al., 2003; Meriem et al.,
2010; Ozdemir and Kilic, 2004; Torre et al., 2003), de teleme (Pappa et al., 2007) ou de cheddar
(Tunick et al., 2003).

Les suspensions de fruits sont également étudiées pour leurs propriétés rhéologiques, comme le
montre I'étude de Den Ouden sur des concentrés de tomates (Den Ouden and Van Vliet, 2002), ou
sur le développement d’'un systeme de détermination en ligne du comportement rhéologique d’'une
suspension de débris de tomates par vélocimétrie ultrasonore a effet doppler (Dogan et al., 2002). La
viande elle-méme a fait I'objet d’études de propriétés rhéologiques (Barbut, 2005).

Enfin, derniére grande famille de matrices alimentaires, on peut répertorier un grand nombre de
travaux sur des produits a base de pate a pain ou a gateau. L'influence du levain (Angioloni et al.,
2006; Clarke et al., 2002) ou de la péate elle-méme (Wehrle and Arendt, 1998; White et al., 2008) sont
des parametres souvent étudiés, ainsi que l'impact des conditions de mélange et/ou malaxage
(Connelly and Mclintier, 2008). Les effets du temps et des conditions d’acidification de la pate ont
également été étudiés (Clarke et al., 2004). Certains travaux proposent méme des appareillages
spécifiques (rhéofermenteur) pour I'obtention des données pour I'analyse de péte a pain (Huang et al.,
2008; Huiyan et al.,, 2010; Zhu et al., 2010). Dans le cadre de lutilisation d’'un rhéofermenteur,
'analyse des résultats peut s’effectuer par régression linéaire multiple, afin de mieux appréhender les
multiples parameétres, avec la mise en place préalable d’'un plan d’expérience (Huang et al., 2008; Kim
et al., 2008). Afin de pouvoir investiguer les propriétés rhéologiques, de nouveaux instruments sont
mis en place comme un outil utilisant des ultrasons développé par Lee et ses collaborateurs (Lee et
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al., 2004; Mert, 2008; Skaf et al., 2009). L'étude de la rhéologie des pates est également utilisée pour
la confection de biscuits a la creme (Oliver and Brock, 1997), de nouilles (Yuan et al., 2008) ou pour

I'impact de certains constituants spécifiques comme le gluten (Schober et al., 2007).

2. Traitement d'effluents

La rhéologie joue également un rdle dans le traitement des effluents et elle est analysée pour
améliorer I'efficacité d’'un procédé. L'étude de ces boues peut étre abordée de différentes facons.
Dans la majorité des cas, I'effluent est étudié dans sa globalité (Barbot et al., 2010; Hasar et al., 2004;
Jin et al., 2005; Khongnakorn et al., 2007; Laera et al., 2007; Pevere et al., 2010; Pevere et al., 2007,
Pollice et al., 2006; Seyssiecq et al., 2008; Van Kaam et al., 2006; Wu et al., 2007). Cependant, il peut
également étre étudié sur un usage particulier, en tant que base de culture d’un seul microorganisme
(Brar et al., 2007; Verma et al.,, 2007) ou encore comme une suspension spécifique de particules
(Dasari and Berson, 2007).

Dans le cas d'une approche globale, beaucoup d’auteurs travaillent sur l'utilisation des bioréacteurs a
membranes et sur les problémes d’encrassements observés pendant leur utilisation (Khongnakorn et
al., 2007; Wu et al., 2007). L'approche rhéologique permet également une description des propriétés
physico-chimiques de la boue (Pevere et al., 2007). Dans ce genre de matrices, la rétention solide
apparait comme un parameétre important qui doit étre pris en considération (Laera et al., 2007; Pollice
et al., 2006).

Certains auteurs se sont intéressés au développement d’outils permettant de caractériser in-situ ces
milieux spécifiques. Une premiére solution proposée par Greenwood est la mise en place d'un
systeme utilisant la réflexion d'ultrasons sur une interface solide-liquide, afin de retrouver la viscosité
du milieu par une analyse des ondes (Greenwood and Bamberger, 2002). L'équipe de Seyssiecq et
Barbot propose l'utilisation d'un bioréacteur doté d'un double ruban pour systéme d’agitation sur
lequel une mesure du couple est effectuée. Ainsi, a partir de la géométrie du systéme, il est possible
d’obtenir la viscosité in situ du milieu sous différentes conditions d’agitation (Barbot et al., 2010;
Seyssiecq et al., 2008).

C. Cultures axéniques
1. Biomasse

a. Suspensions cellulaires

La rhéologie des suspensions cellulaires est trés fortement dépendante du type de cellule. En effet,
les tailles caractéristiques et les morphologies d'un microorganisme ovoide, d'un champignon
filamenteux ou d'une cellule animale sont totalement différentes, engendrant des maodifications
considérables des propriétés rhéologiques.

Dans le cas de suspension de microorganismes, Al-Asheh et ses collaborateurs ont comparé les
caractéristiques rhéologiques d’'une suspension de Pseudomonas aeruginosa et d’'une suspension de
Bacillus cereus. lls observent un comportement rhéofluidifiant pour la suspension de Pseudomonas

aeruginosa, et un comportement rhéoépaississant pour la suspension de Bacillus cereus. De plus, ils
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statuent sur un comportement rhéopectique des suspensions pour un cisaillement constant (Al-Asheh
et al.,, 2002) ce qui est surprenant au regard du reste de la littérature. Pour des suspensions de
Escherichia coli reconstituées, Toda et ses collaborateurs notent un comportement viscoélastique de
'ensemble des suspensions, quelle que soit la concentration testée, jusqu'a 200 g I* (Toda et al.,
1998).

Ballica et ses collaborateurs se sont intéressés aux cellules végétales de Datura stramonium. Leur
objectif est d'apporter des éléments de réponse sur les propriétés rhéologiques de ces suspensions
afin de pouvoir mieux appréhender les conditions opératoires d’un procédé de production d’alcanoide
tropanique. Ainsi, ils ont pu montrer que les suspensions de cellules ont un caractére élastique, tant
que celles-ci peuvent supporter la déformation. Lorsque le point de non retour est atteint, les cellules
subissent une déformation plastique irréversible causée par leur propre lyse. De plus, ils observent un
caractére rhéofluidifiant de la suspension (Ballica and Ryu, 1993; Ballica et al., 1992). Ce caractere
rhéofluidifiant a aussi été remarqué par Curtis sur certaines cultures de cellules végétales de forme
allongée (Curtis and Emery, 1993), ainsi que par Trejo-Tapia et ses collaborateurs sur des cultures de
Solanum chrysotrichum avec des formations d'agrégats (Trejo-Tapia et al., 2001). Pour Wu et Shi, un
caractére non newtonien apparait au-dela d'une concentration de 150 g I pour des cultures de
Chlorella pyrenoidosa, le milieu conservant un caractére newtonien en-dessous de cette valeur avec
toutefois une nette augmentation de la viscosité jusqu’a environ 40 mPa s (Wu and Shi, 2008). Enfin,
Zhong et ses collaborateurs remarquent que pour une culture de Perilla frutescens, la concentration
en cellules impacte la viscosité a partir de 5gI*, et que celle-ci augmente nettement & partir de
128 ¢ I", montrant alors les caractéristiques d'un fluide de Bingham (Zhong et al., 1992).

L'équipe de Chen a remarqué, sur des cultures de Haematococcus lacustris, que I'activité cellulaire
avait un impact sur la viscosité mesurée. Lors de cultures mixotrophiquesl de cette algue en condition
de croissance, le seuil de concentration en biomasse a été identifié & 25 g I'* avant que la viscosité
dynamique ne soit impactée. En culture hétérotrophique?, le seuil de concentration n’est plus que de
6.5g I'". Au-dela de ces seuils respectifs, les suspensions ont un comportement de type fluide de
Bingham (Chen et al., 1997).

Mancini et Moresi ont reconstitué des suspensions cellulaires a partir de levures de boulanger
commerciales, et ont pu investiguer des plages de concentrations en biomasse allant de 25 a 200 g I
! Leur étude montre gue sur cette plage de concentration, la suspension conserve un caractere
newtonien (Mancini and Moresi, 2000). Cependant, dans I'étude de Malinowski, les conclusions sont
différentes pour une plage de concentration en Saccharomyces cerevisiae allant de 0 a 3459 I* et
obtenue avec un systéme de recyclage cellulaire utilisant de la microfiltration tangentielle. Dans leur
étude, un comportement rhéofluidifiant apparait a une concentration de 75g I, avec une brusque

augmentation de la viscosité dynamique & une concentration de 275 g I"* (Malinowski et al., 1987).

'la mixotrophie concerne les organismes autotrophes pour le carbone (capable de synthétiser de la
matiére organique a partir de matiére minérale comme le dioxyde de carbone). En I'absence d’énergie
(lumineuse ou chimique), ces organismes vivent comme des hétérotrophes.

% L’hétérotrophie est la nécessité pour un organisme vivant de se nourrir de constituants organiques
préexistants.
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b. Microrhéologie

Les études en microrhéologie permettent I'obtention d’informations rhéologiques au niveau cellulaire.
Cette stratégie est difficilement généralisable pour 'ensemble des cellules cultivables si celles-ci sont
en suspension. La littérature rencontrée sur ce sujet traite principalement de cellules animales.
Plusieurs méthodologies sont proposées pour pouvoir réaliser ces mesures. La premiére méthode
consiste a observer des particules greffées sur une cellule, et de soumettre les échantillons a une
sollicitation pour mettre en mouvement la particule greffée. La sollicitation peut étre un champ
magnétique dans le cas de particules magnétiques (Balland et al., 2006; Bausch et al., 1998; Trepat
et al.,, 2007) ou des mouvements induits par I'agitation thermique (Amin et al., 2007). La seconde
méthode consiste a suivre le mouvement d’objets intracellulaires (vésicules, organelles) lors d'un
cisaillement extracellulaire contrélé (Dangaria and Butler, 2007; Yamada et al., 2000).

Ces études montrent que différentes parties de la cellule interviennent sur ses propriétés physiques.
Trois parties ont pu étre identifiées. Trepat et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence que le
cytosquelette pouvait se fluidiser en fonction de la sollicitation mécanique subie par la cellule, lui
donnant ainsi une certaine souplesse (Trepat et al., 2007). L'implication du cytosquelette a pu étre
confirmée a plusieurs reprises lors de différentes études (Balland et al., 2006; Bausch et al., 1998;
Dangaria and Butler, 2007; Yamada et al., 2000). De plus, le cytoplasme (Bausch et al., 1998;
Dangaria and Butler, 2007; Yamada et al., 2000) et la membrane (Amin et al., 2007; Bausch et al.,
1998; Drochon, 2003) ont également été repérés comme intervenant dans les propriétés physiques
cellulaires.

Bausch et ses collaborateurs proposent des mesures locales des propriétés viscoélastiques de
cellules adhérentes, et soumettent ainsi I'idée d’'un découplage entre la contribution du cytosquelette,
la rigidité membranaire et la viscosité cytoplasmique pour expliquer leurs mesures. Nous pouvons voir
sur la Figure 21 un exemple de cellule sur laquelle sont greffées des particules magnétiques (points
blancs sur la Figure 21.a) accompagnées d’'une représentation schématique du complexe cellule-

particule, liant ainsi rhéologie et physiologie cellulaire (Bausch et al., 1998).

Fibronectin

e

Integrin ' ‘

b Cytoskeleton

Figure 21 : Fibroblaste d'une souris liée a des particules magnétiques (a) et schéma du
complexe particule magnétique - membrane cellulaire - cytoskelette (b) (Bausch et al., 1998)

Les microorganismes sont peu abordés par ce type de méthodologie impliquant un travail au niveau
de la cellule. Néanmoins, des approches sur I'étude de biofilm ont été trouvées, comme le montre
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I'étude de Rogers sur des biofilms de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Rogers et
al., 2008).

c. Maodifications morphologiques

Au cours d’'une culture, les cellules en suspension peuvent modifier leur forme, s’agréger, engendrant
ainsi d'importantes modifications physiques sur le moQt et modifiant considérablement ses propriétés.
La Figure 22 montre un exemple de l'étendue des modifications morphologiques pouvant étre

observées sur la souche Streptomyces olindensis.
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Figure 22 : Classification morphologique de Streptomyces olindensis  (Pamboukian and
Facciotti, 2005)

Les changements morphologiques impliquent alors des investigations spécifiques, dépendant des
objectifs de chaque étude. La mise en place de modéles basés sur I'écoulement de suspensions
solide-liquide est courante. Néanmoins, des approches statistiques existent, permettant ainsi d’obtenir
des outils de prédiction, quelle que soit la suspension considérée. Les travaux de Petersen et ses
collaborateurs sur la mise en place de modéles multivariés sont une représentation de ces outils de
prédiction (Petersen et al., 2008).

i. Cellules allongées isolées

L'investigation du comportement rhéologique de cellules végétales est importante autant au niveau de
la potentialité industrielle qu’elles représentent que des limites de mise en place de procédés, dues a
la fragilité des cellules. De plus, les résultats obtenus d’une souche a l'autre sont trés disparates, que
ce soit au niveau des applications finales envisagées, des outils utilisés pour les analyser ou encore
des suspensions utilisées (Kieran et al., 1997).

L'allongement des cellules en cours de culture semble étre un parameétre décisif sur le comportement
rhéologique final de la suspension. Dans I'étude de Curtis, les cultures de Nicotiana tabacum et

Papaver somniferum ont été particulierement investiguées. Ces auteurs montrent que le caractére
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newtonien ou non newtonien des cultures étudiées peut étre attribué a la forme des cellules. Ainsi, sur
la Figure 23, les suspensions des photos A et C présentent un caractére newtonien, alors que la
suspension de la photo B présente un caractére non newtonien. Ces conclusions ont été obtenues en
considérant des analyses viscosimétriques a concentrations en biomasses identiques, alors que la

méme souche de cellule est utilisée pour les cultures B et C (Curtis and Emery, 1993).

Figure 23 : (A) Culture en batch de  Papaver somniferum , (B) culture en batch de Nicotiana

tabacum , (C) culture en semi-continu de  Nicotiana tabacum (Curtis and Emery, 1993)

L'étude morphologique est un paramétre de plus en plus mis en avant. Dans I'étude de Trejo-Tapia et
de ses collaborateurs, le changement de forme des cellules de Solanum chrysotrichum Figure 24 est

qguantifié par le facteur de forme elliptique (ratio longueur-largeur).

50 pm

Figure 24 : Microscopie de  Solanum chrysotrichum  (x4) cultivé en bioréacteur montrant
différents facteurs de forme elliptique (EFF) pour une aire projetée constante. A gauche, EFF =
5.5 ; a droite, EFF = 1.2 (Trejo-Tapia et al., 2001)

A partir des paramétres géométriques obtenus, Trejo-Tapia et ses collaborateurs montrent que les
cellules a faible facteur de forme elliptique restent en amas, alors que les cellules allongées restent
isolées. lls soulignent la nécessité de mieux comprendre la forme des agrégats (majoritaires durant la
culture) pour mieux comprendre le comportement rhéofluidifiant de la culture (Trejo-Tapia et al.,

2001). Ainsi, Rodriguez-Monroy a pu montrer qu’'en fonction de la méthodologie de culture utilisée
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(erlen ou bioréacteur), le caractére rhéofluidifiant des cultures était déterminé par la concentration en
biomasse et la distribution de taille des agrégats, pour une forme constante de celles-ci (Rodriguez-
Monroy et al., 2004).

Or, en fonction des cellules mis en culture, la forme de celle-ci peut naturellement étre changeante.
Ces madifications ont d'ailleurs été étudiées par Herrero et ses collaborateurs dans le cadre d'un
travail sur le dimorphisme des levures Candida albicans et Yarrowia lipolytica comme modéle d’'étude
alternatif du bourgeonnement et de formation d’hyphe. Une représentation du changement de

morphologique d'Y. lipolytica est proposée sur la Figure 25.

Figure 25 : Microscopie électronique a balayage de Yarrowia lipolytica au cours de la transition

morphologique de la forme ovoide a la forme en hyphe, échelle 1 um (Herrero et al., 1999)

ii. Formation d’hyphes et d’agrégats type clump

Un grand nombre de cellules peuvent étre filamentées, voir méme former des agrégats entre elles.
Dans le cas de certains champignons (entre autres), ces spécificitts morphologiques ont une
influence sur la biosynthése de certains métabolites produits (Gupta et al., 2007). La stratégie de
culture est également un parameétre conditionnant la morphologie observée, comme cela est

représenté sur la Figure 26 pour une comparaison de culture de Cephalosporium acremonium.
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Figure 26 : Changement morphologique entre culture de Cephalosporium acremonium  en erlen

(a gauche) et en bioréacteur (a droite) (Lim et al., 2002)

Dans ces deux cas, ce champignon filamenteux évolue différemment et plus rapidement dans le
bioréacteur a cause d'un transfert d'oxygene plus élevé et d'un meilleur mélange par rapport a la
culture en erlen (Lim et al., 2002). La morphologie passe progressivement d’'un hyphe simple, a une
structure branchée, rassemblant plusieurs hyphes ramifiés, avec une épaisseur de plus en plus élevée
et la formation d'arthrospores. La formation d’'agrégat type clump (voir Figure 22) donne également
lieu a des études modélisant le comportement rhéologique par des paramétres morphologiques (Riley
et al., 2000). Cependant, la génération d'agrégats n'est pas systématique comme en témoigne I'étude
de Warren et ses collaborateurs. Dans cette étude, ils montrent sur des cultures d’actinomycetes
(Saccharopolyspora erytraea, Actinomadura roseorufa, Streptomyces rimosus) que la longueur
moyenne d’hyphe est constante au cours de I'expérimentation, allant de 15 a 25 um (Warren et al.,
1995). De plus, la source de carbone et les conditions hydrodynamiques peuvent également modifier
I'évolution morphologique des cellules. L'étude de Cho et de ses collaborateurs montre trés nettement
'impact de ces parameétres sur des cultures de Paecilomyces sinclairii. La Figure 27 illustre I'évolution

morphologique de P. sinclairii en culture batch en bioréacteur sous deux aérations différentes.
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Figure 27 : Evolution morphologique de  P. sinclairii en culture batch en bioréacteur *sous une
aération de (A) 1.5 VVM et (B) 3.5 VVM (Cho et al., 2002)

La condition d’aération A montre des hyphes avec une augmentation des branches au cours de la
culture. La condition d’aération B montre des cellules avec une augmentation du nombre de vacuoles
dans les cellules (Cho et al.,, 2002). Cet exemple souligne I'impact de la conduite de culture sur

certains microorganismes.

iii. Pellets

Les pellets sont un ensemble de cellules agencées en boulettes. Les conditions chimiques et
physiques entre Tlintérieur et I'extérieur d'un pellet sont totalement différentes. Dans cet
environnement atypique, les cellules peuvent produire des métabolites qui seraient difficiles a obtenir
par des cellules isolées. Ce phénoméne a pu étre mis en évidence lors de I'étude de Herran et de ses
collaborateurs qui ont utilisé des ultrasons pour détruire la structure en pellet d’Aspergillus terreus. La
conséguence observée a été une production de lovastatines considérablement réduite par rapport a
une culture présentant une morphologie en pellet (Herran et al., 2008).

En ce qui concerne les interactions entre la forme de ces structures et les propriétés rhéologiques du
modt, les conclusions rencontrées restent confuses. La présence de pellets ainsi que leur forme
peuvent expliquer les modifications de viscosité du milieu, comme en témoigne I'étude de Sinha et ses
collaborateurs sur une production d’exo-biopolymére par Paecilomyces japonica. Dans cette étude, la
viscosité apparente maximale est observée dés I'obtention de la biomasse maximale au troisieme jour
de culture. Elle reste stable le quatrieme jour, pour brusquement chuter le cinquiéme jour, et rester
ensuite quasiment constante jusqu'au huititme jour, malgré d'importantes modifications

morphologiques observées sur la Figure 28.

! Les nombres associés sur chaque photo correspondent au temps moyen de culture en nombre de

jours.
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Figure 28 : Changement morphologique de  Paecilomyces japonica au cours du temps (Sinha et
al., 2001)

L'apparition et la croissance de pellets ne permettent pas d’expliquer les multiples changements de
viscosité. L'étude de Choi et de ses collaborateurs montre, sur une culture de Streptomyces fradiae,
que la présence de pellets n'est pas le seul parametre expliquant la modification de la viscosité du
milieu. La forme de ces agrégats spécifiques est importante pour expliquer les changements de
propriétés du milieu. La Figure 29 illustre la forme des pellets de deux cultures de S. fradiae. Dans
cette étude, le changement de morphologie est induit par I'utilisation de différentes sources d'azote
pour chaque culture (Choi et al., 2000).

Figure 29 : Modifications morphologiques de Streptomyces fradiae induite par des sources
d’'azotes différents : (A, B) ion ammonium, (C, D) mélange acide glutamique et acide aspartique
(Choi et al., 2000)
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Dans le cas illustré sur la Figure 29, a concentration égale, la forme présentée en (C, D) montre une
viscosité plus élevée pouvant étre expliquée par la présence de filaments plus denses en
comparaison des pellets présentés en (A, B) (Choi et al., 2000).

Pour certaines souches, les changements morphologiques sont également des indicateurs de
I'environnement chimique (Ju et al., 1991) ou de la production de métabolites. L'étude de Hwang et
ses collaborateurs sur trois souches de basidomycetes Phellinus (Phellinus baumii, Phellinus gilvus,
Phellinus linteus) témoigne de cette spécificité. La Figure 30 illustre les changements morphologiques

de ces microorganismes.
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Figure 30 : Modification morphologique de trois basidomycetes Phellinus au cours d'une

production d'exopolysaccharide (Hwang et al., 2004)

Au cours de la culture de P. linteus, la concentration en biomasse reste proche de celle de P. gilvus,
avec une plus lente et plus faible productivité d’EPS. Dans le cas de P. baumii, malgré une croissance
importante et une production rapide sur les six premiers jours, la productivité d’'EPS reste seulement
légérement supérieure a P. linteus en fin de culture. Enfin, la culture de P. gilvus montre une
dynamique de croissance proche de P. linteus, avec une productivité d’EPS nettement supérieure aux
deux autres cultures (Hwang et al., 2004). La morphologie des pellets de chaque culture représentée
Figure 30 permet ainsi de discriminer par une analyse physique l'activité biologique (Gehrig et al.,
1998; Hwang et al., 2004).

Cependant, I'activité cellulaire ou la composition du milieu ne sont pas les seuls facteurs jouant sur les
modifications morphologiques. Les conditions hydrodynamiques peuvent également perturber la
morphologie des pellets (JUsten et al., 1998) ou les faire disparaitre (Pamboukian and Facciotti, 2005).
L'étude de Rodriguez Porcel le démontre et est illustrée par la Figure 31. On observe trés nettement
gue si les conditions hydrodynamiques sont intenses, cela induira un cisaillement important subi par la
cellule et les pellets observés sont alors plus petits et compacts (Rodriguez Porcel et al., 2005). Cela

correspond a une réponse adaptative du microorganisme a son milieu.
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Figure 31 : Changements morphologiques de  Aspergillus terreus pour différentes conditions
hydrodynamiques dans des configurations STR ' et FBR? (Rodriguez Porcel et al., 2005)

De plus, ces changements de forme ont un impact significatif sur la production de métabolites
d’intérét, ainsi qu’il est possible de le voir dans I'étude de Casas Lopez et ses collaborateurs sur une

production de lovastatine par Aspergillus terreus (Casas Lopez et al., 2005).

2. Caractérisations in-situ et travaux originaux

Le prélévement d’échantillon peut s’avérer un moyen d’étude non représentatif du phénoméne étudié.
Cette action peut provoquer une perturbation, voir une dénaturation de la dynamique a observer. La
caractérisation de matrice en ligne est une méthodologie permettant d’obtenir des informations
représentatives d’'un phénoméne dynamique. Elle permet de se rapprocher des conditions réelles,
engendrant une minimisation de la dénaturation du sujet d’étude, dénaturation qui aurait été
provoquée par un prélevement d’échantillon. Cependant, elle demande une mise en place

instrumentale plus spécifique, complexifiant I'approche expérimentale.

a. Matrices chimiques et alimentaires

Dans les études portant sur le comportement rhéologique lors de transformations de matrices
alimentaires, on observe parfois I'utilisation de rhéofermenteurs. Ces appareils permettent d’obtenir en
ligne des « réponses rhéologiques » spécifiques de l'obtention de la pate a pain, afin de pouvoir
étudier simultanément un spectre des parametres physicochimiques intervenant sur ce type de
matrices (Huang et al., 2008; Huiyan et al., 2010). La mesure des propriétés ultrasoniques est
également utilisée dans le cas d'un suivi in-situ de I'évolution de la fermentation de pate. Cependant,

! Stirred Tank Fermentation
2 Fluidized Bed Fermentation
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la méthodologie utilisée par Lee et ses collaborateurs est difficilement adaptable pour des échantillons
de grand volume. En effet, I'instrumentation développée consiste a contenir dans un volume défini la
pate a analyser sur laquelle des ultrasons sont envoyés par transducteur piézoélectrique (Lee et al.,
2004).

On remarque que I'utilisation d'ultrasons, pour I'analyse de matrice, est une méthodologie utilisée plus
spécifiguement pour réaliser de la vélocimétrie ultrasonore a effet Doppler (Antoine and Lebouche,
1998; Bachelet et al., 2003; Ouriev et al., 2000; Wiklund and Stading, 2008). L'approche peut étre
expérimentale, pour un objectif académique, comme [|'étude d’Antoine et ses collaborateurs sur
'écoulement de suspensions non newtoniennes (Antoine and Lebouche, 1998) ou effectuée par
modélisation en vue d'une application industrielle comme dans I'étude de Bachelet (Bachelet et al.,
2003). Il existe également des exemples d'applications industrielles utilisant cette méthodologie,
comme le démontre, entre autre, les nombreuses études de Ouriev (Dogan et al., 2002; Ouriev et al.,
2000; Ouriev et al., 2004; Ouriev et al., 2003; Ouriev and Windhab, 2002; Wiklund and Stading, 2008).
Le développement de cette méthode a permis a Greenwood de développer un outil pouvant s’adapter
a de multiples configurations industrielles (Greenwood and Bamberger, 2002).

Enfin, I'équipe de Salas-Bringas a mis en place une mesure de couple, adaptable sur une ligne de
production de nourriture animale. Ce systéme est développé sur le méme principe qu’un rhéometre, et
est adapté pour les matrices visqueuses, malgré une précision a +25 Pas pour des viscosités

dynamiques allant de 30 a 450 Pa s (Salas-Bringas et al., 2007).

b. Matrices biologiques

Les matrices biologiques rassemblent les milieux issus du traitement d'effluents et les cultures pures
de microorganismes.

Sur des matrices issues du traitement d'effluents, Akroyd et Nguyen ont mis en place un systéme
d’évaluation en ligne de la viscosité par I'installation d’'une boucle de recirculation sur la cuve initiale,
comme illustré sur la Figure 32. L’instrument mesure le couple nécessaire a la rotation d'une
géométrie cylindrique, le flux de liquide suivant un écoulement en ruban hélicoidal autour de la

géométrie (Akroyd and Nguyen, 2003).
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Figure 32 : Schéma expérimental de Akroyd pour son systéme de rhéométrie continue (Akroyd
and Nguyen, 2003)

Seyssiecq et ses collaborateurs ont développé un systéme n’utilisant pas de boucle de recirculation
pour effectuer la mesure mais une mesure de couple directement réalisée sur l'axe de l'arbre
d’agitation (agitateur a double ruban hélicoidal) comme illustré par la Figure 33. Les auteurs utilisent le

concept de Metzner et Otto (Metzner and Otto, 1957) pour évaluer la viscosité apparente du milieu

(Seyssiecq et al., 2008).
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Figure 33 : Schéma expérimental du dispositif de Seyssiecq

et al. permettant une rhéométrie

en ligne (Seyssiecq et al., 2008)
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Ce systeme a permis a Barbot de mettre en évidence l'effet de la respiration sur la rhéologie des
boues activées en étudiant de fagon détaillée I'impact de l'utilisation d’azide de sodium (Barbot et al.,
2010).

La mise en place d’expérimentations mettant en jeu des cultures pures et permettant de caractériser
en ligne le comportement rhéologique de molt a nécessité le développement d'installations
spécifiques. Sur le méme principe que Akroyd et Nguyen (Akroyd and Nguyen, 2003), Kemblowski a
couplé a un bioréacteur de 60 |, une boucle de recirculation sur laquelle est disposé un rhéomeétre

constitué d’'une cuve contenant une géométrie hélicoidale, comme illustré sur la Figure 34.

2 12

7

s . X
S A A eotors B /

5

speed
|
N g’
[~

— of the x / "
agitator ,f /_
= 0[] ITIIE]
Lt foam suppression
L. 1
&
%C0; %0, pH T
Figure 34 : Schéma du montage expérimental de Kemblowski (Kemblowski et al., 1990)

La validation de cet outil a été effectuée dans un premier temps sur une culture de Aspergillus niger
ou le changement de morphologie a été identifi€ comme cause des modifications rhéologiques des
données obtenues en ligne (Kemblowski et al., 1990). Au cours de la culture, le microorganisme est
passé progressivement d'une spore activée, a une structure en hyphe puis en clump (voir I.A.1.c
Modifications morphologique). Grace a cet outil, Olsvik a étudié le lien entre dioxygene dissous,
concentration en biomasse, taux de croissance, morphologie et propriétés rhéologiques in-situ (Olsvik
and Kristiansen, 1994; Olsvik et al., 1993; Olsvik and Kristiansen, 1992a; Olsvik and Kristiansen,
1992b). Ce systeme a également été employé par Ajayi pour une culture de Aureobasidium pullulans
ou, contrairement aux précédentes cultures avec A. niger, le comportement rhéologique du modt est
modifié par une production de polysaccharides extracellulaires. La présence d’exopolysaccharide
conduit a un comportement non newtonien et thixotrope du milieu observé (Ajayi et al., 1991). Cette
stratégie d’'étude a aussi été développée par Badino (Badino et al., 1997) et investiguée sur une
culture de Aspergillus awamori afin d’obtenir un modéle liant indice de consistance, concentration en

biomasse, vitesse d’'agitation et débit d’aération (Badino et al., 1999).
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CONCLUSION

L'étude des propriétés physiques des milieux de culture implique une approche interdisciplinaire ou il
est nécessaire d'identifier les grandeurs a mesurer directement disponibles. La prise en compte des
forces en jeux est impérative de maniére a pouvoir mieux comprendre les phénoménes observés, et
plus spécifiquement les propriétés rhéologiques du milieu biologique. Cela implique d’étre éclairé sur
les différents phénomeénes pouvant se dérouler a une échelle micrométrique (forces en jeux et
interactions associées). L'analyse de ces phénoménes permet de mieux comprendre leurs
répercutions sur les propriétés physiques de la suspension multiphasique considérée afin de pouvoir
prédire son comportement par I'utilisation, voir I'adaptation de modeéles adéquats.

Certains paramétres physiques, tels que la viscosité, ont été largement étudiés contrairement a
d’autres comme la masse volumique. L'instrumentation et les stratégies d’études restent multiples,
parfois accompagnées de conclusions contradictoires. Néanmoins, pour une grande majorité des
auteurs, le comportement de suspensions biologiques est de type non newtonien rhéofluidifiant.
Lorsque les modifications morphologiques sont faibles, la suspension peut étre assimilée a une
suspension de sphéres, pour laquelle des modéles issus de la mécanique des fluides peuvent étre
utilisés et adaptés. Néanmoins, la contribution morphologique reste encore un paramétre difficile a
intégrer si les modifications rencontrées ne sont pas importantes (transformation d'un hyphe en
pellet).

L'observation la plus importante mise en évidence dans ce chapitre est probablement le fait que la
caractérisation est généralement effectuée hors ligne, modifiant ainsi la mesure de la contribution de
l'activité biologique sur les propriétés physiques des milieux biologiques. Globalement, les milieux
biologiques étudiés peuvent étre issu de matrices alimentaires ou de filieres de traitement d’effluent.
Dans ce cadre, l'isolement de la contribution des cellules dans le comportement physique global du
milieu reste difficile a appréhender. L'approche par des cultures axéniques sur des milieux minéraux
est alors idéale pour étudier le strict comportement physique cellulaire. Cependant, ces informations
restent difficiles a obtenir sans le développement d’instruments adaptés. Certains auteurs ont
commencé a investiguer par le développement d’outil in situ, mais peu d'études sont présentes dans

la littérature sur I'évolution dynamique de ces milieux biologiques.
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|. MATERIEL : L’OUTIL EXPERIMENTAL

A. Présentation générale

Dans le cadre de ces travaux, un outil expérimental a été congu et spécifiquement développé pour les
besoins de I'étude. Il est constitué d’'un bioréacteur de 20 | et d’'une boucle de dérivation largement
instrumentée, sur laquelle est montée une pompe mettant en circulation le moQt. Le pilotage de cet
outil et I'acquisition des données, aussi bien physiques que biologiques, sont réalisés par un logiciel

spécifique développé pour répondre a nos objectifs. Ce logiciel sera présenté dans le Chapitre l.

L'outil expérimental peut étre représenté par un schéma de principe (voir Figure 35). Il en ressort trés
clairement une premiére partie liée au bioréacteur (& gauche sur la Figure 35) et une seconde partie
rattachée a la caractérisation physique symbolisée par la boucle de dérivation (a droite de la Figure

_ I___|P ﬁa APZ(F\P
SAMPLE oH, 1 & l><]—| CALIBRATED DUCT, D2 I—
ANALYSES
»: |
PRESSURE,
TEMPERATURE,

0,, pH i

| OUTLETS |

| | STATE |

SUBSTRAT
SALTS

ANTIFOAM
ACID/BASE

AERATION

INLETS

e ] - H
%_N_' CALIBRATED DUCT, D1 |—

Figure 35 : Schéma de la plateforme de rhéologie en ligne

Or, cet ensemble n’est possible que si I'on intégre les besoins liés au montage d’un nouveau systeme
expérimental : gestion de I'alimentation électrique, besoins liés aux fluides utilitaires (eau, air, vapeur),
aux conditions de stérilité de l'installation, au pilotage de I'outil et a son interfacage. Nous allons

détailler ces postes dans la suite de ce paragraphe.

1. Structure et fonctionnement général

Afin de s’approcher au mieux des conditions optimales de culture, un logiciel de pilotage et
d’'acquisition a été développé spécifiquement pour nos applications. Appelé LoCoPREL, il a été écrit
en C# WinForm sous Visual Studio 2008. Il permet, outre I'acquisition des données provenant des
capteurs, de rassembler des informations provenant du reste de l'instrumentation utilisée. Ce logiciel
est utilisé pour nous permettre de centraliser I'information. Cet outil est décrit au Chapitre lIl.

Toutefois, nous préciserons dans la suite de ce chapitre, chaque fois que se sera le cas, le nom des
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variables LoOCoPREL associées aux grandeurs mesurées. Elles seront indiquées en caractéres gras et
entre parentheses.

Le diagramme du procédé et de son instrumentation (PID) est décrit dans la Figure 36 ; il met en
évidence la complexité de l'outil expérimental et la richesse de son instrumentation (capteurs et
actionneurs). Le bioréacteur, la boucle de dérivation et leurs environnements respectifs sont détaillés
de facon exhaustive dans les paragraphes |.B Bioréacteur et environnement et 1.C Boucle de

dérivation et environnement.

[ Online theometry set-up (may 2011) |
| Piping & Diagram |
I Reference : Sensor or Actuator - Main stream - N° |

Sensors and Actuators. d Actuat Main stream
Differential Pressure sensor P: Pump
PO: Dissoived Oxygen sensor

Gaz analyser PR

ter
Motor / Impeier A
Densimeter (MassVolume) Te:

=)

Figure 36 : PID de I'outil expérimental

2. Armoire électrique

La complexité de l'outil expérimental induit une structuration trés précise de I'apport de puissance
électrique, ainsi que de la gestion électrique des outils de contr6le/commande. L’armoire électriquel
permet d'une part, I'alimentation et la récupération des signaux des capteurs et d'autre part,
l'alimentation électrique et la commande des moteurs (pompes, module de filtration) Elle se compose
de 5 étages qui assurent chacun une fonction spécifique (voir Figure 37) :
1. Distribution de puissance électrique: cette distribution est effectuée au moyen de deux
sectionneurs. Cet étage permet de diviser I'arrivée du courant en deux : une premiére partie est

dirigée vers 'alimentation des prises, le reste va alimenter le deuxiéme étage.

! Conception et réalisation par M. Pascal Debreyne, LGPTA - INRA UR638
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2. Alimentation des variateurs de fréquence : cet étage se compose de sectionneurs, contacteurs,
protections thermiques et d’interrupteurs. Il permet 'alimentation et la mise sous tension des
moteurs et des pompes ainsi que leur commande via les variateurs (étage 3).

3. Implantation des variateurs de fréquence : trois variateurs de fréquence (1.5 kW, 2.2 kW et celui
de la pompe de la boucle de dérivation) sont fixés sur une plaque servant de support. lls
permettent de commander la vitesse de rotation du module de filtration ou de contréler le débit
de la pompe de circulation.

4. Bornier de récupération : rassemble les connections des capteurs pour la récupération des
signaux dont I'alimentation est en 220 VAC sur I'armoire électrique.

5. Bornier d’alimentation et de récupération : rassemble les connections des capteurs pour la
récupération des signaux et leur alimentation électrique, plus spécifiguement ceux des

instruments alimentés en basse tension et courant continu via un rack 2U.

FACE AVANT FACE ARRIERE
". - ’

Figure 37 : Armoire électrique et localisation des différents étages

3. Chaine d’acquisition et de commande

La chaine de contrdle-commande se structure autour de quatre éléments principaux :
Module d’acquisition-commande (capteurs et pompes),
Démultiplicateur de ports USB (balances et débitmetres gaz),

Connexion au réseau local (analyseurs gaz),

A w0

Ordinateur portable et logiciel de pilotage.

Le lecteur trouvera, en annexe, le diagramme des connexions et d'interfacage avec le référencement
des voies pour chaque capteur et actionneur (Annexe 2: Diagramme de connexion de
linstrumentation) ainsi que le paramétrage des ports de communication pour chaque instrument

présent sur I'outil expérimental (Annexe 3 : Paramétrage des ports de communication).
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La Figure 38 schématise les communications entre les différents appareils mis en place. La gestion de
'ensemble de I'outil expérimental ne s’effectue pas uniquement avec le module Agilent®. Il nécessite
d’'intégrer d’autres instruments interfacés uniquement depuis [l'ordinateur. Dans un souci
d’homogénéité, les différents instruments communiquant avec 'ordinateur utilisent des liaisons séries.
L'ordinateur n'ayant pas suffisamment de port de communication, des convertisseurs USB - RS232
sont utilisés pour palier ce manque. A I'exception du module Agilent®, les autres instruments sont
rassemblés et connectés sur un démultiplicateur de port USB. Ainsi, seuls deux cables USB relient
tous les instruments a l'ordinateur : un pour le module Agilent® et I'autre pour le démultiplicateur de
port USB.

Les analyseurs gaz sont des instruments collectifs, les données sont obtenues directement par lecture
du fichier créé par I'analyseur (voir 1.B.5 Analyseurs gaz). Ces fichiers sont implémentés au fur et a
mesure des analyses effectuées. Les données sont récupérées par l'intermédiaire de répertoires
partagés sous un réseau local. Une connexion au réseau local du laboratoire est alors nécessaire afin

de permettre I'accés a ces données de maniere interactive (voir Figure 38).

<——— Capteurs

Balances

AR

Démultiplicateur
USB

Régulateur 0, ——> Module Aération

Réseau local pour

Régulateur Air Mesureur
analyseur gaz
é’ Liaison USB - RS232 -3 Commande en tension
&——> Liaison USB - USB —> Signal 4 - 20 mA

=2 Réseau du laboratoire

Figure 38 : Schéma récapitulatif des liaisons entre instruments
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Le module d’acquisition retenu pour réaliser la chaine d’'acquisition se compose d'un commutateur
(34970A, Agilent Technologies, Loveland Colorado USA) et de trois cartes (34901A et 2x 34907A,
Agilent Technologies, Loveland Colorado USA). Le commutateur, aussi appelé module Agilent®,
accueille les trois cartes dans des logements prévus a cet effet et référencés 100, 200 et 300 (voir
Figure 39). L'adresse associée a chaque voie débute par le numéro du logement, suivi du numéro de
la voie. Par exemple, la connexion n°12 du premier module posséde le numéro de voie 112. Cette
numérotation permet de récupérer la valeur du signal sur la carte appropriée. La premiére carte
(34901A) permet la réception des signaux provenant des capteurs. Elle comprend 22 voies, dont 20
voies de mesure de tensions, et 2 voies protégées par des fusibles afin d'effectuer des mesures
directes de courants. Les deuxieme et la troisieme cartes (34907A) associent deux ports d’entrée-
sortie numériques a 8 bits, un compteur totaliseur pour des signaux TTL capable de compter jusqu’'a
une cadence de 100 kHz ainsi que deux sorties Convertisseur Numérique Analogique (CNA). Ces

cartes permettent de piloter les pompes.

(E;] :lﬁ;éﬁl
M Cereialen (5 ==
T I T |sEer=
|l'4| > y p = [t ]
M i'alal«:.c-':l = )
El}:— || |'_ @“- u-f-;:ef-__ = j
i ( Yo ]
il H| S22 )
| 1L/

g’
%

Figure 39 : Représentation de la face arriere du module Agilent® 34970A

Chaque capteur renvoie la valeur du signal physique sous forme d'un courant continu [4 - 20 mA]
dans la plage définie de la grandeur physique (minima et maxima). La boucle de courant est un
moyen de transmission permettant I'acquisition de sighaux analogiques sur une grande distance sans
perte ou modification du signal (bruit). L'ensemble de la connectique a été rassemblé sur deux
borniers (Rack 2U). Le signal électrique est alors mesuré sous la forme d'une tension [0.4 - 2 V] aux
bornes d'une résistance «shunt» (Ref: 487-5022, 100 Q, +0.1%). La Figure 40 ci-dessous
représente ce descriptif.
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Liaison USB -

. RS232 s {

Icapteur

eecepeccscecececrces,

u capteur

eeeeNccccccccccccsccccccccccccccccce

Carte 34901A

Bornier simplifié

Figure 40 : Schéma de la chaine d'acquisition associée au module Agilent® - De la boucle de

courant du capteur a I'acquisition des données sur I'ordinateur
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B. Bioréacteur et environnement instrumental

Le schéma de principe du bioréacteur et de son environnement est proposé sur la Figure 35; Les

différents éléments sont détaillés ci-dessous.

1. Bioréacteur

Le bioréacteur (Chemap-Fermenter, Chemap AG, CH-8601 Volketswil, Suisse) mis en ceuvre a une
contenance de 201, soit 11 a 121 utiles. Il est constitué d'une cuve cylindrique transparente
(hc=0.48 m, d. =0.25m, P =2 bars) équipée de quatre turbines Rushton (d,=0.08 m, quatre
pales h, =1, = 0.02 m) et de quatre chicanes (n, = 4, h, = 0.3 mm, |, = 0.03 m, fixées sur un anneau de
0.17 m de diametre) liées a un échangeur de chaleur tubulaire (régulation de température). L'aération
(Qair, max = 30 I, min'l) est assurée par une injection d'air située sous la premiéere turbine. Une boucle
de régulation permet de contréler la température, le pH, I'agitation et I'oxygene dissous. Enfin un anti-
mousse est également intégré et ajouté manuellement. L'entrée de la boucle de dérivation est située
dans la partie basse du bioréacteur, et se trouve suffisamment éloignée, radialement, de I'entrée d’air
pour ne pas aspirer de bulles provenant de la buse d’injection d’air.

Les adaptations au niveau du bas de cuve, ainsi que le retour au sein de celle-ci permettent une
stérilisation en place de I'ensemble de l'installation. La cuve, la boucle de dérivation et les différents
circuits fournissant les fluides utilitaires subissent une stérilisation effectuée par vapeur fluente
pendant 7 a 9 h. Seule une légere surpression, permettant d'atteindre une température moyenne de
110<C dans linstallation, est appliquée pour des raisons de sécurité liées a la vétusté de la cuve en

verre.

2. Pompes

Des pompes volumétriques péristaltiques sont utilisées pour gérer l'alimentation du bioréacteur

suivant une stratégie que I'on aura définie. La liste des pompes utilisées se situe dans le Tableau 2.
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Gamme
N°Voie Pompes d’alimentation Solution (min - max)

[tr min 'l]

Pompe substrat
304 Masterflex® P-M-CD-11 Substrat 1 1-100
Modéle : 77521-57
Pompe substrat
204 Masterflex® P-M-CD-12 Substrat 2 6 - 600
Modele : 77521-47
Pompe sels principaux
305 Watson-Marlow 400 SCI/ P-WM-400-6 Sels 1 0-50
Modéle : 403U/VM3
Pompe sels complémentaires
Manuel Watson-Marlow 400 SCI/ P-WM-400-6 Sels 2 0-10
Modéle : 403U/VM4
Pompe ajout antimousse
Manuel Masterflex® P-M-21 Antimousse Fixé a 60
Modéle : 7544-60

Tableau 2 : Liste des pompes d'alimentation utilisées et de leurs spécifications

Les pompes Masterflex® sont associées a des tétes de pompe permettant de travailler sur différentes
plages de débit. Ces tétes de pompe contiennent trois galets cylindriques en inox qui pincent le tuyau
de maniére a mettre le fluide en mouvement. Les caractéristiques des tuyaux associés aux tétes de

pompe sont regroupées dans le Tableau 3.

A os . Rapport
Téte de pompe Référence du Diamétre intérieur
volume/tour
Masterflex® tuyau [mm] 1
[mltr =]
13 L/S 13 0.8 0.06
14 L/S 14 1.6 0.21
15 L/S 15 4.8 1.83
16 L/S 16 3.1 0.8
17 L/s 17 6.4 2.8
18 L/S 18 7.9 3.8
24 L/S 24 6.3 3
25 L/S 25 4.8 1.7
35 L/S 35 7.9 4.33
36 L/S 36 9.7 5.66

Tableau 3 : Relation entre téte de pompe - tuyau - capacité de pompage
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Les pompes Watson-Marlow n'ont pas de téte de pompe interchangeable. Néanmoins, les tuyaux
Masterflex® seront également utilisés. Cependant, la relation volume/tour ne correspondant pas aux
références Masterflex®, il sera nécessaire d’ajuster les courbes d’étalonnage en fonction des débits
réellement délivrés par la rotation de la téte de pompe. Dans tous les cas, il sera nécessaire de

réaliser et d'utiliser des courbes d’'étalonnage pour gérer correctement la culture.

3. Balances

La liste des balances utilisées durant les cultures et leurs spécifications sont répertoriées dans le
Tableau 4.

Masse Masse L
Précision

(9]

Solution Référence Sartorius® minimale maximale

[9] [9]

QA Standard
Substrat 1 Modeéles : QA7DCE-S 0.1 7500 +0.1
S/N : 22011061
Sigmun 1
Substrat 2 Modeéle : SIWSDCP-1-16-H 0.1 16000 +0.1
S/N :24901087
CP|Gem""®
Sels principaux Modéle : CPA5201 0.1 5200 +0.1
S/N : 24806235
CP|Gem®"*
Modele : CPA5201 0.1 5200 0.1
S/N : 24806235
CP|Gem""®
pH - Régulation Modele : CPA5201 0.1 5200 +0.1
S/N : 24806235
CP|Gem®"*
pH - Régulation Modele : CPA5201 0.1 5200 0.1
S/N : 24806235

Sels

complémentaires

Tableau 4 : Liste des balances utilisées et leurs spécifications

L'ensemble de ces balances est enregistré en ligne par le logiciel LoCoPREL (voir Chapitre IIl) via une

liaison série type RS232.

4. Débitmeétres massiques gaz

Un systéme de trois débitmétres massiques BROOKS® Instrument a été installé (voir Tableau 5).
Deux d’entre eux sont des régulateurs/mesureurs, le troisieme est uniquement un mesureur. Tous
sont pilotés par un module de contrdle (Brooks Instruments Modéle : 0254AB2B11A, SN: T98328/01).
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L'intérét de ce systeme est de permettre un enrichissement de l'air du réseau en dioxygéne pur. Un

descriptif complet du montage se trouve dans le paragraphe 1.D.2 Circuit aéraulique.

Nom Gaz étalon Gam-m_el: Gaz mesuré Type
[I, min™]
Smart Mass Flow
Modéle : Air 0'-30 Air Régulateur / Mesureur
5850S/BC1AALAC3BAOAL
Smart Mass ModeéleFlow
Modele : Dioxygéne 0'-30 Dioxygéne Régulateur / Mesureur
5850S/BC1AA1AC3BAOAL
Delta Smart Il Mass Flow
Modéle : Diazote 0'-30 Mélange Mesureur
SLA5860S1AAAQC2A1AIAAAA

Tableau 5 : Liste des débitmetres massiques

5. Analyseurs gaz

Durant nos expérimentations, deux analyseurs de gaz de fermentation ont été utilisés.

a. Spectrometre de masse

Le spectrométre de masse utilisé est le Prima 600S de la société VG Gas Analysis Systems. C’est un
spectrometre a ionisation dure par impact électronique avec un analyseur quadripolaire.
L'identification des composés est effectuée en fonction des masses m/z entrée dans la méthode
d’'analyse. Seules les espéces chargées positivement sont analysées par le spectrometre de masse.
La méthode employée par I'appareil est 'identification des espéces N," (m/z = 28), O," (m/z = 32), Ar’
(m/z = 40), CO," (m/z = 44) et CO" (m/z = 28) pour la quantification des espéces suivantes : Ny, O,, Ar
et CO,. L'algorithme de conversion des signaux détectés en pourcentage volumique reste confidentiel
a la société VG Gas Analysis Systems. Afin d’éviter des contaminations entre les voies, des temps de
purge ont été ajoutés pour conditionner au mieux la cellule de préléevement. Le logiciel du
spectrometre de masse est Gas Works V1.0 de la société Thermo Electron Corporations. A partir des
signaux de chacune des espéces ionisées (choisies dans la méthode d'analyse comme étant
représentatives de I'espéce), le logiciel utilise un algorithme interne permettant d’obtenir les fractions
volumiques (molaires) de chaque espéce contenue dans le gaz analysé afin que la somme de ces
proportions soit de 100 %.

Cet analyseur de gaz a I'avantage de ne pas imposer de limite maximum pour la quantification des
composés dans nos conditions, principal atout pour la détermination des teneurs en CO, gazeux. Un

débit minimum d’alimentation de 60 | h™* est néanmoins nécessaire.

! Mesure d'un trés faible débit, mais non nul a cause du principe de mesure.
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b. Analyseur INNOVA®

Le systeme INNOVA® 1313 Fermentation Monitor et 1309 Multipoint Sampler est un analyseur gaz
(INNOVA AirTech Instruments) pouvant mesurer la concentration gazeuse en dioxyde de carbone, en
dioxygéne et en hydrocarbure total. Cet instrument est géré par le logiciel BZ6009 v1.12, provenant
du méme fournisseur. Ce systéme utilise deux principes de mesure suivant le composé analysé : la
spectroscopie photo-acoustique et la spectroscopie magnéto-acoustique. Le schéma de principe de
I'appareil est présenté Figure 41

Chopper
Wheel

Multi-gas
Signal
Microphone
Switched
Mirror Magnetic
Field
y \ Gas Outlet
\ Tl ® 0 ® & s O o ®
1 Measurement ERY i
i Chamber /
Pump
Optical | ®
Filters |,
IR Light ®
Point Source

Flow

Regulation Microphone O Reference
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Figure 41 : Schéma de principe de l'analyseur gaz INNOVA®

Le premier systeme de mesure utilise la spectroscopie photo-acoustique. En spectroscopie photo-
acoustique, un évenement optique est transformé en évenement acoustique. Un rayon lumineux émis
dans le moyen infrarouge (la source) est dans un premier temps absorbé par le gaz échantillon
contenu dans la chambre de mesure. La diminution de I'énergie due a la lumiére absorbée produit un
transfert de chaleur au sein de I'échantillon. Ce gradient thermique engendre alors des ondes de
pression (signal acoustique). Cette onde de pression (expansion/contraction du gaz) ayant une
fréquence propre en fonction du gaz, le signal peut alors étre détecté par un microphone. Lorsque ce
signal est tracé en fonction de la fréquence, on observe que le spectre fréquentiel est proportionnel au
spectre d'absorption du gaz. Cette méthode permet la quantification des hydrocarbures gazeux
pouvant absorber & 2950 cm™ (groupement alcane CH, / CHs), du dioxyde de carbone & 2350 cm™ et
une mesure intégrée de la vapeur d’eau & 1900 cm™ pour corriger le biais dii & la présence d’humidité.
Le second systeme utilise la spectroscopie magnéto-acoustique. La source utilisée est un champ
magnétique alternatif. Appliqué a un gaz contenant du dioxygéne, celui-ci va créer une onde de

pression (expansion/contraction du gaz) qui sera proportionnelle a la présence de dioxygene. Cette
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onde apparait car l'oxygeéne est la seule espece dans le mélange gazeux analysé ayant des
propriétés paramagnétiques pouvant répondre au champ magnétique appliqué lors de la sollicitation.

Cet analyseur gaz nécessite un débit minimum d’alimentation de 7.8 1 h™". La linéarité de la réponse
des composés analysés est assurée entre 0 et 0.21 (fraction molaire) pour le dioxygéne et entre 0 et

0.05 (fraction molaire) pour le dioxyde de carbone.

6. Sondes : température, pH, pO , et pression relative

La température du bioréacteur (variable Temp_Fermenteur du logiciel LoOCoPREL) est mesurée par
une sonde interne au bioréacteur (Pt100, -10 / +150C, £ 0.1C). Elle intervient également dans la

régulation en température du bioréacteur.

La mesure du pH (variable pH_Fermenteur ) est effectuée dans le bioréacteur par une sonde
BROADLEY JAMES de longueur 54 cm et de précision + 0.01 unité pH. A partir de la mesure de cette
sonde, le module de pilotage du bioréacteur asservit une pompe tout-ou-rien de maniéere a réguler le
pH du milieu a une valeur de consigne par l'utilisation d'un systeme de régulation Pl (Proportionnel

Intégral).

La mesure en dioxygéene dissous (variable pO2_Fermenteur ) s'effectue dans le bioréacteur par une
sonde INGOLD (référence 322 756702 / 74111) de longueur 40 cm.

Un manomeétre a aiguille est situé sur le condenseur, aprés le filire de sortie du bioréacteur. Une
vanne a membrane est située juste aprés ce manometre de maniere a régler manuellement la
pression dans le bioréacteur. Ce manomeétre peut monter jusqu'a 2 bar, avec des graduations de
0.2 bar. Ce capteur n’est pas intégré dans le systéme d’acquisition.
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C. Boucle de dérivation et environnement

Les piquages sur ce bioréacteur étant tous positionnés sur la platine supérieure, une canule
plongeante a été utilisée pour I'apport d’ammoniaque 28 % m/m (solution régulatrice de pH) du fait de

sa volatilité.

1. Description

La boucle de dérivation (partie droite de la Figure 35) est une zone multi-instrumentée permettant la
mise en circulation du modQt, sa caractérisation (a I'aide de capteurs) et son prélévement.

La boucle de dérivation (Vpouce = 0.93 £ 0.04 |) se compose de conduites tubulaires (acier inoxydable
316L, diametre nominal 12 mm) et d'une instrumentation diversifiée. Les pertes de charges linéiques
sont mesurées sur deux conduites calibrées, D1 et D2. Chaque conduite (L = 2.5 m) est équipée d'un
capteur de pression différentielle mesurant la perte de charge sur une longueur de 2 m, aprés une
longueur de 0.3 m réservée a l'établissement du régime d'écoulement. Ces deux conduites sont
rectilignes, cylindriques, de section circulaire et de diamétres respectifs 12 et 6 mm (inox 316L,

épaisseur 1 mm).

La pompe de la plateforme de rhéologie en ligne permet la mise en circulation, dans la boucle de
dérivation, du milieu contenu dans le bioréacteur. Il s'agit d'une pompe a engrenages (TUTHILL
CORPORATION®, série D, Modéle DGS1.3) qui peut balayer une gamme de débit allant de 3.1 a
296.4 | h™' (capacité théorique sous pression nulle, Pma = 8.6 bar et Tpa: 60 T). La pompe est
pilotable par l'intermédiaire d'un boitier de contrble (DART CONTROLS INC. série 250G). Cette
interface permet la mise en route de la pompe, ainsi que la bascule sur les différents modes de
contréle (manuel ou pilotage a distance). La pompe peut étre pilotée électriquement par une
commande en tension comprise entre 0 et 10 V. Ce contréle a distance est géré par le logiciel
LoCoPREL via le module Agilent.

Les prélevements s’effectuent a la fin de la boucle externe, avant le retour dans le bioréacteur. Un
systeme de Té en inox avec une vanne a membrane permet une prise d’échantillon rapide en utilisant

simplement la surpression dans la boucle externe

2. Instrumentation

La boucle de dérivation est instrumentée pour permettre des mesures de pressions relatives et
différentielles, de débit massique, de température, de masse volumique, de pH, de dioxygéne dissous
et de conductivité électrique. Toutes ces mesures sont recueillies et gérées par le logiciel LoCoPREL
(cf. Chapitre 3). Nous préciserons, dans la présentation qui suit, les noms des variables associées a

ces grandeurs.
Le dioxygene dissous (variable pO2_Inox) et le pH (variable pH_Inox) sont mesurés a l'aide de deux

sondes (respectivement OXYFERM FDA/120 référence PN 237 450, et EASYFERM PLUS VP 120

P/N 238633/00) intégrées sur un module inox placé a mi-chemin de la boucle de dérivation. La
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précision de la sonde pH est de + 0.01 unité pH. Elle permet de s’assurer que le milieu n'évolue pas
drastiguement entre le bioréacteur et I'écoulement dans les diverses conduites.

Un transmetteur de pression relative (BOURDON HAENNI, modéle E913 n6008) est situé en entrée
de boucle (sortie pompe). Le transmetteur est monté sur un séparateur a manchette. Sa gamme de
mesure va de 0 a 10 bar, avec une précision a 0.2 % en pleine échelle (variable Prelative ).
Un manomeétre a aiguille est situé en sortie de boucle avant le Té de prélevement et la vanne de
contre-pression. Ce manomeétre peut supporter des mesures allant jusqu’a 6 bar (+ 0.2 bar).

Un débitmetre a effet Coriolis (KROHNE, type MFS-7050-S06, SN: 02100306), a été installé dans le
prolongement de la pompe de la boucle de dérivation et du transmetteur de pression relative. Il permet
une mesure de débit correcte (variable Debit_Massique ) pour les liquides (exactitude + 0.1 %) et les
gaz (exactitude = 0.5 %), ainsi qu’'une mesure de la masse volumique (variable Masse_Volumique )

du fluide en ligne (incertitude de mesure de + 2 kg m™).

Les capteurs de pression différentielle (variables Pdiffl et Pdiff2) sont installés sur les conduites
cylindrigues D1 et D2 de linstallation. La transmission de pression s’effectue par colonne d'eau
jusgu’aux chambres de mesure. Un systeme de vannes permet l'isolement, la communication en
pression ou la mise a pression atmosphérique des chambres. Ces transmetteurs sont de marque
HONEYWELL, modéle STD 120, SN : C2856562001001 et C2856562001002. Leur précision est de
0.003 % pour une pleine échelle & 10° Pa.

La conductivité électrique (variable Conductimetre ) est mesurée avant le retour dans le bioréacteur
par un conductimétre a quatre électrodes (KEMOTRON, type 9147, n©36036) avec une précision de
mesure de £ 3 % par décade. La constante de la cellule est égale a 0.3131.

Des capteurs de température (Tableau 6.) sont intégrés dans la plupart des capteurs installés. lls sont

au nombre de quatre, et permettent un suivi de la perte thermique le long de l'installation.
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Nom Type de sonde Gamme Précision Nom LoCoPREL
Température Interne débitmétre +1C? )
o 1 0-100<CT 3 Temp_Debit
(Débitmetre) KROHNE +0.1<C
Température 3
(oH Inox) Pt 100 0-135CT +0.1< Temp_pH_Inox
pH Inox
Température +0.5C?
NTC 22 kOhm 0-130C Temp_pO2_Inox
(PO, Inox) +0.1¢C?®
Température Pt 1000 Q - IEC +0.5T?
) -20-150 C 3 Temp_Conduc
(Conductimetre) 751 - Class A +0.1C

Tableau 6 : Liste des capteurs de température présents sur l'outil expérimental

! Non renseigné
2 Indication constructeur

% Affichage du capteur
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D. Alimentation en fluides utilitaires

1. Circuit hydraulique

Le circuit hydrauliqgue (Pnax = 3 bar) a deux objectifs : le premier est d’alimenter le circuit de chauffage
du bioréacteur et le second de remplir les colonnes d’eau des capteurs de pression différentielle. Dans
le premier cas, la stérilité de I'eau n’est pas requise. Elle nécessite néanmoins un refroidissement
préalable avant son envoi dans le circuit de chauffage du bioréacteur. En effet, la température de I'eau
du réseau peut monter au-dela de 20 T (périodes de fortes chaleurs). Or, certaines cultures (dont
Yarrowia lipolytica) nécessitent des températures relativement basses proches de 28 C. Pour éviter
ce probleme, I'eau du réseau est dans un premier temps refroidie en circulant dans le bain d’'un
cryostat utilisé pour le circuit de refroidissement du condenseur de gaz, fixé a une température de
10 . L'eau froide entre ensuite dans le circuit d e régulation de température du bioréacteur. Elle y est
alors soit chauffée par une résistance chauffante (circuit fermé) soit refroidie par ajout d’eau (circuit
ouvert). Un drain permet d’évacuer cette eau de régulation thermique vers les égouts.

Dans le second cas, l'objectif est dalimenter les colonnes d'eau des capteurs de pression
différentielle, permettant ainsi la transmission de pression. Les deux prises de pression pour chacune
des conduites circulaires (nommées A et B sur le schéma présenté en Figure 42) sont alimentées par

un dispositif pouvant étre stérilisé par de la vapeur fluante.

Eau du réseau

Régulation T
X Cryostat Bioréacteur
Détendeur
f DT
Filtre
0.2 pm/ 0.45 um
Purge

——> Vers chambre de pression 1A et 2B
(capteurs pression différentielle)
N Vanne
L————— Vers boucle de dérivation
Piquage 1A et 2B === Rampe de distribution de I'eau

> Vers chambre de pression 2A et 1B

(capteurs pression différentielle) Raccord pour passage vapeur

L Vers boucle de dérivation Raccord rapide pour eau (stérilisable)

Piquage 2A et 1B

Figure 42 : Schéma du circuit hydraulique de I'outil expérimental
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2. Circuit aéraulique

Le circuit aéraulique (Figure 43) permet I'obtention, a partir du réseau d'air comprimé du laboratoire
(Pmax = 7 bar), d’'un gaz d’entrée exempt de particules. La composition et le débit d’entrée dans le

bioréacteur sont contrélés par le logiciel LoOCoPREL via les débitmétres massiques gaz.

Air du réseau

Assécheur

Filtre
Inox
0.2 um

—XH RKITH P poste
0O,

Analyseur _|
gaz
Extérieur
DE: Clapet anti-retour
N Vanne ¥, de tour
Débitmetre régulateur Débitmétre mesureur

mesureur

Figure 43 : Schéma du circuit aéraulique de I'outil expérimental

Le gaz entrant dans le bioréacteur est un mélange contrélé de deux gaz : I'air comprimé du réseau et
du dioxygene. L’air comprimé a subi un séchage puis un stockage dans une cuve de 100 | sous 7 bars
de pression avant sa distribution, ce traitement faisant disparaitre I'eau et le dioxyde de carbone
initialement présents dans l'air du réseau. Afin de protéger le systéme, un filtre a particules est placé
au point d’alimentation en air comprimé. Le dioxygéne pur provient d’'une bouteille, ce qui permet
d’enrichir le gaz entrant en dioxygéne. Le débitmétre régulateur est dégraissé afin d'éviter les risque
d’explosion dus au systéeme de mesure. Le contréle de la composition en gaz s’effectue sur une fuite

placée avant le débitmetre mesureur, lequel indique le débit réel de gaz allant dans le bioréacteur.

3. Circuit vapeur

La stérilisation de I'installation expérimentale, indispensable a la réalisation de cultures non polluées
par la présence d’'éventuelles souches parasites, est réalisée a I'aide du circuit vapeur (Ppay = 3 bar).

En effet, le bioréacteur utilisé, couplé a la boucle de dérivation, n'offre pas la possibilit¢ d'une
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stérilisation a l'autoclave. De plus, ce dernier ne supporterait pas les conditions de pression
correspondant a une température de 121 € a mainten ir durant 20 minutes. Afin d’obtenir un niveau
de stérilité suffisant, et pour des raisons de sécurité, l'installation est balayée pendant plusieurs
heures par de la vapeur fluante. En moyenne, la durée de stérilisation de l'installation était de 8h a
une température de 110T, toutes les vannes étant p artiellement ouvertes pour permettre une légére
augmentation de pression et une circulation de la vapeur. L’apport en continu de vapeur s’effectue en

différent lieu de I'outil expérimental, comme l'illustre la Figure 44.

Vapeur du réseau ’Ww

Vers boucle de

dérivation
Manometre
-
<l
= Rampe de distribution de vapeur
Vers boucle de . Raccord pour passage vapeur
dérivation
. Raccord rapide pour eau (stérilisable)
Vers circuit
hydraulique |:'| Raccord rapide pour air (stérilisable)

Figure 44 : Schéma du circuit vapeur de I'outil expérimental
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Il. FLUIDES DE MAQUETTE FROIDE ET MILIEUX DE CULTURE

Pour la présentation des cultures, nous décrirons la préparation la plus adaptée et validée lors des

derniéres expérimentations.
A. Milieux synthétiques de caractérisation

1. Milieux Newtoniens

Deux milieux sont utilisés pour investiguer une plage de vitesses de cisaillement la plus large possible
sur la plateforme d’étude : 'eau osmosée et des sirops de glucose.

L'eau osmosée est employée comme premier fluide newtonien avec une viscosité dynamique de 10
® Pa s. Elle est obtenue a partir d'une fontaine MILLIPORE RiOs 5 modéle ZR0OS5005Y F8NM21365D
sur une cartouche Progard® 2 Silver PROG000S2.

Des solutions concentrées de glucose permettent d’avoir différentes valeurs de viscosité dynamique.
La viscosité dynamique la plus élevée a été de (22.27 +0.27) 10° Pa s. Ces solutions sont obtenues
par dissolution de glucose monohydraté (société Roquette Fréres, 62136 Lestrem, France) dans de

'eau osmosée.

2. Milieux non newtoniens

Les milieux non-newtoniens utilisés sont des solutions aqueuses de gomme de xanthane portant le
nom industriel de Satiaxanell CX910, lot numéro 20061675 et fabriqué par la société Cargillll. Ce
produit est initialement utilisé comme additif alimentaire en tant qu’agent texturant (additif E415).

La masse de gomme de xanthane a dissoudre dans I'eau est préalablement mise en suspension dans
trois fois sa masse en éthanol. Cela permet de faciliter la dispersion de la gomme dans de l'eau
osmosée. Afin de récupérer I'ensemble du xanthane, des jets d'une pissette d’éthanol sont utilisés
pour le transfert dans le volume d’eau. Cela évite la prise en masse dans le contenant de pesée si de
'eau avait été utilisée. La solution est mélangée pendant 1h30 sous agitation mécanique a hélice
marine. Elle est ensuite transférée dans la cuve du bioréacteur, avec une régulation température a
40 T, sous une agitation de 400 tr min *, sans aération, et un débit de circulation inférieur a 100 | h™
pendant 14 h (environ une nuit). Cette étape permet au polymére de se solvater progressivement afin
d’obtenir une solution homogéne. L’agitation est ensuite augmentée a 750 tr min™, avec un débit
maximal de circulation, de maniéere a déloger les bulles bloquées dans l'installation pendant 4 h. Enfin,
I'agitation est diminuée & 500 tr min™ et la régulation de température est réglée a 20 T . Lorsque la
température est stabilisée, les rampes de débit sont effectuées. La solution a alors une concentration
de 0.4 % (m/m).

La caractérisation des fluides non-newtoniens a été effectuée sur le rhéometre Bohlin C-VOR pour
déterminer les indices de consistance et de structure. Ces indices ont été déterminés en ajustant une
loi puissance type Ostwald-de Waele (cf. Chapitre | Equation 17), sur une plage de cisaillement de 0.1
a 100 s™. Les variations de ces paramétres avec la température ont également été analysées et
modélisées par un polynédme du second degré. Des solutions de xanthane a 0.4 et 0.2 % (m/m) ont

été caractérisées et les valeurs des paramétres a 20 C sont reportées dans le Tableau 7.
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Concentration Indice de consistance Indice d’écoulement
% (m/m) K[Pas"] n [/
0.4 1.668 0.18
0.2 0.474 0.28

Tableau 7 : Caractéristiques rhéologiques des solutions de xanthane utilisées

B. Culture d’Escherichia coli

1. Généralités sur la bactérie E. coli

Escherichia coli est un microorganisme procaryote classé selon la taxonomie suivante : Bacteria ;
Proteobacteria ; Gamma Proteobacteria ; Enterobacteriales ; Enterobacteriaceae ; Escherichia. Cette
bactérie est un bacille gram négatif radiorésistant couramment étudié dans les laboratoires. Sa facilité
de culture, couplée avec un grand nombre d'outils génétiques, en fait un modele d'étude de choix
pour les laboratoires de biologie moléculaire. Elle présente un métabolisme aéro-anaérobie.

Elle est naturellement présente majoritairement dans la microflore commensale intestinale de 'homme
et des animaux homéothermes.

Cette bactérie présente une morphologie sous forme de petits batonnets plus ou moins allongés en
fonction des conditions de culture.

Elle est utilisée dans l'industrie dans le cadre de cultures permettant la biosynthése de molécules a
forte valeur ajoutée notamment pour la production de protéines recombinantes.

Pour notre étude, nous mettrons en ceuvre la souche sauvage E. coli K12.

2. Milieux

a. Milieu de conservation

Toutes les cultures d’E. coli sont initialement ensemencées par un stock de cryotubes congelés et
conservés a - 80 T provenant d'une méme culture antérieure. Le stock est réalisé a partir d'une
culture en fin de phase exponentielle de croissance sur un milieu riche type LB liquide (voir Tableau
8). La suspension est mélangée a du glycérol pur pour obtenir un mélange contenant 20 a 40 %
(Vgyeera/ Viina) de glycérol (cryoprotecteur). Dans notre cas, notre stock contient du glycérol a hauteur
de 33 % (Vgiycero Viinat). Un méme stock a été utilisé durant toute notre étude afin de limiter les dérives

génétiques dues a un trop grand nombre de repiquages.

b. Milieu de réveil

Une goutte provenant d’'un tube stock préalablement préparé est étalée sur une boite de Pétri
contenant du milieu riche LB gélosé (voir Tableau 8). La mise en culture est réalisée pendant 8 a 12 h

a 37 T. La boite est retournée pendant la relance pour limiter 'asséchement de la gélose.
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Une colonie est ensuite prélevée avec une anse stérile, puis placée dans un tube contenant 5 ml de
milieu riche LB liquide. La culture est a nouveau placée pendant 8 h a 37 T sur une table agitante a
une vitesse de 200 tr min™.

S Concentration [g | '1]
Milieu riche LB liquide Milieu riche LB gélosé
Extrait de levure 5 5
Tryptone 10 10
NaCls, 10 10
Glucose 5 5
Agar 0 20
Solution préparée dans de I'eau osmosée.
Stérilisation par autoclavage a 121 € pendant 20 m in.

Tableau 8 : Composition du milieu riche LB utilisé pour les boites de Pétri et la préculture | R

c. Milieu minimum

La préparation du milieu minimum pour E. coli nécessite une attention particuliere de maniere a avoir
un milieu non précipité. La préparation est largement inspirée du polycopié de travaux pratiques des
étudiants de 5°™ année de I'INSA de Toulouse, issu des connaissances antérieures du laboratoire.

Pour cela, il est nécessaire de préparer indépendamment chaque composé contenu dans les Tableau
9 et Tableau 10. Chacun est concentré 1000 fois (& I'exception de MgSO., 7H,O( concentré
seulement 500 fois) par rapport a la concentration finale dans le milieu minimum. Chaque composé
est préparé, séparément des autres, dans un flacon nettoyé a I'acide nitrique ~ 10 % (V/V), serti avec
une goutte d’eau osmosée, puis stérilisé par autoclave pendant 20 min a 121 C. Les solutions sont

ensuite dissoutes, puis filtrées avec un filtre stérile d'une porosité de 0.22 pm, sous une hotte a flux

laminaire.
Oligo-éléments - Milieu minimum
Composé Concentration [g | 'l]
MnSQOy4, H;O(s 20
Na;MoO,, 2H,0 4
CoCl, 6H,0¢ 8
CuCly, 2H,0¢ 2
ZnS0y, TH,O) 4
H3BOgs 1
Solutions préparées dans de I'eau osmosée

Tableau 9 : Concentration de chaque oligo-élément concentré 1000 fois préparé séparément

dans un flacon

99



Sels B - Milieu minimum

Composé Concentration [g 1 7]

MgSO,, 7H,O 500

CaCl,, 2H,0¢ 40

FeSO,, 7H,0
40
(ajusté a pH 2 avec HCI)

Thiamine 10

Solutions préparées dans de I'eau osmosée

Tableau 10 : Composition des sels B concentrés 1000 fois (sauf MgSO 4, TH,O¢) concentré 500

fois) préparés séparément dans un flacon

Les solutions sont conservées a température ambiante. Seule la solution concentrée de thiamine est
conservée a l'abri de la lumiére, a une température de 4 T afin de limiter sa dégradation.

La préparation de 12.51 de milieu minimum s’effectue en plusieurs étapes. Sous agitation avec un
barreau magnétique, 750 ml d’acide citrique a environ 100 g I* sont dissous dans de I'eau du réseau.
12.5 ml de chaque oligo-élément sont ajoutés dans l'ordre présenté dans le Tableau 9. 12.5 ml de
chaque sels B' sont ensuite ajoutés dans l'ordre présenté dans le Tableau 10, afin d'éviter la
précipitation des ions divalents (chélation par le diacide). La thiamine ne sera ajoutée au milieu qu’au
moment de I'utilisation du milieu avec le méme rapport que précédemment (1 ml pour 1 | de milieu).
Parallelement, dans un bécher de 15 | sous agitation contenant environ 9.5 | d’eau du réseau, les sels
A, prévus pour un volume final de 12.5 | sont ajoutés (voir Tableau 11). Aprés dissolution des sels A,
chaque solution d’oligo-élément, suivie des sels B, est ajoutée. Le milieu est complété pour un volume

final de 12.5 | avec I'eau du réseau.

Sels A - Milieu minimum
Composé Concentration [g | 'l]
KoHP Oy 8
(NH4)2HP Oy 8
Na,HPO,, 12H,0 5.046
NH,Cl) 0.13
(NH4)2SO04 0.75
Solution préparée dans de I'eau du réseau

Tableau 11 : Composition des sels A a la concentration finale du milieu minimum pour les

précultures I, 11, Ill et le fed-batch

Le milieu minimum est ensuite ajust¢é a un pH de 6.8 avant autoclavage avec une solution
d’ammoniaque commerciale a 28 % (m/m). Il est ensuite stérilisé par autoclavage a 121 C pendant
30 min.

A I'exception de MgS0O,, 7H,0 ou 25 ml est nécessaire.
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d. Solutions d’alimentation

i. Solutions salines

La solution saline principale est asservie au volume de la solution de glucose concentrée. Elle est
apportée dans un ratio de 9 /100 en débit par rapport au débit de la solution de glucose concentrée.
La solution est préparée dans environ 100 ml d’eau osmosée. Les composés sont ajoutés dans I'ordre

présenté dans le Tableau 12, puis le volume est ajusté avec de I'eau osmosée.

Composé Concentration [g | 'l]
H3P Oy 31.957
KH,P Oy 75
Na,HPO,, 12H,0 9
MgSO,, 7H,O 47
CaCl,, 2H,0¢ 3.7
MnSQy4, H2O(s 0.21
Na,Mo0O,, 2H,0) 0.022
CoCl,, 6H,0 0.04
CuCly, 2H,0¢ 0.064
ZnS0y, TH,O) 0.725
H3BOs 0.021
Solution préparée dans de I'eau osmosée

Tableau 12 : Solution saline principale d’alimentation du fed-batch

Le montage de I'alimentation en solution saline principale s’accompagne d’une alimentation avec une
solution saline complémentaire (voir Tableau 13) qui se mélange, juste avant l'ajout dans le
bioréacteur, avec la solution saline principale. Elle est asservie au débit de la solution de glucose
concentré dans un ratio de 1/100. Cette stratégie d'alimentation est nécessaire lorsque

I'expérimentation dure plus de 12 h car, au-dela, le mélange des deux solutions salines précipiterait.

Composé Concentration [g | ]
FeSO,, 7H,0 37
Thiamine 8
Solution préparée dans de I'eau osmosée

Tableau 13 : Solution saline complémentaire d’alimentation du fed-batch

ii. Source carbonée

Afin de pouvoir contrbler finement la croissance du microorganisme pour de faibles taux de croissance
dés le début de Iinoculum, deux sources carbonées ont été mises en place. Il s'agit de deux sources

de glucose a des concentrations différentes. Le premier apport est une alimentation a 50 g I en
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glucose. Le second apport est une alimentation en glucose & 700 g I'*. Chaque solution est stérilisée
par autoclavage a 121 € pendant 30 min. Apres stér ilisation, la quantité de sucre est déterminée afin
d’obtenir une conduite de culture optimale. L'alimentation vers 50 g I'* est dosée avec I'analyseur YSI
(voir 111.B.3.a.i YSI - Glucose), puis en HPLC (voir 111.B.3.a.ii HPLC - Glucose, acides organiques). La
solution concentrée proche de 700 g I est caractérisée par une mesure de la masse volumique de la

solution par méthode gravimétrique.

lii. Solutions de régulation pH

Pendant la croissance, la culture est régulée au pH de 6.8 avec une solution d’ammoniaque
commerciale a 28 % (m/m). Le montage est préalablement stérilisé avec une goutte d’eau dans le
montage par autoclavage a 121 € pendant 20 min. Afin de limiter I'évaporation de 'ammoniac dans
le ciel du bioréacteur, une canule d’alimentation plongeant dans le moQt est installée. La solution
d’ammoniaque est transvasée dans le montage sous une hotte a flux laminaire.

Aprés la croissance cellulaire, le pH du modt est régulé avec une solution d’acide sulfurique a

0.15 mol I"* préalablement stérilisée & 121 T pendant 20 min.

iv. Solution d’antimousse

En cours de culture, le stress technologique ou nutritionnel fait apparaitre de la mousse dans laquelle
une certaine quantité de biomasse vient s’accumuler. La quantité de biomasse présente dans la
phase liquide en sera alors modifiée. Pour éviter cela, une solution d’antimousse est ajoutée par une
pompe a déclenchement manuel, de maniére a répondre rapidement en fonction de I'évolution de la
culture. L'antimousse utilisé est une solution de polypropyléne glycol P2000 pur, stérilisée par
autoclavage a 121 € pendant 20 min.

C. Culture d’Yarrowia lipolytica

1. Généralités sur la levure Y. lipolitica

Yarrowia lipolytica est un microorganisme eucaryote suivant la taxonomie suivante: Fungi;
Ascomycota ; Saccharomycetes ; Saccharomycetales ; Dipodascaceae; Yarrowia. Y. lipolytica est une
levure atypique car elle se situe a la frontiére entre les levures hémiascomyceétes et les champignons
filamenteux. Elle est la seule du genre Yarrowia. Elle présente un métabolisme aérobie strict.

Elle a été identifiée dans de multiples habitats. De maniére générale, elle se retrouve dans des
environnements riches en substrats hydrophobes. Elle peut se retrouver sur des aliments riches en
lipides tels que les fromages, la margarine, I'huile d'olive, les plantes oléagineuses, I'huile de vidange
mais aussi dans les gisements pétroliers.

Cette levure est dimorphique ; Elle peut aussi bien se trouver sous forme de cellules végétatives
isolées, que sous forme d’hyphes selon les conditions de culture.

Cette levure a la possibilité de sécréter de nombreux métabolites en grandes quantités tels que le
citrate, l'isocitrate, I'a-cetoglutarate. Elle est d'ailleurs utilisée au niveau industriel pour la production
d’acide citrique.

Dans le cadre de nos travaux, nous utiliserons la souche sauvage Y. lipolytica W29.
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2. Milieux

a. Milieu de conservation

Toutes les cultures de Y. lipolytica sont initialement ensemencées par un stock de cryotubes congelés
et conservés a -80 T provenant d'une méme culture antérieure, effectuée au cours des travaux de
thése de doctorat de Bérangére PORTELLI. Le stock est réalisé a partir d’'une culture en phase
exponentielle de croissance sur un milieu riche type YPD (voir Tableau 14). Une suspension a 2 g I
de biomasse est mélangée a une solution de glycérol & 30 g I (cryoprotecteur) dans les proportions
50 /50 (V/V). Un méme stock est utilisé afin de limiter les dérives génétiques dues a un trop grand

nombre de repiquages.

b. Milieu de réveil

Une goutte, provenant d'un tube stock préalablement préparé, est étalée sur une boite de Pétri
contenant du milieu riche LB gélosé (voir Tableau 8). La mise en culture est réalisée pendant 24 a
48 h a 30 C. La bhoite est retournée pendant la rel ance pour limiter 'asséchement de la gélose.

Une colonie est ensuite prélevée avec une anse stérile, puis placée dans un tube contenant 5 ml de
milieu riche YPD (Tableau 14). La culture est a nouveau placée pendant 24 h a 30 T sur une table

agitante a une vitesse de 100 tr min’™,

Composé Concentration [g | '1]
Extrait de levure 10
Bactopeptone 10
NacCl(s) 9
Glucose 20
Solution préparée dans de I'eau osmosée

Tableau 14 : Composition du milieu riche YPD

c. Milieu minimum

Le milieu utilisé est tiré du travail de DEA de Laetitia FAURE (Faure, 2003).

Dans un premier temps, il est nécessaire de préparer indépendamment chaque composé contenu
dans le Tableau 15. Chaque composé est concentré 1000 fois par rapport a la concentration finale
dans le milieu minimum et contenu dans un flacon nettoyé a I'acide nitrique ~ 10 % (V/V), serti avec
une goutte d’eau osmosée, puis stérilisé par autoclave pendant 20 min a 121 C. Les solutions sont
ensuite dissoutes, puis filtrées avec un filtre stérile de porosité 0.22 um, sous une hotte a flux

laminaire.
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Oligo-éléments - Milieu minimum
Composé Concentration [g | ™]
ZnS0y, TH,O) 40
MnSQOy4, H;O(s 3.8
CoCl, 6H,0¢ 0.5
CuSOy, 5H,0, 0.9
Na,Mo0O,, 2H,0) 0.06
CaCly, 2H,0¢ 23
H3BOgs 3
(NHg)2Fe(S04),, 6H,0 23
Ajusté a pH 1 avec HCI
Solution préparée dans de I'eau osmosée

Tableau 15 : Composition des oligo-éléments concentrés 1000 fois

Dans les trois quarts du volume final, le milieu minéral du Tableau 16 est préparé dans de I'eau du
réseau sous agitation. Les solutions d’oligo-éléments sont rajoutées dans les proportions de 1 ml pour
11 de milieu minimum. Seule la solution de fer n'est pas ajoutée au milieu a ce stade pour éviter la
précipitation du milieu. La solution est ajustée a un pH de 4.5, avec de I'acide orthophosphorique, puis
stérilisée a l'autoclave. Une petite quantité de milieu minimum est prélevée afin de déterminer la
qguantité d’'ammoniaque a rajouter aux précultures. La stérilisation se fait par autoclavage a 121 C
pendant 30 min. Apres stérilisation, et juste avant inoculation dans le bioréacteur, le pH est ajusté et
régulé a 5.5 avec une solution d'ammoniaque a 28 % (m/m). Les solutions de fer et de vitamines sont

ajoutées a ce stade.

Milieu minéral - Milieu minimum

Composé Concentration [g | '1]
(NH4)2SO04 3
KoHP Oy 3
NaH,PO,, 2H20(S) 3.3916
MgSO,, 7H,0(, 0.4884
CsHgNNaO,, 1H,0
o hEre 1.8074
(Glutamate de sodium)

Solution préparée dans de I'eau du réseau

Tableau 16 : Composition du milieu minéral a la concentration finale du milieu minimum pour

les précultures Il, 11l et le fed-batch

d. Solutions d’alimentation

i. Solution saline
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La solution saline principale est asservie au volume de la solution de glucose proche de 700 g I'*. Elle
est apportée dans un ratio de 1 / 10 en débit par rapport au débit de la solution de glucose concentré.
La solution est préparée dans environ 100 ml initial d’eau osmosée. Les composés sont ajoutés dans
I'ordre présenté dans le Tableau 17, puis le volume est ajusté avec de I'eau osmosée.

Composé Concentration [g | '1]
KCl 20
NaCl, 20
MgSOys 13.186
ZnS04, TH,O 7.7
MnSQy4, H2O(s 0.47
CoCl,, 6H,0 0.3
CuSOy, 5H,0 0.6
Na;MoO,, 2H,0) 0.094
CaCl,, 2H,0y 6.4
(NH4)2Fe(S04),, 6H,0 5.6
H3BOy 0.3
H3P Oy 146.7
Solution préparée dans de I'eau osmosée

Tableau 17 : Composition de la solution saline d’alimentation du fed-batch

ii. Source carbonée

Afin de pouvoir contrbler finement la croissance du microorganisme pour de faibles taux de croissance
dés le début de Iinoculum, deux sources carbonées ont été mises en place. Il s'agit de deux sources
de glucose a des concentrations différentes. Le premier apport est une alimentation en glucose a
509 I et le second apport est une alimentation du méme substrat mais a 700 g ™. Chaque solution
est stérilisée par autoclavage a 121 T pendant 30 min. Aprés stérilisation, la quantité de sucre est
déterminée afin d’obtenir une conduite de culture optimale. L’alimentation avec la solution & 50 g I'*
est dosée avec I'analyseur YSI (voir Ill.B.3.a.i YSI - Glucose), puis en HPLC (voir 111.B.3.a.ii HPLC -
Glucose, acides organiques). La solution concentrée, proche de 700 g I'', est déterminée par une

mesure de la masse volumique de la solution par méthode gravimétrique.

iii. Solution de réegulation pH

Pendant la croissance, la culture est régulée au pH de 5.5 avec une solution d’ammoniaque
commerciale a 28 % (m/m). Le montage est préalablement stérilisé avec une goutte d'eau osmosée
dans le montage par autoclavage a 121 C pendant 20 min. Afin de limiter I'évaporation de
'ammoniac dans le ciel du bioréacteur, une canule plongeante dans le mout est installée. La solution
d’ammoniaque est transvasée dans le montage sous une hotte a flux laminaire.

Aprés la croissance cellulaire, le suivi du modt est régulé avec une solution d’acide sulfurique a

0.15 mol I"'. La solution est stérilisée a 121 T pendant 20 min.
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iv. Solution de vitamines

Afin de répondre aux besoins nutritionnels de la levure, une solution contenant sept vitamines est
préparée. Cette solution est concentrée 1000 fois par rapport a la concentration nécessaire dans le
milieu.

Pour 100 ml de solution, la solution est préparée en dissolvant une pastille de NaOH dans 10 ml d’eau
osmosée, on ajoute ensuite la d-biotine, puis on ajuste le pH a 6.5 avec HCI. On ajoute ensuite les six
autres vitamines dans l'ordre présenté dans le Tableau 18 en rincant le contenant de pesée avec un

jet de pissette d’eau osmosée. On ajuste le pH a 6.5 avec du NaOH ou HCI.

Composé Concentration [g | ™
d-biotine(s) 0.05
Panthoténate(s) 1
Acide nicotinique(s) 1
Myo inositol(s) 25

Thiamine hydrochloride
Pyridoxol hydrochloride

Acide p-aminobenzoique, 0.2
Solution préparée dans de I'eau osmosée, ajustée a
pH 6.5

Tableau 18 : Composition de la solution de vitamines concentrée 1000 fois

Dans un premier temps, un flacon serti avec une goutte d’eau osmosée est stérilisé a I'autoclave a
121 € pendant 20 min. La solution est transvasée sous une hotte a flux laminaire par filtration a
travers un filtre stérile (porosité de 0.22 um). La solution est conservée a I'abri de la lumiére a une
température de 4 C. La solution de vitamines est a joutée initialement au milieu dans les proportions
de 1 ml pour 11. Au cours de la culture, la solution de vitamines est ajoutée au milieu de culture a

raison de 1 ml pour 10 g de biomasse produit.

v. Solution d’antimousse

En cours de culture, le stress technologique ou nutritionnel fait apparaitre de la mousse sur laquelle
une certaine quantité de biomasse vient s’accumuler. La quantité de biomasse présente dans la
phase liquide en sera alors modifiée. Pour éviter cela, une solution d’antimousse est ajoutée par une
pompe a déclenchement manuel, de maniére a répondre rapidement en fonction de I'évolution de la
culture. L'antimousse utilisé est une solution de polypropylene glycol P2000 pur, stérilisée par

autoclavage a 121 < pendant 20 min.
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[1l. METHODES
A. Cultures en bioréacteur

1. Stratégie des experimentations

Dans cette partie, nous aborderons la stratégie de culture employée avec I'utilisation du logiciel
LoCoPREL. L'objectif est de produire des concentrations élevées en biomasse catalytique, tout en
gérant l'activité biologique par un contréle du taux de croissance. Pour cela, les cultures sont
conduites a des taux de croissance compris entre 0.05 et 0.2 h™, de maniére a appliquer des taux de
croissance identiques avec les deux microorganismes utilisés.

Afin de définir les débits d’alimentation minimum a envoyer, des simulations ont été effectuées a partir
d’une concentration initiale en biomasse X = 0.1 g I pour un volume initial de 10 | de milieu minimum.
En considérant un rendement apparent Rys sur glucose’ de 0.5gg™" et un taux de croissance en
débit d’expérimentation & 0.1 h™, il est alors possible de définir les débits d'alimentation du

bioréacteur. Le Tableau 19 ci-aprés décrit des exemples de débit pour différentes concentrations en

substrat.
Rys [9x 971 0.5 uh™ 0.1 Viiquide [1] 10
X[gl™ Débit d’alimentation du substrat [mlh ]
0.1 20 10 4 2 0.8 0.4 0.29
1 200 100 40 20 8 4 2.86
10 2000 1000 400 200 80 40 28.57
| Caucose [9 1 10 20 50 100 250 500 700

Tableau 19 : Estimation des débits minimum d'alimentation dans le bioréacteur

Le bioréacteur est alimenté par le haut de la platine. Il est important que le débit d’alimentation soit
suffisamment important, de maniére a ce que les gouttes de substrats tombent assez rapidement
dans le milieu afin d'éviter une carence. Dans le cas d'une stratégie d’apport de I'alimentation de type
fed-batch, il est nécessaire que le volume apporté par le substrat soit le plus concentré possible pour
limiter I'augmentation de volume total du modt. Or, si le substrat de départ était concentré
(Cglucose = 7009 I'l), le débit d'apport initial serait de 0.29 mi h™. Afin de réaliser une alimentation
adaptée aux pompes employées, une solution de glucose diluée est utilisée a une concentration de
50 g I'', jusqu’a I'obtention d’une concentration en biomasse supérieur & 1 gI* dans le bioréacteur
(voir Tableau 19), de maniére a ce que l'alimentation avec le substrat concentré a 700 g I'* soit & un
débit minimum de l'ordre de 3mlh™. Cette valeur de débit minimum peut alors &tre assurée

techniquement par les pompes utilisées.

! Rendement moyen sur glucose en g g™ pour les deux microorganismes investigués.
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Inversement, il est également nécessaire de déterminer les débits maximums afin de calibrer nos
pompes sur une plage de travail adaptée. Dans le cas extréme de l'application d'un taux de
croissance a 0.2 h™* pour les mémes conditions que précédemment & une concentration en biomasse
de 100 g I (sans se pencher sur les problémes liés au volume du bioréacteur), le débit nécessaire
serait alors de 571 ml h™. Concrétement, la pompe de substrat est calibrée de 1 a 600 ml h™, mais de
maniére a pouvoir gérer les prélévements, nous ne dépasserons pas les 200 ml h™ d’apport. A partir
de ce débit, celui-ci sera placé en débit constant de maniére a faire diminuer le taux de croissance
pour que la culture ne soit pas limitée en transfert de dioxygéne, jusqu'a l'obtention d'une
concentration en biomasse supérieure a 100 g I"".

2. Précultures et inocula

Les premiéres cultures ont été effectuées sans le logiciel LOCOPREL puisque celui-ci a été développé
au cours de ce travail. L'utilisation de LoOCoPREL permettant de gérer une conduite de culture dés les
faibles concentrations en biomasse, les stades de préculture different suivant que I'on utilise ou pas

LoCoPREL. lIs vont étre détaillés séparément dans ce paragraphe.

a. Sans LoCoPREL

Les précultures d’E. coli et Y. lipolytica sont issues de précédentes expérimentations en bioréacteur
de 20 I, qui sont indépendantes de I'étude présentée dans ce travail.

Dans le cas d’E. coli, la stratégie expérimentale visait une production de biomasse catalytique, a partir
de glucose, en étudiant I'apparition de métabolites par application de différents taux de croissance sur
la culture. Le transfert de cette culture sur I'outil expérimental a permis d'effectuer la culture | (voir
Chapitre 1V).

Dans le cas d'Y. lipolytica, la stratégie expérimentale consistait a mettre en place une conduite de
culture spécifique en vue de I'étude des flux de carbone au sein du microorganisme. Deux cultures ont
été transférées sur l'outil expérimental. La premiere culture récupérée, nommeée culture IV dans le
Chapitre 1V, a été alimentée progressivement d'un substrat osidique (glucose) a un substrat lipidique
(acide oléique) de maniére a suivre la stratégie définie pour un autre travail de recherche. La seconde
culture, nommée culture V dans le Chapitre IV, a été alimentée en glucose. Cependant, cette
alimentation carbonée a été couplée a une limitation nutritionnelle. Ces cultures ont été réalisées et
suivies au cours des travaux de thése de doctorat de Bérangére PORTELLI.

Ces premiéres expérimentations (culture I, IV et V dans le Chapitre IV et V), sans le logiciel
LoCoPREL, ont été effectuées en transférant une partie du modt du bioréacteur initial au bioréacteur
de I'outil expérimental utilisé pour ce travail de thése, sans nécessairement appliquer toute la rigueur
microbiologique liée a la préservation de la stérilité du milieu. Néanmoins, la haute concentration

cellulaire du mo(t a permis d’assurer le transfert de la culture sans développement de contaminants.

b. Avec LoCoPREL

Avec le logiciel LoCoPREL (voir Chapitre 1l1), il est possible d’inoculer avec une préculture ayant suivi

les stades classiques de préparation avec conservation de la chaine de stérilité.

108



Dans le cas d’E. coli, les stades de préculture et de culture sont effectués a 37 C. Pour les étapes I g,
I, Il et ll, la verrerie est déposée sur une table d’agitation & une vitesse de 200 tr min™ dans une
chambre & 37 C.

Une goutte d'un cryotube stock (congelé et conservé a -80 C) est étalée sur une boite de Pétri
contenant du milieu riche LB gélosé. Puis, une colonie isolée est prélevée avec une anse stérile pour
inoculer un tube contenant du milieu riche LB liquide (étape Ir). Les étapes |, Il et Il contiennent du
milieu minimum avec 5 g I de glucose. Une goutte de I'étape Ig, prélevée avec une anse stérile, sert
a inoculer un tube contenant du milieu minimum (étape I). Le tube est ensuite intégralement versé
dans un erlenmeyer bafflé de 500 ml contenant 45 ml de milieu minimum pour aboutir a un volume
total de 50 ml (étape Il). Ce volume est ensuite transféré dans un erlenmeyer bafflé de 51 contenant
450 ml de milieu minimum pour obtenir un volume final de 500 ml (étape Ill). Ces étapes sont

schématisées dans la Figure 45.

Milieu riche LB Milieu minimum
N AL
4 A a I
Ir | 1] 1
iR 8a12h
- o, [ o,
= 200 RPM 200 RPM 200 RPM
5ml 5ml 50 mi 500 ml

Figure 45 : Les stades de préculture d’ E. coli jusqu’a inoculation dans le bioréacteur

Dans le cas d'Y. lipolityca, les stades de préculture sont effectués dans une chambre a 30 C. La
culture est ensuite régulée dans le bioréacteur a 28 C. Pour les étapes de préculture Il et lll, la
verrerie est déposée sur une table d'agitation a une vitesse de rotation de 100 tr min™ dans une
chambre a 30 C. L'étape de préculture | r en tube est effectuée sur une table d’agitation a une vitesse
de rotation de 200 tr min™.

Une goutte d'un cryotube stock (congelé et conservé a -80 C) est étalée sur une boite de Pétri
contenant du milieu riche LB gélosé. Puis, une colonie isolée est prélevée avec une anse stérile pour
inoculer un tube contenant 5 ml milieu riche YPD liquide (étape Ig). Les étapes Il et Ill contiennent du
milieu minimum avec 10 gI* de glucose. L'intégralité¢ d’un tube de I'étape Iz sert a inoculer un
erlermeyer bafflé de 500 ml contenant 45 ml de milieu minimum pour aboutir a un volume total de
50 ml (étape Il). Ce volume est ensuite transféré dans un erlenmeyer bafflé de 5 | contenant 450 ml de
milieu minimum pour obtenir un volume final de 500 ml (étape IIl). Ce dernier erlermeyer bafflé est
ensuite utilisé pour inoculer le bioréacteur préalablement rempli de 10.5| de milieu minimum. Ces
étapes sont schématisées dans la Figure 46.
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Milieu riche Milieu minimum

N A
r N A
lr I 1
P N 28h 24h 24h 24h
b S —> —> —>
TR 200 RPM 100 RPM 100 RPM
5ml 50 ml 500 ml

Figure 46 : Les stades de préculture d’ Y. lipolytica jusqu’a inoculation dans le bioréacteur

3. Dispositif de bioréaction

Les cultures effectuées sur l'outil expérimental sont en mode discontinu alimenté (fed-batch). Le
dispositif est utilisé dans sa configuration maximale d'utilisation :

e Controle par le logiciel LoCoPREL de 3 pompes dalimentation (2 substrats + 1 sels
d’alimentation), de la pompe de rhéologie en ligne, et de 2 pompes gérées manuellement
(antimousse et sels complémentaires si besoin),

» Enregistrement en ligne jusqu'a 6 balances, du contréle de I'aération par des débitmétres
(régulateur et mesureur), de l'utilisation de I'ensemble des capteurs présents sur la boucle de
dérivation et de la visualisation de différents calculs.

Le choix des plages de mesures de chaque capteur est configuré par I'opérateur avant le lancement
de I'expérimentation. Pour les expérimentations biologiques, tous les capteurs ont été installés. Les

variables mesurées en ligne par ces différents capteurs sont rassemblées dans le Tableau 20.
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Nom LoCoPREL (variables mesurées) [Unité] Supervision
pO2_Fermenteur [/%] Mesure
pH_Fermenteur [/upnl Mesure et régulation
Temp_Fermenteur [C] Mesure et régulation
Prelative [bar] Mesure
Debit_Massique [kg h™* Mesure
Masse_Volumique [kg m3¥* Mesure
Temp_Debit [C]* Mesure
Pdiff1 [mbar]* Mesure
pH_Inox 1 Mesure
Temp_pH_Inox [C] Mesure
pO2_Inox N Mesure
Temp_pO2_Inox [C] Mesure
Pdiff2 [mbar] Mesure
Conductimetre [mS cm™] Mesure
Temp_Conduc [C] Mesure

Tableau 20 : Liste des mesures en ligne installées sur I'outil expérimental

Afin de s’approcher au mieux des conditions optimales de culture, le logiciel de pilotage et
d’acquisition spécifiquement développé (nommé LoCoPREL) est utilisé. Codé en C# WinForm, il
permet l'acquisition des données provenant des capteurs et la centralisation des informations
provenant du reste de l'instrumentation utilisée. L’ensemble de ces variables récupérées est présenté

dans le Tableau 21.

! L'unité du capteur dépend de la configuration effectuée par I'opérateur avant le lancement de
I'expérimentation
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Nom LoCoPREL (variables récupérées) [Unité] Origine

Debit_Gaz_Entree ['h™Y Module BROOKS
Masse_Substratl [g] Balance
Masse_Substrat2 [0] Balance
Masse_Sell [0] Balance
Masse_Sel2 [0] Balance
Masse_Acidel [g] Balance
Masse_Basel [9] Balance
Tension_PF V] Module Agilent®
Tension_Substratl V] Module Agilent®
Tension_Substrat2 V] Module Agilent®
Tension_Sell V] Module Agilent®
Debit_Consigne_PF [1hY] LoCoPREL
Debit_Substratl [ml h™] LoCoPREL
Debit_Substrat2 [ml h™] LoCoPREL
Debit_Sell [ml h™] LoCoPREL
(biomaszlgmoarzisg?e_(liae(l);?)oprgpse]s;ubstrat 1) [a] LoCoPREL
(biomassBelgrmoar:ssisgﬁz?fe?:gopn?izsubstrat 2) [a] LoCoPREL
Gaz_in_02 N Analyseur gaz
Gaz_in_C0O2 1 Analyseur gaz
Gaz_in_N2 1 Analyseur gaz
Gaz_in_Ar 1 Analyseur gaz
Gaz_out_02 N Analyseur gaz
Gaz_out_CO2 N Analyseur gaz
Gaz_out_N2 N Analyseur gaz
Gaz_out_Ar ] Analyseur gaz
Gaz_out EtOH 1 Analyseur gaz

Tableau 21 : Liste des variables récupérées par le logiciel LoOCOPREL

A partir de ces différentes informations, une série de calculs est effectuée afin d’obtenir un maximum
d’indicateurs sur le déroulement de la culture. Les noms de ces variables calculées sont rassemblés
dans le Tableau 22 et le Tableau 23. Le détail des calculs est présenté dans la partie IV.C Données

microbiologiques.

112



Nom LoCoPREL

) i [Unité] Descriptif
(variables calculées)
Volume_Liquide [ Volume de liquide dans le bioréacteur
Volume_Ciel_Gazeux M Volume de gaz dans le bioréacteur
Coefficient respiratoire obtenu a partir
QR_r U .
des vitesses
Coefficient respiratoire obtenu a partir
QR_Gaz 1 ) ) }
des fractions volumiques molaires
Debit_Gaz_Sortie_N2 [1hY] Débit de gaz sortant du bioréacteur
Debit_Gaz_Sortie_Ar [I'h™Y] Débit de gaz sortant du bioréacteur
Cmol_Substratl [Cmol] Quantité de carbone apportée par les
Cmol_Substrat2 [Cmol] substrats 1 ou 2
Cmol_tot [Cmol] Quantité totale de carbone apportée
Conc_Cmol_Accumule [Cmol 1] Carbone apporté, retranché du CO,
Conc_g_Biomasse_Accumule [g1"] (par volume de liquide)
02_Conso_tot [mol] Dioxygéne total consommé
CO2_Produit_tot [mol] Dioxyde de carbone total produit

Tableau 22 : Liste des variables calculées (premiére partie)
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Nom LoCoPREL

(variables calculées)

[Unité]

Descriptif

RO2X_mol
RO2X dt_mol
RO2X g
RO2_dt_g
RCO2X_mol
RCO2X_dt_mol
RCO2X_g
RCO2_dt g
ppO2_Fermenteur
ppO2_Inox
psubstratl
psubstrat2
pBase
po2
puCO2
Nmol_tot
Nmol/Cmol
Rxs_mol
Rxs_dt_mol
Rxs_g
Rxs_dt_g
Redox_Substratl
Redox_Substrat2
Redox_Accumule
Kla_estime
Kla_experimental
Kla_exp_MoylLog
ro2
ro2_|
rco2
rco2_|
q0O2_mol
q02_g
gqCO2_mol
qCO02 g

[molo, Cmolx'l]
[molo, Cmoly™]
[902 gx_l]

[902 gx_l]
[molcos Cmolx'l]

[molcoy Cmolx'l]
[9coz gx_l]
[9co2 gx_l]

[h™]
[h™]
[h]
[h]
[h]
[h™]
[h™]
[mol]

[moly molc'l]
[xmolc substratmOIC_l]
[xmolc substratmOIC_l]

[ox gsubstrat_ll

[ox gsubstrat_ll

U

]

]
[h]
[h™]
[h™]

[mol h™]
[mol I h!
[mol h™]
[mol I h!
[molo, moly™ h™]
[902 gx_l h_l]
[molco, moly™ h™]

[Oco2 gx_l h_l]

Rendement global
Rendement instantané
Rendement global
Rendement instantané
Rendement global
Rendement instantané
Rendement global
Rendement instantané
Taux de croissance
Taux de croissance
Taux de croissance fixé (substrat 1)
Taux de croissance fixé (substrat 2)
Taux de croissance
Taux de croissance (gaz)
Taux de croissance (gaz)
Azote total apporté
Rapport élémentaire N/ C
Rendement global
Rendement instantané
Rendement global
Rendement instantané
Redox apporté par le substrat 1
Redox apporté par le substrat 2
/

Estimation du kja de dioxygéne
Mesure calculé du k;a de dioxygéne
Mesure calculé du k;a de dioxygéne
Vitesse instantanée de O,
Vitesse instantanée normée de O,
Vitesse instantanée de CO,
Vitesse instantanée normée de CO,
Vitesse spécifique de O,
Vitesse spécifique de O,
Vitesse spécifique de CO,
Vitesse spécifique de CO,

Tableau 23 : Liste des variables calculées (seconde partie)
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L’ensemble du dispositif expérimental lié & la conduite de la culture peut étre schématisé par la Figure
47.

Capteurs
|
|
c 5

‘\

\

Substrat

Analyses
o gaz
dilué

Debltmetres
/@—’.massmue

28 % (m/m

A

Anti-mousse

Solution saline
complémentaire
(uniauement pour E. coli)

DR Balance
c Pompe pilotée @ Débitmeétre massique . )
....................... Signaux de pilotage
Pompe de régulation O Pompe non pilotée .
@ p g9 p plotee — _ ________ Acquisition

Figure 47 : Schéma général de la partie bioréacteur de I'outil expérimental
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B. Techniques analytiques hors-ligne
1. Concentration en biomasse

a. Mesure d'absorbance

En cours de culture, une information sur la concentration en matieére séche est effectuée par une
mesure de I'absorbance du milieu de culture sur une longueur d’onde A = 600 nm pour les levures et
A =620 nm pour les bactéries. L'absorbance est mesurée a I'aide d’un spectrophotométre biochrom®
Libra SA Visible (Part number 80-5000-00, SN 88000). L'échantillon est placé dans une cuve
« Special Optical Glass » de Hellma®, Allemagne (transmission > 80 % de 350 & 2000 nm), avec un
trajet optique de 2 mm. Le blanc est effectué avec la méme cuve, préalablement rincée et remplie
d’eau osmosée. L'échantillon est dilué de maniére a toujours obtenir une absorbance entre 0.2 et
0.6 UA afin de rester dans une zone linéaire.

b. Mesure gravimétrique

Pour les bactéries, la méthode de mesure gravimétrique par filtre est utilisable jusqu'a une
concentration de I'ordre de 5 g ™. Au-dela de cette valeur, le filtre se colmatant trop rapidement, un
biais apparait sur la quantité de biomasse déposée. Pour des concentrations supérieures a 5 g I, il
est nécessaire d'effectuer une mesure de la concentration en biomasse par une méthodologie

gravimétrique utilisant des eppendorfs.

i. Gravimétrie par filtres

Avant le lancement de I'expérimentation, des boites contenant des filtres (Sartolon Polyamid, Sartorius
stedim biotech, Allemagne) dans des coupelles numérotées sont placées pendant 24 a 48 h dans une
étuve a 60 C, sous 200 mbar de pression absolue, avec du silicagel afin de les sécher. Avant de
procéder a la pesée, les boites sont sorties, puis aussitét placées a température ambiante pendant 1 h
dans une étuve contenant du silicagel. Puis, les coupelles contenant les filtres sont pesées sur une
balance de précision & 10 g. La manipulation des coupelles s'effectue avec une pince.

Sur le fritté d'un systéme buchner, un filire de porosité adapté (0.22 um pour les bactéries, 0.45 pm
pour les levures) est disposé avec une pince. A partir de modt brut et préalablement vortexé (afin de
resuspendre les cellules ayant décanté, sans intégrer une phase gaz), un volume précis de
suspension cellulaire est prélevé avec une pipette jaugée, puis déposé progressivement sur le filtre
sans toucher les bords du buchner.

Enfin, le filtre chargé de cellules est remis dans la coupelle initiale. Lorsque I'ensemble des boites
seront remplies, elles seront mises a I'étuve a 60 T, sous 200 mbar de pression absolue, avec du
silicagel afin de les sécher pendant un minimum de 48 h. Les coupelles seront a nouveau pesées afin

de retrouver la concentration en matiére seche de la suspension cellulaire en lien avec le volume filtré.

ii. Gravimétrie par eppendorfs

Avant le lancement de I'expérimentation, des eppendorfs (Sorensonl] BioScience, Inc.) sont

numeérotés, percés 4 fois sur le bouchon avec une aiguille, disposés dans des boites, puis placés
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pendant 24 a 48 h dans une étuve a 60 T, sous 200 mbar de pression absolue, avec du silicagel afin
de les sécher. Avant de procéder a la pesée, les boites sont sorties, puis aussitét placées pendant 1 h
dans une étuve a température ambiante avec du silicagel. Enfin, les eppendorfs sont manipulés avec
une pince pour étre pesés sur une balance de précision a 10” g.

Juste avant le lancement de I'expérimentation, une pipette multi avec un céne a déplacement de
piston est calibrée sur de I'eau pour un volume de I'ordre de 1.4 ml. Lors de I'expérimentation, a I'aide
d’'une pipette multi avec un céne a déplacement de piston, un petit volume de suspension cellulaire
est prélevé afin de conditionner le cone de prélévement. Un volume de I'ordre de 10 ml est prélevé
sans bulle apparente, puis un volume précis de 1.4 ml est déposé dans chaque eppendorf. Ceux-cCi
sont centrifugés a 13400 tr min™ pendant 3 min. Le surnageant est jeté, et I'eppendorf est remis dans
la boite. Lorsque I'ensemble des boites est rempli, celles-ci sont mises a I'étuve a 60 C, sous
200 mbar de pression absolue, avec du silicagel afin de les sécher les eppendorfs pendant un
minimum de 7 jours. Les eppendorfs seront a nouveau pesés afin de retrouver la concentration en
matiére séche de la suspension cellulaire pour un volume de 1.4 ml.

On remarque que lors des phases d’expérimentation ou l'activité cellulaire est réduite, le temps de
centrifugation est augmenté jusqu’a 15 minutes pour avoir un surnageant le plus clair possible. De
plus, il est nécessaire d’avoir une concentration de I'ordre de 5 g I minimum afin d’avoir une pesée

significative.
2. Analyses physiques
a. Caractérisation des cellules

I. Microscopie
La microscopie a pour finalité d’obtenir des prises de vue les plus nettes possibles, tout en ayant une
résolution maximale. La résolution d'un microscope désigne sa capacité a séparer des détails trés
proches. Cependant, malgré la qualité du matériel utilisé, la résolution d'un microscope est
inévitablement limitée par la diffraction de la lumiere. Selon la théorie d’Abbe, la limite de résolution
dresolution d’Un microscope est la plus petite distance en dessous de laquelle deux points ne sont plus

distingués. Cette grandeur est définie par 'Equation 71.

- A
résolution 2n E.Sln 9

Equation 71 : Limite de résolution du microscope optique

d

Dans I'Equation 71, A est la longueur d’'onde d’illumination, n est I'indice de réfraction en sortie de
I'objectif et 6 est le demi-angle du cbne de lumiére maximum (n.sin® est aussi appelé ouverture
numeérique de I'objectif). De maniére a augmenter le pouvoir résolutif du microscope, il est nécessaire
soit d’augmenter l'indice de réfraction en sortie de I'objectif, soit de diminuer la longueur d'onde de
I'éclairage.

Dans notre cas, les observations microscopiques sont effectuées entre lame et lamelle, sous huile

(n=1.518), de maniére a augmenter la résolution du microscope. Le microscope utilisé est le
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OLYMPUS BH2-RFCA (SN:1J0769), avec les objectifs DPlanApo40UVPL (SN :105592) et
DApol00UVPL (SN : 106051). Avec ce dernier objectif, la résolution de I'observation atteint 0.15 pm.
Les échantillons utilisés pour la microscopie proviennent de la dilution effectuée pour la mesure de la
concentration en biomasse par lecture de I'absorbance. Le grossissement utilisé est le X100 sous
huile. L'acquisition de la prise de vue est effectuée avec la caméra Nikon DIGITAL SIGHT DS-Ril.
Les images sont numérisées au format TIFF par lintermédiaire du logiciel NIS-Elements Basic
Research 3.21.04 pour une dimension de 1280x1024 pixels. Enfin, pour chaque échantillon, un
minimum de quatre prises de vue est enregistré.

ii. Granulomeétrie laser

Le granulométre utilisé est le Mastersizer 2000 de la société Malvern Instruments. Il permet de
mesurer la taille des microorganismes sur le principe de diffraction laser de particules dispersées. Cet
appareil permet de mesurer une gamme de taille allant de 0.02 & 2000 pum.

La mesure s’effectue a partir de la réponse de I'échantillon suite a la sollicitation par un faisceau laser,
issu d'un tube gaz Hélium Néon. Le laser est collimaté pour obtenir un faisceau paralléle de 18 mm de
diamétre et émet une lumiere rouge de faible puissance. Les particules doivent étre diluées et mises
en circulation dans une cellule avant d’effectuer la mesure. Les particules éclairées par la lumiére
issue du laser dévient ainsi la lumiére de son axe principal, permettant a I'appareil de remonter a une

taille de particule (voir Figure 48).

Systeme de détection Systéme de détection

en rétrodiffusion aux grands angles

TAOTIOO <~~~

Lentille Plan de focalisation Détecteur

du détecteur d’obscuration
Cellule de mesure

Figure 48 : Principe du banc optique du granulométre laser Mastersizer 2000 (Malvern®)

La quantité de lumiére déviée, ainsi que I'angle de déviation (mesuré de 0.01 a 1309, permettent de
mesurer avec précision la taille des particules. Les intensités lumineuses recues aux différents angles
par des photodiodes en silicium sont numérisées, puis converties, a partir de la théorie de la diffraction

et de la diffusion de Mie, en taille de particule. Cependant, cette solution analytique particuliére des
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équations de Maxwell reste correcte sous condition que les particules analysées soient des spheres.
Or, dans des situations réelles, les suspensions microbiennes analysées peuvent trés largement
s'éloigner de cette hypothése de sphéricité.

Le granulometre permet de calculer des valeurs de diametre sur I'hypothése que la réponse mesurée
est celle d'une particule sphérique. Sur la classification d’Allen, on parlera alors de diamétre en
volume (Allen, 1997). Nous reviendrons sur la notion de diameétre dans la partie IV.B.2.a Diamétre

équivalent.

lii. Morphogranulométrie
L'appareil Morphologi G3S (Malvern Inst. Automated Particle Characterization System, SN:
MAL1033756) mesure les caractéristiques morphologiques (dimensions, formes) de particules. Les
particules peuvent étre obtenues a partir d'un fichier déja existant ou du microscope de I'appareil.
Dans le cas de l'utilisation du microscope, les particules analysées peuvent étre préparées par voie
seéche (dispersion des particules d'intérét sur une plaque en verre transparente) ou par voie humide
(observation microscopique classique entre lame et lamelle) pour une meilleure répétabilité des

mesures. Les caractéristiques de la caméra sont rassemblées dans le Tableau 24 ci-dessous.

Systéme caméra Caractéristiques

Type de caméra 1/1.8” Global shutter progressive scan CCD
Type de connexion |IEEE 1394a (Firewire™)

Nombre de pixels 2592 x 1944 (5 MegaPixel)

Taille des pixels 2.7 um x 2.7 um

Taille du capteur 7.20 mm x 5.40 mm

Tableau 24 : Caractéristiques de la caméra du Morphologi® G3S

L'analyse d'image effectuée permet d’accéder a un grand nombre de mesures géométriques par
particule, autorisant une analyse statistique basée sur le nombre de particules. Cette technique
d’analyse est particulierement adaptée pour détecter la présence de particules étrangéres et pour
conduire des analyses statistiques sur une ou plusieurs populations.

L'instrument Morphologi® G3S présente le net avantage d’effectuer des prises de vue standardisées
et automatisées, ainsi qu'un traitement de I'image en ligne intégrant, dans une procédure définie, la
binarisation de I'image et son seuillage. Les optiques utilisées permettent d’'obtenir des analyses
bornées par leur capacité optique. Leurs caractéristiques sont rassemblées en Annexe 4:
Spécifications techniques du systéme optique du Morphologi G3S®.

De multiples paramétres dimensionnels et morphologiques sont calculés pour chaque particule sur le
principe de la Figure 49.
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Figure 49 : Principe de la mesure de distance géométrique sur une particule

Suite a ces premiéres déterminations géométriques, de nouveaux parameétres sont mesurés et
calculés. Des explications schématiques de ces parametres sont développées en Annexe 5:
Description des parametres morphologiques. La liste de ces parameétres est présentée dans le

Tableau 25.
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Nom Abréviation Mesure / Calcul
Longueur Lon Mesure
Largeur Lar Mesure
Périmétre réel Per Mesure
Aire réelle Air Mesure
Diamétre du cercle équivalent Dce Mesure
. - . Cir = Pce
Circularité Cir Per
2
. Pce
Circularité haute sensibilité Chs Chs =Cir® = (m]

_ Lar

Rapport d’aspect Asp Asp = Ton

Lar
Elongation Elo Elo=1-Asp=1- (Lonj

Périmétre convexe Pco Mesure

. Con = Pco

Convexité Con _Per
Aire convexe Aco Mesure
. Sol = Aco

Solidité Sol _Air

Tableau 25 : Liste des parametres morphologiques intégrée par le Morphologi® G3S

Ainsi, pour chaque analyse morphométrique, une série de parameétres nous permet de pouvoir décrire
nos échantillons. Nos analyses se déroulent en voie humide, entre lame et lamelle. Les échantillons
sont préalablement dilués dans de I'eau physiologique afin d’obtenir une absorbance entre 0.3 et 0.6,
s’'assurant que les cellules sont correctement séparées. Puis, afin de stopper I'évaporation de
I'échantillon pendant I'analyse, un vernis est mis autour de la lamelle. Les objets a caractériser étant
les microorganismes de nos cultures, deux protocoles distincts sont utilisés. Leurs caractéristiques
sont rassemblées dans le Tableau 26.

121



Configuration Bactérie (culture I11) Levure (culture VI)

4 Slide Plate (75x25 mm)

Porte-échantillon Compensation de planéité

Lamelle présente sur I'échantillon
Diascopique
[llumination Intensité de calibration : 80
Tolérance : 0.2
50X (0.5 pm - 40 pm)
Optique Recouvrement : 40 %

Focus manuel

Seuil de contraste 190 & 255 04170
i Forme rectangulaire Forme rectangulaire
Surface analysé
1x1mm 2x2mm
Analyse des Version du logiciel : 3.00
particules Nombre minimum de pixel : 10
Filtres Aucun en cours d’analyse

Tableau 26 : Configuration des protocoles de mesure du Morphologi G3S

Dans le Tableau 26, on observe que les seuils de contraste a appliquer entre I'analyse de bactérie et
de levure sont totalement différents. En effet, lors de la mise au point de I'image, il sera nécessaire de
focaliser les bactéries au niveau de leurs membranes, de maniére a les voir plus claires que le fond ;
ceci permettra de détecter les cellules. Les bactéries ayant des tailles caractéristiques proches des
limites d'utilisation de l'appareil, cette focalisation est nécessaire sinon les cellules n'auront pas
suffisamment de contraste pour étre détectées. Au contraire, les levures ayant une taille plus
importante, il est nécessaire de faire la mise au point de I'image afin de voir correctement l'intérieur
des cellules. Dans ce cas, le contraste de gris est suffisamment important pour que les cellules soient
correctement identifiées.

Lors de I'analyse de nos résultats, des filtres sont placés de maniére a enlever les éléments parasites
issus d'une mauvaise détection des objets. Cette étape n’'est pas faite pendant I'acquisition des
données afin d’avoir une mesure la plus représentative de I'échantillon en biaisant au minimum les
résultats obtenus a cause du traitement. Les filtres appliqués pour I'analyse des bactéries et des

levures sont rassemblés dans le Tableau 27.

Parameétres filtrés Culture Ill Culture VI
Aire mini (nombre de pixel) 20
Convexité =1.000
Elongation =0.000
Aire maxi (nombre de pixel) 1250 20000

Tableau 27 : Paramétres de filtrage permettant de retirer les particules détectées par l'analyse

d'image mais ne correspondant pas a des cellules
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Les modifications géométriques sont suivies pour chaque analyse sur un minimum de 1000 cellules
par prise de vue, et pouvant monter jusqu'a 25000 cellules aprés filtrage. Les analyses ont été
répétées sur un méme échantillon, de maniére a procéder a une classification statistique (type
dendrogramme). Ce traitement permet d’identifier des paramétres permettant de rassembler des
échantillons proches. De plus, si les mémes échantillons se trouvent a nouveau rassemblés, et que
des groupes apparaissent distincts, cela indiquera qu’'un parameétre a suivi une évolution et doit étre
étudié plus en détail.

Le morphomeétre permet également de déterminer des diamétres équivalents par I'analyse de la
distribution de taille de I'échantillon de cellules analysées. Dans ce cadre, le principe de I'appareil
permet alors la détermination de diamétre en surface (cf. Tableau 34), et la détermination de ds,
(diametre de Sauter) correspondant au diametre équivalent le plus adapté suite a une obtention de

résultat issu d’une analyse en 2D.

iv. Zetamétrie

La mesure du potentiel zeta des cellules s'effectue a partir du Zetasizer Nano-ZS de chez Malvern
Intruments® (modéle : ZEN3600, SN : MAL1008061). Cet appareil procéde a une mesure du potentiel
zeta par effet Doppler.

Tout d’abord, un champ électrique alternatif est appliqué entre deux électrodes de maniére a mettre
en mouvement les particules chargées. Ce changement rapide de champ électrique permet de réduire
la polarité des électrodes, améliorant la précision des mesures. La position de la mesure dans la
cellule ne perturbe plus la valeur du potentiel zeta. Enfin, il est alors possible de négliger I'électro-
osmose devant la mobilité électrophorétique des particules, permettant de déterminer le potentiel zeta.
Un laser Helium-Néon est utilisé comme source lumineuse. Il est séparé en deux faisceaux, comme

illustré en Figure 50.

Coupleurde  |«—
fibre optique

Détecteur a 173°

Mesure de

interférogramme

Laser Analyse des

e
aisceau diffusant

données

~
7

Faisceau de référence

N\/\/\/\/\/\/\/\ Détecteur (Référence)

Figure 50 : Schéma de principe de la mesure du potentiel zeta par effet Doppler
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La lumiére diffractée par les particules en mouvement subit une variation de fréquence. La fréquence
de la lumiére étant trés élevée (f = 10" Hz), la variation de fréquence ne peut &tre mesurée que par
un systeme optique du type interférometre. Le laser est divisé en deux sources identiques. Le premier
faisceau passe au travers de I'échantillon ; c’est le faisceau diffusant. Le second ne traverse pas et
sert de référence ; c'est le faisceau de référence. La lumiére diffractée, issue des particules, provenant
du faisceau diffusant, est combinée avec le faisceau de référence pour créer des variations d'intensité,
formant ainsi un interférogramme. L'interférence de la lumiére diffractée sur le faisceau de référence
produit un interférogramme. Celui-ci montre un faisceau modulé de fréquence beaucoup plus faible
produit par la différence de fréquence entre le faisceau de référence et le faisceau diffusé. Les
interférences produisent des variations d'intensité avec une fréquence proportionnelle au déphasage.
Ces fluctuations sont localisées sur un détecteur.

L'amplitude de la déviation Doppler est déterminée en comparant la fréquence « recombinée » a la
fréquence du faisceau de référence. La fréquence du faisceau de référence est modulée a partir du
modulateur (cristal piézoélectrique supportant un miroir oscillant & une fréquence de 320 Hz). La
mobilité des particules, sous I'effet d’'un champ électrique, produit alors un décalage de fréquence. Le

décalage de fréquence donne le signe et la valeur du potentiel zeta mesuré.

L'analyse des échantillons est effectuée post-expérimentation. Au moment d’'un prélévement, environ
1.4 ml de mo(t est placé dans un eppendorf, puis conservé a 4 €T jusqu’'aux analyses de potentiel
zeta.

Juste avant de commencer la série d’analyses, une solution de NaCl a 3 mmol I est préparée dans
de I'eau MilliQ. Le pH de la solution est mesuré a 6.05. Cette solution est appelée solution standard
car celle-ci sera utilisée pour la mesure des cellules de E. coli et Y. lipolytica, dont les pH de culture
sont respectivement régulés a 6.8 et 5.5. Sa concentration est fixée & 3 mmol I'* afin que le courant
pendant I'analyse n’échauffe pas trop I'échantillon. Le sel utilisé est le chlorure de sodium afin de se
rapprocher de I'eau physiologique. A cette concentration, il est possible de préparer des solutions ou
le pH est fixé avec d'autres espéces et pour une force ionique équivalente, autorisant une analyse
pour différents pH. Dans le cas de notre étude, nous nous restreindrons a la comparaison des
analyses de cellules pour la solution standard a 3 mmol ™.

Chaque échantillon est lavé 3 fois. Pour cela, celui-ci est centrifugée & 13400 tr min™ pendant 3 min ;
le surnageant est jeté, et le culot de cellule est resuspendu dans environ 1 ml de la solution standard,
puis a nouveau centrifugé, etc. A la fin du troisieme lavage, I'échantillon est resuspendu dans environ
1 ml de solution standard, et puis conservé 5 minutes minimum dans la glace avant sa dilution et son

introduction dans la cellule de mesure.

v. Cendres

La quantification des cendres permet d’évaluer globalement la proportion inorganique contenue dans
la biomasse. Ainsi, une importante dérive de la proportion de cendre permettra de détecter une

modification de la composition élémentaire de la biomasse. Les échantillons utilisés pour la mesure
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des cendres sont les filtres séchés, contenus a I'étuve a 60 T sous 200 mbar de pression absolue,
pour la détermination de la concentration en biomasse.

Dans un premier temps, des tubes a hémolyse vides sont placés sur un portoir métallique. lls sont
ensuite calcinés dans un four par I'application du programme de température contenu dans le Tableau
28.

i Température Température
Etape Durée [h] o i
initiale [C] finale [C]
Rampe 2 20 550
Plateau 12 550 550

Tableau 28 : Programmation de la température de calcination pour la détermination des

cendres de la biomasse

A la fin de la calcination, les tubes sont placés pendant 1 h dans un dessiccateur a température
ambiante avant d’effectuer leur pesée.

Les filtres contenant la biomasse sont ensuite placés dans les tubes a hémolyse et calcinés. Avant le
démarrage de la calcination, 20 ul d’une solution de nitrate d’ammonium (NH4NO3) & 20 g 1™ sont
ajoutées pour améliorer la calcination de la matiére organique. Les échantillons sont ensuite calcinés
selon le programme de température du Tableau 28, puis placés 1 h dans un dessiccateur, avant d'étre
a nouveau pesés. Une nouvelle calcination est effectuée avec ajout de nitrate d'ammonium jusqu’a
'obtention d’'une pesée stable a £ 0.05 mg et d’'une une erreur relative par rapport a la précédente

inférieur a 0.1 %.
b. Caractérisation des fluides et des molits

I. Densimétrie
Le densimeétre base sa mesure de masse volumique sur la mesure d’'une oscillation mécanique induite
sur un tube en «U». Un aimant est fixé sur le tube en « U » vibrant a différentes fréquences
dépendant de la masse volumique du fluide contenu dans ce méme tube. La période d’oscillation t du
systeme se modifie en fonction de la masse totale du systéeme (tube en « U » + volume de fluide a
l'intérieur du tube). Le volume intérieur du tube étant défini et constant pour une température donnée,
la période d'oscillation du systéme est alors directement liée a la masse volumique du fluide contenu
dans le tube. Il est possible d’exprimer la masse volumique de I'échantillon en fonction de la période

d’oscillation du tube. L’expression analytique est présentée par 'Equation 72.

pech :(L\thZ +(_ mU J
4T[Z\/cell Vcell

Equation 72 : Relation entre la masse volumique et la période d'oscillation du tube en « U » de

mesure
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Dans I'Equation 72, K, représente la constante de la cellule, mee, et Mg respectivement la masse de
I'échantillon et la masse de la cellule (tube), pech €st la masse volumique de I'échantillon et Vg est le
volume intérieur de la cellule de mesure.

La période d’oscillation est alors une fonction de la masse volumique d'un échantillon. Pour ainsi
retrouver la valeur de pech, il est alors nécessaire de calibrer I'appareil a partir de deux échantillons
connus. Cette manipulation permet alors de retrouver les coefficients du polynéme du second degré
en t permettant la détermination de peh. Dans notre cas, nous calibrerons I'appareil avec de I'air et de
'eau osmosée a la température de la culture effectuée. La température de I'analyse est régulée par
effet Peltier et contr6lée par un capteur situé entre les deux branches du tube en « U ». L’échantillon
est introduit lentement par le bas du tube en utilisant une seringue. Les connections aux tubes sont en
PEEK, polymeére résistant et inerte pour une grande gamme de classes de produits chimiques. Le
volume du tube est de l'ordre de 1 ml (valeur précise non indiquée dans la documentation et
dépendante de la température d’analyse). Pour une mesure slre, il est préférable de rincer la cellule
par un volume d’échantillon de minimum 3 fois le volume de la cellule. Il est nécessaire de s’assurer
gue celle-ci ne contient pas de bulles d'air, ce qui modifierait, diminuerait et biaiserait la valeur de la

mesure. Le densimétre donne des valeurs précises a 10 g ml™.

ii. Rhéométrie
La caractérisation rhéologique hors-ligne des milieux synthétiques est effectuée sur un rhéometre
Bohlin C-VOR 200. L’essentiel des mesures de caractérisation a été réalisé avec une géométrie de
type cébne plan de 60 mm de diameétre, 2° d'angle et un entrefer de 70 um. Les mesures ont été
effectuées par paliers, de maniére a obtenir pour chacun un régime stationnaire de cisaillement au
sein du fluide pendant sa caractérisation. Un pré-cisaillement de 300 s est appliqgué pendant 20 s,
suivi de 10 s de repos. La plage de cisaillement utilisée est comprise entre 1 et 1000 s*, avec une
répartition logarithmique des valeurs de palier.
La détermination de la viscosité des fluides newtoniens est obtenue par la moyenne des valeurs
obtenues entre 10 et 100 s™, de maniére & avoir une mesure de couple la plus significative possible.
Lors du suivi de cultures (suspensions de cellules), des mesures ont également été effectuées sur les
prélevements avec des géométries striées plans paralleles de 40 mm de diameétre et un entrefer de
300 um. L'utilisation de cette derniére géométrie permet de détecter un éventuel phénomene de
glissement (lié a un gradient de concentration au voisinage des parois). Dans notre étude, aucun
glissement n'a pu étre observé pour une vitesse de cisaillement inférieure & 200 s™.
De maniere générale, toutes les mesures ont été effectuées de maniére a ce que le couple mesuré

par le rhéométre soit supérieur a 10° N m.

lii. Pression osmotique

e« La pression osmotique de la phase liquide du molt est déterminée par un osmomeétre
automatique Roebling type DR02 (Nr 9604002, Messtechnik, Berlin, Germany).
* Le principe de fonctionnement de I'appareil est basé sur la détermination du point de congélation

des solutions aqueuses. La mesure de I'abaissement du point de congélation par rapport a I'eau
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MilliQ donne une mesure directe de I'osmolarité du surnageant. Le point de congélation de I'eau
pure est précisément & 0 C. Dans le cas d'une solution de 1 osmole kgea,”, le point de
congélation de cette solution sera a -1.858 <C. Afin d’avoir une mesure des plus précise, I'appareil
est calibré avant toute mesure, avec de I'eau MilliQ et une solution standard fournie avec
Iappareil présentant une osmolaritt de 300 mOsm kges,”. Les échantillons présentant une
osmolarité supérieure a 300 mOsm kgeau'l seront dilués dans de I'eau MilliQ de maniére a avoir
une mesure dans la gamme de I'appareil.

 Les analyses sont effectuées sur des surnageants. Environ 1.4 ml de moQt contenu dans un
eppendorf sont centrifugés pendant 3 min & 13400 tr min™. 100 ul précisément de surnageant
sont prélevés et déposés au fond d’'un nouvel eppendorf. Ce dernier est ensuite mis en place au
niveau de la téte de mesure avant d'étre abaissé dans le compartiment réfrigéré de I'appareil. Le

résultat obtenu est exprimé en [mOsm kgea, ]
3. Analyses chimiques
a. Caractérisation du surnageant

i. YSI - Glucose

Le glucose est dosé en cours de culture par un analyseur automatique YSI 2700 Select (Modele
2700D, SN : 08C000029, YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA). Cet appareil utilise une enzyme
immobilisée sur une membrane, la glucose-oxydase, pour produire du peroxyde d’hydrogéne a partir

du glucose présent dans I'échantillon selon la relation

Glucose + 0, 0 BFPTPPIeH'A . AcideGluconique +H,0,

Figure 51 : Réaction de dosage du glucose par l'analyseur automatique YSI 2700 Select

L'oxydation de peroxyde d’hydrogéne H,O, sur une électrode de platine va libérer des électrons,
créant ainsi un courant proportionnel a la concentration en glucose. Apres étalonnage de I'appareil, la
concentration en glucose est directement lue en [g I'l], avec une précision de 5 % sur la concentration
la plus élevée de la gamme étalon. La membrane garantit une réponse linéaire pour une plage de
concentration en glucose allant de 0.05 & 9 g I". Enfin, cet appareil présente I'avantage d’avoir une
mesure rapide (60 s) et n’a besoin que d’un trés faible volume d’échantillon (13 pl).

ii. HPLC - Glucose, acides organiques

La détermination du substrat résiduel et la quantification de possibles métabolites s’effectue en
chromatographie liquide haute performance (CLHP).

L'appareillage utilisé est la chaine CLHP chromeleon, composée d'une pompe quaternaire pouvant
effectuer de maniére automatique des ringages a I'eau MilliQ. Un passeur d’échantillon contenant 3
tiroirs de 2 portoirs pouvant accueillir 6x54 échantillons réfrigérés a 4 T permet de stocker les
différents échantillons préts a passer en analyse. Un injecteur automatique composé d'un bras
mécanique et d'une seringue de 100 ul permet d’enchainer les différents échantillons et étalons

programmés dans la méthode. Différents rincages préalables peuvent étre programmés dans le
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logiciel chromeleon. Pour une quantification fine, la boucle d'injection est a volume fixe, avec un
volume injecté dans la colonne de 10 pl, permettant une plus grande répétabilité des volumes injectés.
La séparation sur colonne H" s’effectue selon le principe d’'une chromatographie d’exclusion ionique
(due aux particules et aux groupements SO;™ de la phase stationnaire) et d'affinité (entre les analytes
et les électrons 1t de la phase stationnaire). La séparation s’effectue en condition isocratique avec une
phase mobile d’acide sulfurique a 5 mmol I*. Une colonne de garde permet d’augmenter la durée de
vie de la colonne en minimisant les impacts des changements brusques de pression ou de
composition de I'éluant. En effet, cela pourraient tasser la colonne, voir accentuer des phénomeénes
de collapses de la phase stationnaire ou d’encrassement, ce qui impliquerait une perte d’efficacité, de
résolution et de séparation de la colonne. Les analytes sont détectés dans un premier temps par UV-
Visible. En fonction de la molécule analysée, il est possible de fixer une longueur d’'onde spécifique
pour une meilleure détection ou de faire un spectre complet pour choisir la longueur d’'onde au
maximum d’absorbance de l'analyte. Les sucres et alcools sont détectés avec un détecteur
réfractométrique, mis en série apres la détection UV. Il mesure la variation de l'indice de réfraction de
'analyte par rapport a celui de la phase mobile. L'utilisation du gradient d’éluant ne permet pas
l'utilisation de ce dernier détecteur. Enfin, la phase mobile est envoyée vers la poubelle a solvant
située en dessous de la chaine. Toutes les caractéristiques techniques de la colonne et de la chaine
sont rassemblées en Annexe 6 : Caractéristiques de la chaine CLHP Chromoléon.

Cet appareil permet la quantification des espéces regroupées dans le Tableau 29. Les temps de

rétention sont déterminés & partir d’'une solution 4 5 g I'* de chaque composé.

Espéces Temps de rétention (a £ 0.03 min)
Détection UV Détection refractométrique

Oxaloacétate 9.40 9.77
Citrate 9.61 9.98
Isocitrate 9.64 10.01
Glucose - 11.08
Pyruvate 11.43 11.78
Malate 11.46 11.84
Succinate 13.98 14.37
Lactate 15.19 15.56
Glycérol - 16.25
Formate 16.44 16.84
Fumarate Saturation vers 17 min 17.30
Acétate 17.90 18.31
Ethanol - 25.71

Tableau 29 : Temps de rétention des analytes pouvant étre présent dans le milieu de culture
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iii. ICP-MS - lons inorganiques

Afin de pouvoir estimer la force ionique au cours des cultures, 'ensemble des éléments inorganiques
présents dans la préparation du milieu est quantifié par ICP-MS". L’appareil utilisé est le 7700 Series
ICP-MS de chez Agilent Technologies.

Les échantillons sont préalablement préparés dans une solution d’acide nitrique a 1 % pour deux
raisons. La premiére raison est pour éviter la formation d’hydroxyde pouvant faire précipiter certains
composés. La seconde est pour éviter I'adsorption d’élément contre les éléments en quartz de
I'appareillage (nébuliseur, chambre de nébulisation et les différentes connections jusqu’a la torche a
plasma). Ensuite, les échantillons sont mis en place sur le passeur d’échantillon automatique avant
leur introduction dans I'appareil.

Aprés prélévement, I'échantillon est nébulisé dans une chambre refroidie a 2 C de maniére a obtenir
un aérosol. Les gouttelettes les plus fines de I'échantillon sont redirigées par le gaz vecteur (Argon)
vers la torche a plasma. Celle-ci a une température de 8600 K. Les gouttelettes les plus grosses sont
condensées et pompées en direction de la poubelle. Les fines gouttelettes d’échantillons traversent la
torche et sont progressivement asséchées, décomposées, atomisées et enfin ionisées positivement.
La bobine de la torche a plasma oriente le flux d’ions en direction des cbnes et des lentilles,
augmentant la sensibilité de l'analyse. Le champ électrique des lentilles focalise le flux d’ions de
maniére a ne conserver que les ions positifs. Le flux traverse alors I'octopole. Celui-ci supprime une
partie des espéeces multichargées, ainsi que les oxydes présents. L'utilisation d’hélium dans la cellule
contenant Il'octopole permet d'enlever Tlintégralité des espéces polyatomiques grace a une
discrimination des espéces en fonction de leur énergie cinétique au niveau de I'octopole. Des gaz,
autres que I'hélium, peuvent étre utilisés afin d’améliorer I'ionisation des analytes. L'objectif est de se
retrouver avec une population d’espéces monochargées positivement. Les éléments ionisés d'intérét
sont ensuite sélectionnés par I'analyseur quadripolaire avant d'étre détectés. Le détecteur permet la
guantification d'especes sur deux modes. Un mode analogique permet la quantification d’especes
concentrées dans I'échantillon. Un mode pulse autorise la quantification d’espéces a I'état de trace. Le
temps d'intégration des espéces dépend de la qualité d’'ionisation. Un tableau rassemblant les temps
d’intégration du détecteur pour chaque espece analysée est présenté en Annexe 7: Temps

d’intégration par éléments pour le détecteur de I'lCP-MS.
b. Caractérisation de la biomasse

i. Analyse élémentaire

Afin de s’assurer qu'il 'y a pas de maodification majeure de la composition de la biomasse, des
analyses ont été effectuées par le « Service Central d’Analyse » du CNRS. Aprés prélevements, deux
échantillons de 10 ml de modt sont centrifugés, dans des falcons de 15 ml, a 4 C pendant 10 min a
une vitesse de 4000 tr min™. Le surnageant est congelé, et les culots sont resuspendus dans de I'eau

physiologique glacée. Cette étape de lavage est effectuée quatre fois. Apres les étapes de lavage, le

! Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
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culot est congelé a -80 C. A la fin de I'expérimen tation, les échantillons sont lyophilisés avant d’étre
envoyeés au « Service Central d’Analyse ».
Pour chaque échantillon envoyé, ce service quantifie la proportion massique des éléments carbone,
hydrogéne, oxygéene et azote.
Les éléments C, H et N sont quantifiés a partir d’'une mesure de perte de masse. Une masse précise
de lyophilisat subit une combustion a 1050 € dans un mélange gazeux (hélium + dioxygene). Le
carbone se retrouve sous forme de CO,, I'hydrogéne passe sous forme H,O et I'azote se transforme
en oxyde d'azote N,O,. Aprés réduction a 450 T de I'oxyde d'azote sur du cuivre pour obtenir de
diazote N2, la séparation CO,, H,O et N, est effectuée sur une colonne chromatographique. En sortie
de colonne, les composés sont détectés avec un catharometre.
L'élément O est quantifié a nouveau a partir d'une perte de masse. Une masse précise de lyophilisat
subit une pyrolyse a 1120 < sur un charbon et sous flux de diazote. L’'oxygene de I'échantillon passe
alors sous forme de monoxyde de carbone CO. La quantification du monoxyde de carbone est
obtenue par une détection infrarouge.

ii. Protéines
Les protéines sont dosées par colorimétrie & partir de la méthode de Biuret. Pour cela, des ions Cu**
sont utilisés pour former un complexe avec les atomes d’'azote des liaisons peptidiques. Le complexe
Cu”*-protéine est de couleur mauve et présente une absorbance maximale pour A = 545 nm. L’objectif
de ce dosage est de pouvoir déterminer la proportion de protéines dans le surnageant et dans la
biomasse. Pour cela, une étape de lyse des cellules est alors nécessaire pour récupérer l'intégralité
des protéines. Le protocole ci-dessous s'inspire des travaux de Stickland (Stickland, 1951).
Les étalons et les échantillons subissent les mémes étapes de traitements chimiques et thermiques
afin d’obtenir une gamme étalon représentative. Les étalons de protéine sont préparés a partir de
BSA, sur une gamme allantde 0 a5 g ™.
Un volume de 1 ml d’échantillon est disposé dans un tube en verre. 200 ul de soude (NaOH) a200g I
! sont ajoutés a chaque tube avant de les fermer, puis de les vortexer. Les échantillons sont alors en
condition basique. Les tubes sont ensuite plongés dans un bain marie a 100 C pendant 5 min afin de
lyser les cellules afin de libérer le contenu protéique. Les échantillons sont ensuite sortis du bain marie
et laissés le temps qu'ils reviennent a température ambiante. 30 pl de sulfate de cuivre penta-hydraté
(CuSO0,, 5H,0) & 25 g I sont ajoutés & chaque tube. Puis, ils sont vortexés, et laissés 30 min afin que
la réaction de complexation s’effectue. A la fin des 30 min, les tubes sont a nouveau vortexés, puis
leur contenu est transvasé dans un eppendorf. Ceux-ci sont centrifugés pendant 3 min a 13400 tr min’
! pour séparer les débris cellulaires du surnageant contenant le complexe d'intérét. La mesure
d’absorbance s’effectue a partir de 200 ul de surnageant coloré, récupérés a la fin de la centrifugation,
et disposés sur une plague 96 puits. L'analyse s’effectue grace a la lecture des absorbances par
lecteur microplaque.
Il est nécessaire que le mo(t ne soit pas a une concentration en biomasse supérieure 2 3.5 g I*. Dans
le cas contraire, il est nécessaire de diluer préalablement I'échantillon dans I'eau osmosée. Des

interférences peuvent apparaitre si le milieu contient de 'ammoniaque.
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IV.TRAITEMENT DES DONNEES EXPERIMENTALES
A. Rhéométrie en ligne

1. Principe des séquences

La réalisation de la viscosimétrie en ligne s'effectue par I'emploi d'une courbe de frottement
permettant une estimation de la viscosité en ligne par I'emploi du concept de Metzner et Reed. Que ce
soit pour I'établissement de la courbe de frottement ou pour I'estimation de la viscosité a partir de la
courbe de frottement, il est nécessaire d'acquérir des données expérimentales représentatives du
comportement réel au sein du bioréacteur et de I'outil expérimental. Pour cela, I'obtention des
mesures est effectuée grace a une programmation des débits appliqués par la pompe gérant le débit
de circulation dans la boucle de dérivation.

Dans un premier temps, la gestion des séquences a été effectuée a partir d'un programme sommaire
développé sous LabView®. Un descriptif de cette premiéere interface homme-machine est présenté en
Annexe 8: Interface homme-machine a partir du programme de gestion sous LabView®. Les
possibilités au niveau de la programmation des séquences de débits ont été complétées et améliorées
au sein du logiciel LoCoPREL de maniére a offrir une large gamme de stratégies d'analyse
viscosimétrique en ligne. Quelques exemples d'allure de débit pouvant étre obtenus sont représentés

schématiquement dans la Figure 52.
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Figure 52 : Exemple de principe des séquences de débit de la pompe gérant la rhéologie en

ligne sur I'outil expérimental

La Figure 52 montre différents cycles de débit. Ces cycles peuvent commencer par un débit constant,
ou directement par une séquence de débit programmée. Les séquences programmées peuvent avoir
une distribution de débit linéaire ou exponentielle, avec une allure en pyramide (pointillé bleu sur la
Figure 52) ou en créneau (tiret rouge sur la Figure 52). La durée de la séquence dépend de la durée
de chaque palier At, et de la durée entre créneaux At (dans le cas d’allure en créneaux). Le temps
entre chaque acquisition effectuée peut étre diminué jusqu'a 1 s de maniére a acquérir rapidement
des données pour I'obtention de valeurs stabilisées pour chaque palier de débit appliqué.

Les caractéristiques d'une séquence, et plus généralement d'un cycle, doivent étre choisies de
maniéere a satisfaire des criteres adaptés aux réponses hydrodynamiques et biologiques pouvant étre
rencontrées. La durée d'un palier doit prendre en compte les temps de réponse physiquement
possibles a réaliser par I'environnement instrumental (temps de réponse des capteurs, fréquence
d’acquisition maximale du systeme), le temps de séjour hydraulique (Vpoucle/Qboucle): 1€ temps

d'établissement du régime d’écoulement et les temps de réponse biologiques (Vioucle/To2: Vioucle/Tsubstrats

).
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Dans notre étude, nous choisirons les parameétres de programmation des séquences de débit de
maniére a minimiser le temps de séjour et la durée de chaque palier. L'objectif est une analyse en
ligne des variables afin que la réponse biologique soit le moins possible perturbée par les conditions
hydrodynamiques appliquées par I'outil expérimental. Pour cela, le débit de circulation dans la boucle
de dérivation est maximum en dehors des séquences de débit de maniéere a éviter et/ou réduire une
éventuelle bascule métabolique entre des conditions aérobies et anaérobies. De plus, cela permet de
limiter les risques de carence en substrat subis par le microorganisme. Dans la méme optique, la
durée des paliers est fixée a 30s, de maniére a avoir suffisamment de points (a une fréquence
d’échantillonnage de 1 Hz) pour obtenir une moyenne convenable du phénomene observé, tout en
maintenant un régime d'écoulement suffisamment long pour avoir des conditions stabilisées. Le
paramétrage des séquences par l'interface du logiciel LoOCoPREL est présenté dans le Chapitre Ill.

L'allure des séquences de débits idéales est discutée et comparée dans le Chapitre IV.

2. Etablissement de la courbe de frottement

L'établissement des courbes de frottement est effectué sur des données expérimentales obtenues par

l'utilisation de milieux synthétiques liquides et homogénes.

a. Conditions opératoires

L'établissement de la courbe de frottement de chacune des conduites s'est effectué avec des
données obtenues en fluide newtonien et pour une température régulée a 20 € dans le bioréacteur.
Etant proche de la température ambiante, cette température permet de minimiser la perte thermique
lors de la circulation dans la boucle de dérivation pour de faibles débits.

b. Détermination du diameétre hydraulique

Pour chaque conduite, il a été nécessaire de déterminer le diamétre hydraulique précisément. Seules
les données obtenues en régime laminaire sont utilisées de maniére a appliquer la loi de Poiseuille.

i. Méthode de calcul

La détermination du diameétre hydraulique est obtenue a partir de la loi de Poiseuille (cf. Chapitre |

Equation 30) aboutissant & I'Equation 73.

Ap _1281L
n m;

Q,
Equation 73 : Loi de Poiseuille modifiée
Dans le cas d'un fluide newtonien, la relation est donc linéaire en fonction du débit volumique Q..

L’estimation du coefficient directeur® s'effectue en utilisant une régression linéaire suivant la méthode

des moindres carrés. Ce calcul est précis et représentatif des points expérimentaux si les distances
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entre deux points consécutifs sont constantes : le poids de chaque point sera le méme dans le calcul
du coefficient directeur.

Or, les variables d'intérét, soit f/2 et Reg, sont inversement proportionnelles et utilisées dans des
représentations logarithmiques. Les points expérimentaux doivent donc décrire un modele suivant une
distribution exponentielle logarithmique afin d’avoir une distribution des points permettant une bonne
détermination du modéle par la méthode des moindres carrés. Cependant, si nous effectuons une
régression linéaire par cette méme méthode, I'estimation du coefficient directeur sera biaisée car
'ensemble des points n'auront pas le méme poids dans I'estimation de la pente : les points les plus
éloignés du barycentre des données expérimentales auront un poids plus important dans le calcul.
Dans le cas d’une distribution exponentielle des données (i.e. débit), on effectue une transformation
logarithmique des données expérimentales pour se retrouver dans les conditions d'utilisation du
modele. Ainsi, la détermination du coefficient directeur est effectuée dans les mémes conditions que
celles d'utilisation du modéle, sur les variables log(Qy) et log(Ap/n).

La mesure de pression doit étre corrigée de [l'offset du capteur de pression déterminé
expérimentalement, soit en début et fin de mesure, soit en fin d’expérimentation, en identifiant

'ordonnée a I'origine.

ii. Analyse des données

La détermination du diameétre hydraulique a été effectuée par le calcul décrit précédemment, sur 15
séquences de deébit pyramidales avec distribution exponentielle des points sur 16 paliers. Afin de
déterminer les débits optimaux d’'analyse pour l'obtention du diameétre hydraulique, les séquences
sont analysées en enlevant progressivement 1 a 1 les paliers extrémes des séquences pour n’obtenir
gue les données les plus pertinentes par I'obtention d’'un coefficient de corrélation R supérieur a 0.99
pour D1 et supérieur a 0.9995 pour D2. La Figure 53 illustre les valeurs de diameétre hydraulique

obtenues pour la conduite D2, avec une répartition exponentielle des paliers.
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Figure 53 : Détermination du diameétre hydraulique par suppressions successives de paliers

pour la conduite D2 - Comparaison des valeurs en fonction du calcul

La Figure 53 montre que si la détermination du diameétre hydraulique n’est pas obtenue avec une
transformation logarithmique, le résultat reste peu sensible au filtrage des données car ce traitement
n'‘est pas adapté. La transformation logarithmique montre la nécessité de filtrer les données pour
retirer les valeurs extrémes induisant une valeur moyenne du diameétre hydraulique erronée (visible
pour des nombres de paliers moyennés élevés). De plus, les écart-types des moyennes obtenues
restent élevés quel que soit le filtrage. On note une Iégére diminution de la variabilité des mesures
entre les valeurs brutes (nombre de paliers moyennés analysés égal a 31), visible par les barres
d’erreur (= £ 1 écart-type), et les valeurs a nombre de paliers moyennés analysés plus faible.

La plage de débit retenue (écoulement laminaire pour chaque conduite) est appliquée de maniére
identique pour les deux conduites. La conduite D1 est la plus restrictive avant I'obtention de la
condition R > 0.99. La plage de débit retenue est comprise entre 40 et 200 | h™. La séquence de débit

appliquée a une allure pyramidale avec une distribution exponentielle.

L'analyse des paliers s'est effectuée en décomposant les résultats en fonction de I'ensemble des
données (palier a débit descendant, puis ascendant), ou en analysant séparément les paliers de débit
descendant et ascendant. L'effet de la correction sous forme logarithmique a également été étudié.

Ces résultats sont présentés dans la Figure 54.
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Figure 54 : Effet de la correction et comparaison des données contenues dans la séquence de

débit pour la conduite D1

On observe que la correction des données aprés transformation logarithmique est obligatoire afin
d'obtenir des résultats cohérents avec l'ordre de grandeur physique de la conduite (donnée
constructeur : 12 mm pour D1, 6 mm pour D2). Pour les valeurs avec correction, on observe que la
séquence de débit ne permet pas I'obtention de données identiques entre la partie a débit descendant
et ascendant. Sans cette distinction, on obtient une valeur de diamétre hydraulique moyen. En
procédant a cette distinction, on observe que la variabilité est due a la partie ascendante de la
séquence de débit. La partie descendante de la séquence présente une valeur moyenne de diamétre
hydraulique plus importante, et une variabilité plus faible des valeurs. C’est sur ce critere que nous
retiendrons ce mode de traitement pour I'obtention du diametre hydraulique utilisé pour la
détermination des modeles.

Moyennant ces précautions de calcul, les diamétres hydrauliques des conduites D1 et D2 ont été
respectivement estimés a 12.1 mm et 6.44 mm. Le coefficient de variation pour ces deux diamétres
peut étre estimé globalement a + 1.6 %.

c. Modélisation de la courbe de frottement

Les facteurs de frottement et les nombres de Reynolds issus des mesures expérimentales avec les
fluides newtoniens sont présentés sur la Figure 55 et Figure 56. Pour chacune des conduites, les trois
régimes d'écoulement sont aisément identifiés et la courbe de frottement présente une allure

classique pour des conduites cylindriques circulaires.
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Figure 55 : Courbe de frottement de la conduite D1 : Modéles employés par régime

d’écoulement, nombres de Reynolds critiques et modéle de Churchill
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Figure 56 : Courbe de frottement de la conduite D2 : Modéeles employés par régime

d’écoulement, nombres de Reynolds critiques et modele de Churchill

Dans nos conditions, les quatres paramétres a, b, ¢ et d de I'Equation 52 et de 'Equation 53 (voir
Chapitre | 1.D.4 Théorie en conduite) sont identifiés spécifiqguement pour les régimes laminaire, de
transition et turbulent. Toutes les valeurs identifiées sont reportées dans le Tableau 30, avec les
valeurs de diameétres hydrauliques et les nombres Reynolds critiques. Les diamétres de conduites
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sont choisis sensiblement différents de maniére a balayer des plages de vitesses de cisaillement plus
importantes. Ces vitesses de cisaillement sont plus adaptées a I'évolution du comportement
rhéologique lors de cultures cellulaires qui, débutant & trés faible concentration (environ 0.1 g I'"), se
terminent a haute concentration cellulaire (environ 100 g I'l). Les parametres des différents modeéles

sont présentés dans le Tableau 30.

dy Odh Laminaire Transitoire Turbulent
[mm] [mm] & Re; a b Re., C d
D1 12.1 210" 8 2049 3.3810° 0.622 3219 3.7210° -0.256
D2 6.438 310° 8 1661 1.9110°  1.05 2663 7.28 107  -0.294

Tableau 30 : Paramétres intégrés dans les courbes de frottement

Le diameétre hydraulique dy est présenté avec une variabilité de plus ou moins un écart-type Ggp.
Cependant, la faible valeur de I'écart-type obtenu pour le diamétre hydraulique de D2 nous permet de
nous interroger sur le sens physique réel de cette valeur.

Le modele de Churchill qui sera utilisé sur chacune des conduites est défini par les coefficients du
Tableau 30. Il sera dorénavant considéré comme la courbe de référence pour la mesure de rhéologie
en ligne.

Dans un second temps, des expérimentations avec les fluides non newtoniens ont été réalisées. Le
Reynolds généralisé est calculé par 'Equation 55, basée sur le concept de Metzner et Reed. On
constate que les points obtenus se positionnent sur la courbe de frottement établie en fluide
newtonien. Ainsi, l'unicité de la courbe de frottement confirme et valide I'approche choisie pour

effectuer une mesure de rhéométrie en ligne sur les milieux de fermentation.

3. Détermination de la viscosité apparente en ligne

Le principe de la rhéométrie en ligne consiste a utiliser les courbes de frottement préalablement
établies sur fluide synthétique. Aprés avoir ajusté le modéle de Churchill pour chaque conduite,
I'expression analytique est utilisée pour déterminer, a partir du facteur de frottement lui-méme calculé
a laide de la perte de charge (cf. Chapitre | Equation 48 : Facteur de frottement), le nombre de
Reynolds effectif en ligne sur la conduite concernée. Dans le cas ou le débit est suffisamment faible
pour se trouver dans la partie laminaire de la courbe de frottement, nous nous trouvons dans le cadre
de 'application du principe de Metzner et Reed, permettant une estimation de la viscosité dynamique,
que le fluide soit newtonien ou non-newtonien. L'obtention du nombre de Reynolds permet de déduire
une estimation de la viscosité dynamique du milieu, ou d’'une viscosité équivalente lorsque le fluide

n’est pas newtonien (a partir de 'Equation 56).

Les courbes de frottement ne présentent pas une relation bi-univoque entre le facteur de frottement et
le nombre de Reynolds généralisé lorsque I'on passe du régime laminaire au régime turbulent. Cela
entraine alors une incertitude sur la valeur de la viscosité estimée pour des valeurs de facteur de
frottement expérimentales situées entre 3.90 10° et 4.70 10 pour la conduite D1, et 4.81 10° et

7.16 10 pour la conduite D2. Celles-ci correspondent respectivement aux valeurs de facteurs de
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frottement pour les nombres de Reynolds généralisés critiques de chacune des courbes de frottement.
Dans ce cas, l'estimation est effectuée dans le cas le plus critique, c'est-a-dire en recherchant le
nombre de Reynolds a partir du régime turbulent de la courbe de frottement. Si une valeur répond a
ce domaine, le régime d'écoulement dans la conduite considérée n’est pas laminaire ; il y a alors le
risque d’'une mauvaise estimation de la viscosité car il n’y a pas unicité de la courbe de frottement
dans le cas d'un écoulement turbulent. Si aucune valeur ne peut étre obtenue dans ce régime
d’écoulement, le régime laminaire est balayé afin d’obtenir la valeur expérimentale du nombre de
Reynolds généralisé. Ainsi, les valeurs obtenues dans le régime laminaire sont assurées d'étre
uniques quelle que soit la nature du fluide (newtonien ou non) car cette estimation répond au concept
de Metzner et Reed. On a alors accés a un rhéogramme si plusieurs cisaillements (c'est-a-dire

plusieurs débits dans les conduites calibrées) sont appliqués au fluide.

Les valeurs de viscosité estimées peuvent alors étre tracées sur une courbe d’écoulement en évaluant
expérimentalement la vitesse de cisaillement. Celle-ci est alors calculée en ligne a partir de la valeur

de viscosité estimée selon I'Equation 74.

%

'y:

r] exp érimental

Equation 74 : Vitesse de cisaillement sur I'outil expérimental

4. Incertitudes des mesures et calculs.

a. Définition de I'incertitude

Un rappel sur les calculs d’incertitudes est proposé en Annexe 9: Calcul d'incertitude. Les
informations sont issues du GUM (OIML-GUM, 2010).
Dans de nombreux cas, un mesurande Y n’est pas mesuré directement mais est déterminé a partir de

N autres grandeurs Xy, X,, ..., Xy & travers la relation fonctionnelle f de I'Equation 75.

Y = (X, X, X,,)

Equation 75 : Détermination du mesurande Y

L'estimation de I'espérance mathématique X; est notée x;. Une estimation du mesurande Y, notée vy,
est obtenue en utilisant les estimations d’entrées X, Xo, ..., Xy pour les N grandeurs X;, X, ..., Xy.

L’estimation de I'incertitude de sortie, résultat du mesurage, est donnée par 'Equation 76.

y:f(xl,xz,...,xN)

Equation 76 : Estimation du mesurande y

Dans le cas de grandeurs non corrélées entre elles, I'expression de l'incertitude-type composée u.(y)
suit 'Equation 77.
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)= 2] ve)

Equation 77 : Incertitude-type composée sous forme de variance

La formule s’applique pour I'intégration :

» des différentes évaluations d'incertitude de Type A et B (voir Annexe 9 : Calcul d’incertitude)

dans une incertitude-type unique u(y),

» de l'ensemble des paramétres contenus dans une expression littérale.
Il y a corrélation (covariance non nulle) dans les grandeurs mises en ceuvre quand un doute pése sur
deux estimations x; et x; des variables X; et X; qui entrent dans la composition du résultat y. Si I'on
cherche & savoir si deux grandeurs d’entrée X; et X; sont ou non corrélées, il ne faut pas raisonner
physiquement en pensant aux deux mesurandes correspondants. En revanche, il faut analyser
comment le processus de mesure a pu introduire, ou n'a pas éliminé, un doute commun a ces deux
variables aléatoires qui représentent les mesurandes.
Si Y est de la forme Y =cXP* X% ...XR¥, et si les exposants p; sont des nombres connus, positifs ou
négatifs, d’incertitude négligeable, 'incertitude-type composée peut étre exprimée sous la forme d’'une

variance composée relative selon 'Equation 78.

-t

y i=1 i

Equation 78 : Incertitude-type composée relative sous forme de variance

L’incertitude-type composée relative devient de la forme de 'Equation 79.

u(y)

Yl

Equation 79 : Incertitude-type composée relative

L'incertitude-type relative de chaque estimation d’entrée est obtenu par 'Equation 80.

u(x,) v #0
——— avec
x| x| #0

Equation 80 : Incertitude-type relative

b. Incertitudes sur la rhéométrie en ligne et hors-ligne

i. Sur la courbe de frottement

Afin d'avoir une information sur la pertinence des données obtenues, nous allons déterminer

l'incertitude de mesure du dispositif expérimental. Pour cela, la loi de propagation des erreurs sera
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appliquée sur le calcul du facteur de frottement et du nombre de Reynolds généralisé pour obtenir une
incertitude-type composée relative sur les résultats obtenus. Nous présenterons dans cette partie les

expressions finales a utiliser pour différents cas.

+ Régime laminaire (Re < Re )

En régime laminaire d’écoulement dans une conduite circulaire, le facteur de frottement et le nombre
de Reynolds généralisé sont donnés par 'Equation 49 et 'Equation 50. Le développement du calcul
est présenté en Annexe 10: Evaluation de l'incertitude de mesure au cours de I'établissement de la
courbe de frottement.

Ainsi, 'expression de lincertitude-type relative du facteur de frottement prend la forme de 'Equation
81.

1
2

m

f ) 2 2 2 2 2
o15) {{uc@p)} [sSal] [ ] [ ] {_zuc(czm)”
f

Amodel Ap dh L p

Equation 81 : Incertitude-type composée relative du facteur de frottement pour I'établissement

du modéle

Concernant I'expression de l'incertitude-type relative du nombre de Reynolds généralisé, son calcul

est exprimé par 'Equation 82.

L NH ) NS N :

Re Q. d,

9 r]Bohlin

Equation 82 : Incertitude-type composée relative du nombre de Reynolds généralisé pour
I'établissement du modéle

+ Régime turbulent (Re > Re )

En régime turbulent, I'expression des incertitudes-type composées relatives du nombre de Reynolds
et du facteur de frottement auront la méme expression qu’en régime laminaire (Equation 81 et
Equation 82). Cependant, méme si les incertitudes-type de type B restent constantes (méme
appareillage utilisé pour les différents régimes d’écoulements), il est nécessaire de réajuster les

incertitudes-type composées par les valeurs correctes des incertitudes-type de type A.

e Incertitudes sur /2 et Reg

Les valeurs des incertitudes-type composées pour le régime laminaire et le régime turbulent sont

présentées dans le Tableau 31.
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UC(y)xloo [%] Régime laminaire Turbulent regime
(Re < Rey) (Re > Rey,)
fl2 2 2
Re, 7 7

Tableau 31 : Incertitudes-type composées relatives sur les invariants de similitude utilisés pour
I'établissement de la courbe de frottement de la conduite D2

Les résultats du Tableau 31 montrent que le facteur de frottement présente une incertitude de mesure
de 2 % et que le nombre de Reynolds généralisé atteint 7 %, quel que soit le régime d’écoulement.
Malgré le changement de régime d'écoulement, la propagation des erreurs de mesure n’engendre pas
une augmentation de l'incertitude-type composée relative lors du passage du régime laminaire au

régime turbulent.

ii. Sur la viscosité en ligne et hors-ligne

A partir de I'expression de l'incertitude-type composée relative du facteur de frottement, il est possible
de développer une expression permettant I'obtention de I'incertitude-type composée relative de
I'estimation de la viscosité en ligne. Le développement de chaque expression est présenté en Annexe
11 Evaluation de l'incertitude de mesure au cours de I'estimation de la viscosité en ligne. Les relations
aboutissant aux incertitudes de mesure sont présentées par 'Equation 83 pour le régime laminaire et

par 'Equation 84 pour le régime turbulent.

e (Nenigne ) _ “c%am)z{uc(Qm)T{_MT

I’]en—ligne %Iam Qm dh

Equation 83 : Incertitude-type composée relative de la viscosité dynamique estimée en ligne en

régime laminaire

el (‘1ju°%“fb) Z{UC(Qm)T{_MT %

E VZturb Qm dh

Equation 84 : Incertitude-type composée relative de la viscosité dynamique estimée en ligne en

n en-ligne

régime turbulent

Il est également possible de déterminer I'incertitude-type composée relative appliquée sur I'obtention
hors ligne de la viscosité apparente. Son expression est décrite par 'Equation 85 et le détail du calcul
se retrouve en Annexe 10: Evaluation de l'incertitude de mesure au cours de I'établissement de la

courbe de frottement.
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Ngohiin L y

U (Moorin) _ {()} { J}

Equation 85 : Incertitude-type composée relative de la viscosité apparente estimée sur le

rhéomeétre Bohlin

143



B. Analyse statistique de populations cellulaires

Les analyses granulométriques issues du granulometre laser et du morphogranulométre permettent
'obtention de parameétres géométriques issus de I'analyse d’une population de cellules. Méme si le
morphogranulométre permet I'acquisition d’'un éventail plus large de critéres morphologiques, une
analyse statistique sur des critéres communs aux deux analyses est possible. Dans un premier temps,
un rappel sur les fonctions de distribution est effectué. Puis, la description de paramétres communs
aux deux analyses est proposée, avant de définir les conditions d’'acceptabilité pour définir une

population cellulaire normale.
1. Distribution de population

a. Théorie

Prenons le cas de la description d’'une variable monomodale. L'analyse du profil de distribution de
données est effectuée pour déterminer les caractéristiques d’'une population issue d’'un échantillon
analysé. A partir de I'analyse de I'échantillon, I'objectif est de définir la loi de probabilité (profil de
distribution) permettant de décrire correctement la loi de distribution. Les profils de distributions
peuvent étre comparés en connaissant la fonction décrivant la loi de distribution, permettant
'obtention de leurs fonctions de répartitions1 dJ(x)Z. Ces fonctions de distribution peuvent étre
représentées comme des fonctions continues I(x)z, par la modélisation de la population, ou des
fonctions discretes p;, issues des mesures expérimentales. Ces fonctions sont reliées entre elle par la

relation décrite par 'Equation 86.

Equation 86 : Définition d'une fonction de distribution

Chaque fonction de distribution I(x) peut étre caractérisée par un ensemble de moments I} et de
moments centrés '} d'ordre j (Morice, 1972). Dans le cadre de nos travaux, nous nous intéresserons

aux moments mathématiques définis dans le Tableau 32 ci-dessous :

! Fonction de répartition = fonction de distribution cumulée
2 pour éviter les risques de confusion avec d'autres symboles de ce manuscrit, la fonction de
répartition est notée d(x) plutét que F(x), et la fonction de distribution est notée I(x) plutdt que f(x).
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Nom mathématique d’ordre j

Expression
Symbole : Nom usuel
k
Zni X
Moment d’ordre 1 [ ==
—_ 17k
I, =X : Moyenne Z
ni

Moment centré d’ordre 2 =
2
I, : Variance
i N

Moment centré d’ordre 3 rro= =
] . , et 3= Kk
I; : Coefficient d’asymétrie Zn'
i=1 I
d 4
. Zni [qxl _X)
Moment centré d’ordre 4 =
, .. , . 4~ k
I, : Coefficient d’aplatissement Z n
i
i=1

Tableau 32 : Exemples de moments mathématiques

A partir de la variance, il est possible de définir I'écart-type de population o comme étant la racine
carrée de la variance. Les différents moments seront par la suite mis en ceuvre pour tester la
normalité des fonctions de distribution discrétes obtenues a partir des analyses.

b. Distributions discretes

Dans le cas d'une instrumentation adaptée, les résultats obtenus permettent de décrire une
distribution d’'une ou plusieurs populations par l'intermédiaire de I'enregistrement de signaux discrets
au sein de classes. L'obtention de variables d'intérét nécessitant un traitement de données de la
distribution du signal impose une réflexion sur le genre de mesure effectué et le type de distribution
discréte de population obtenus. Le Tableau 33 rassemble des exemples de définitions de classes en

fonction de I'analyse physique conduisant a une expression discréte de la distribution de la population.
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Distribution Signification de la fonction de distribution p i Expression
— ni
. . . . Pi==
Effective Fréquence effective de la classe i n
I
i=1
— ni |ﬁi
i
Dimensionnelle Fréquence dimensionnelle de la classe i Zn_ o
I I
=1
A
: . . . Pk
Surfacique Fréquence surfacique de la classe i Zn_ 42
| I
=1
o o N
. . . . Pk
Volumique Fréquence volumique de la classe i zn_ NE
| I
=1

Tableau 33 : Définition des classes pour I'expression discrete de populations

L'analyse de la distribution des classes p; permet de remonter a une fonction I(x) suite a une
modélisation des signaux enregistrés, de maniere a calculer les variables d'intérét caractérisant la

distribution.

c. Distribution continue : loi normale et log-normale

La description de la fonction de distribution discréte p; nécessite souvent une hypothése sur la forme
méme de la fonction de distribution continue. Dans le cadre de notre étude, nous utiliserons deux
fonctions de distribution permettant I'application d’hypothéses sur la forme des distributions de
populations rencontrées.

Dans le cadre d'une analyse, si la distribution discréte des signaux suit une courbe de Gauss, la
distribution est dite normale. Les échantillons présentant une distribution de taille suivant une loi
normale sont alors parfaitement décrits par deux parameétres: le moment d'ordre 1, appelé plus
couramment la moyenne, et I'écart-type de la population o. L'expression de la loi normale suit

I'expression de 'Equation 87.

—\2
I(x)=;@xp - XX

o, B2 2007

Equation 87 : Expression de la loi normale

Si chaque terme I(x) est discret, il est assimilé au p; correspondant a la fréquence de la classe i définie
dans le Tableau 33. De nombreux calculs statistiques s'appuient sur une hypothese de distribution
gaussienne. Cependant, la description de la distribution de la population par une fonction de
distribution normale n’est pas toujours correcte. C’est souvent le cas des distributions de tailles de
particules. Celles-ci sont généralement « biaisées » vers les plus grandes tailles. De tels échantillons
sont alors mieux décrits par une loi de distribution log-normale, provenant de la transformation

logarithmique de la variable x de I'Equation 87 telle que z =In(x). A nouveau, la distribution en
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représentation log-normale peut alors étre totalement décrite par la moyenne de z et I'écart-type de la

population g,.

—\2
_\Zz-z

—;ngp
o, Q200 2[0°

Equation 88 : Expression de la loi log-normale

I(z)

Dans I'Equation 88, la moyenne z décrivant la loi log-normale est obtenue par I'expression issue de

I'Equation 89.

E:In(xz):w = X, :(I_l xdp)%

Equation 89 : Obtention de la moyenne d'une loi log-normale

2. Détermination du diametre cellulaire

a. Diametre équivalent

Il existe de multiples facons de définir la taille d’'une particule sous I'appellation « diameétre » lorsque
cette particule n'est pas sphérique. Une liste des différentes définitions de la notion de diamétre peut
étre faite. Les définitions non employées dans notre travail sont listées en Annexe 12: Liste des
diamétres équivalents. Ci-dessous, le Tableau 34 rassemble uniquement les expressions rencontrées

dans le cadre de nos travaux.

Symbole Appellation Définition
o Diametre de la sphére qui a le méme volume que la
dy Diamétre en volume ]
particule.
o Diametre de la sphére qui a la méme surface que la
ds Diamétre en surface )
particule.
Valeur moyenne de la distance entre deux tangentes
det Diamétre de Féret au contour projeté de la particule, tracées
parallelement & une direction donnée.
q Diamétre de l'aire Diamétre du cercle qui a la méme aire projetée que la
¢ projeté stable particule dans une orientation stable.

Tableau 34 : Exemples de diameétres équivalents (Allen, 1997)

Le Tableau 34 montre que la définition et la caractérisation d’'un diamétre dépend réellement de son
mode d'obtention. L'analyse des résultats est a effectuer en fonction des caractéristiques de chaque

diameétre mis en ceuvre.

! Diametre statistique, souvent défini en valeur moyenne dans le cas d’'une particule précise
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b. Diametre moyen

De maniere générale, une suspension cellulaire ou particulaire est rarement constituée d'objets de
taille unique. On représente la variation de taille d’'une population d'objets sous la forme d'une
distribution de diamétres de cellule. La plupart des techniques de caractérisation existantes donnent
directement des distributions de population. Afin de pouvoir remonter a un diamétre, il est nécessaire
de définir le type de distribution que renvoie I'appareil. La distribution de la population mesurée est
découpée en classes dont la largeur dépend du systéeme instrumental. La plupart des techniques de
caractérisation existantes donnent directement I'une des distributions décrites dans le Tableau 33.
Selon la complexité de la forme de certaines cellules, et selon les propriétés que I'on cherche
véritablement a mettre en évidence, il est nécessaire de définir le diamétre moyen pouvant étre
obtenu a partir, entre autre, de la liste du Tableau 34. Ce diamétre moyen est complété par un écart-
type, décrivant la largeur de la distribution autour du diameétre moyen pour une population de cellules
donnée.

De maniére & généraliser les expressions, on définit les diamétres moyens & partir de 'Equation 90
(Brittain, 2001) :

I
p-q

Zk:ni P
- i=1

ini !

i=1

Equation 90 : Définition du diameétre moyen

d

p.q

Classiquement, dans le cas d'une distribution de populations en volume, on emploie le diamétre
moyen volumique d4 3. Dans le cas d’'une distribution de la population en surface, on utilise le diamétre
moyen surfacique ds,, appelé aussi diamétre de Sauter.
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C. Données microbiologiques

Les calculs présentés dans cette partie sont effectués a deux reprises : une premiere fois en ligne,
dans le logiciel LoOCoPREL qui a été spécifiqguement développé pour les besoins de I'étude. Ces
calculs sont réalisés une seconde fois post-expérimentation, lorsque toutes les données correctives
sont disponibles. En effet, un certain nombre de données, notamment la conversion du substrat en
biomasse, n'est alors pas connu. Les calculs en ligne sont alors effectués sans prendre en compte
ces corrections. Ces calculs sont donc effectués lorsque I'expérimentation et I'ensemble des analyses
sont terminées avec, cette fois-ci, des calculs plus rigoureux. En effet, il est alors possible d'intégrer la
bioconversion du substrat, un coefficient de correction volumique, un facteur de dilution et un calcul du
volume théorique. Afin d'éviter une redondance, les calculs effectués en ligne par le logiciel sont
décrits dans cette partie, le fonctionnement du logiciel a proprement parler est développé dans le
Chapitre 1ll. Les noms de variables dans le logiciel sont indiqués en caractéres gras au fur et a

mesure des explications.
1. Les calculs en ligne
a. Analyse des gaz

I.  Bilan sur un composé A gazeux

L’équation de conservation de la matiére peut s'écrire sous la forme de 'Equation 91.

Accumulation = (entrée - sortie) + [production - consommation]

flux réaction

Equation 91 : Principe du bilan matiére

Soit Qeniree €t Qsortie l€S débits volumiques d’entrée et de sortie. Les entités A; et ry sont respectivement

la fraction molaire et le flux. Pour alléger les expressions de ces bilans, on utilisera également la

notation « A » mais en indice pour une quantité qui est relative a I'espéce A. La forme mathématique

est développée a partir de I'Equation 92.

dissous D‘/quuide) + d(Agazeux D‘/gaz) _ ( X
Entrée

dt dt

Equation 92 : Bilan de I'espéce A d’un élément présent en phase gazeuse et liquide

d(A

= Qsortie D(Asm,e ) *ra D‘/liquide

AEnlrée

Il est possible de rassembler les termes de transfert issus de la phase liquide, on parlera du flux de
transfert global de I'espéce A, présenté par I'Equation 93.
d(Adiss us D/Ii uidi )
®, = Odt e *+Ta Wiguide

Equation 93 : Flux de transfert global de I'espéce A
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d(Adissous B/quuide)
dt

Cependant, dans le cadre de notre étude, nous considérerons que le terme est

négligeable, ceci afin de rendre possibles les calculs en ligne avec notre équipement.
Pour faciliter les calculs, le terme prenant en compte I'espece Agazeux S€ développera sous la forme de

gaz

I'Equation 94, le terme étant considéré comme étant négligeable.

dA gazeux A th _A th

sortie sortie sorite

dt t, -t

Equation 94 : Différentiel au cours du temps de la concentration d’une espéce A gazeuse

ii. Diazote et Argon

Ces deux composés sont naturellement présents dans les gaz d’entrée et de sortie du bioréacteur. lls
ne sont pas consommeés par le microorganisme, jouent un role de traceur inerte et sont a I'équilibre
thermodynamique. Par ailleurs leur solubilité est faible dans la phase liquide. A partir de ces
différentes constatations, il est possible de calculer le débit volumique de sortie d’aprés la mesure du
débit volumique d’entrée et de la composition des gaz en entrée et en sortie du bioréacteur (Equation
95).

sortie

entréet, _ N,
Qentrée D(NZ dt gaz

Qsortie - sortie,t
XN 2
2

Equation 95 : Débit des gaz de sortie du bioréacteur

Dans I”Equation 95, xy. est la fraction volumique en diazote dans les gaz de sortie obtenue a partir de
'analyseur gaz. Cette derniere équation présente le calcul du débit des gaz de sortie a partir des
données obtenues sur le diazote. Le calcul reste identique si les données utilisées sont issues de
I'argon. Ces calculs sont retrouvés dans le logiciel LOCOPREL sous les noms Debit_Gaz_Sortie_ N2
et Debit_Gaz_Sortie_Ar . Dans le cadre des bilans effectués en ligne, le débit des gaz de sortie est
effectué sur le diazote, car sa mesure par les analyseurs gaz est plus précise du fait de sa fraction
volumique plus importante dans les gaz d’entrée par rapport a I'argon. De plus, ce double calcul
permet de s’assurer de la cohérence des valeurs issues des gaz, afin de pouvoir détecter un éventuel

dysfonctionnement au niveau de I'analyseur.

iii. Dioxygene et dioxyde de carbone

L'analyse en ligne de ces composés permet la détermination d’'un certain nombre de variables
décrites dans la suite de ce document. Rappelons que, dans le cadre de notre étude, nous

considérons le transfert au sein de la phase liguide comme négligeable.
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b. Volumes dans le bioréacteur

La détermination du volume de liquide est assurée par la méthode de la dérivée pour I'obtention du
volume réel & chaque instant t,. Dans le logiciel LoOCOPREL, le volume est déterminé par I'Equation 96
et porte le nom Volume_Liquide . Il est issu de la mesure des différentes balances permettant une
mesure de la perte de masse de chaque alimentation apportée dans le bioréacteur pendant un temps
At =1t - ti;.

Vliquide (ti ) = Vliquide (ti—l) + (AVSubstratl + A\/Substratz + AVEa\ul + AVEauZ )At
+ (AVSEI + AVle + AVsz +AVe, —AV,

Evap /¢

Equation 96 : Volume de liquide dans le bioréacteur

Tous les volumes AV apportés pendant le temps At sont cumulés au volume de liquide calculé a la
date ti;.

A partir du volume de liquide, le volume du ciel gazeux est déduit de I'Equation 97. Il est obtenu en
considérant le volume total du bioréacteur Vyioeacter @ 20 litres, complété par le volume des
connexions Veonnexion du condenseur et des longueurs de tuyaux allant jusqu’a I'analyseur gaz. Il est

nommé Volume_Ciel_Gazeux dans le logiciel LoOCoPREL.

V.o =V -V, +V,

ciel bioréacteur liquide connexion

Equation 97 : Volume du ciel gazeux dans le bioréacteur

i. Solutions carbonées

Les volumes apportés par un substrat en solution se décomposent en deux parties : le volume
apporté par le substrat strict, et le volume d'eau apporté par la solution contenue avec le substrat
(Solution = Substrat + Eau). Le logiciel LOCoOPREL integre la possibilité d’apporter deux substrats a

utiliser successivement. Les volumes apportés sont dénommeés (Vsustratt ; Veaut) €t (Vsubstrate ; VEau2)-

La mesure en ligne de la masse de la solution par les balances permet I'obtention de Amgyytion,
correspondant a la mesure de la variation de masse entre deux acquisitions. La masse de substrat
apportée est déterminée par 'Equation 98.

- Arnsolution xC

Solution

Am

substrat solution

Equation 98 : Masse de substrat apportée par une solution carbonée

Dans I'Equation 98, AMgushrar €6 AMsouion SONt respectivement les masses, en [g], de substrat et de
solutions apportées pendant une durée At, psouion €St la masse volumique de la solution en [g ml'l] et
Csoltion €St la concentration massique du substrat en [g mI'l].

Afin de pouvoir effectuer des bilans en ligne, il est nécessaire de poser I'hypothése que la masse
volumique de la biomasse py est égale a 1000 g I, et que le coefficient de correction volumique du
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bioréacteur a est égal a 1. Ce dernier est sans dimension. Ce coefficient a est utilisé post-
expérimentation lors des calculs de bilan pour corriger le volume de liquide calculé par le volume de
liquide réellement mesuré aprées I'expérimentation. Le coefficient a permet d'intégrer les modifications
du volume pendant la bioconversion du substrat en biomasse.

Sous ces hypothéses, le calcul de AVgsiat PErmMet de traduire le phénomeéne de bioconversion du

substrat en biomasse (substratg, = biomasse + COy) dans 'Equation 99.

MC

substrat

Am
substrat C
[ —An Co, x Msubstrat xa
AV =

substrat —

Px

Equation 99 : Volume de liquide apporté par le substrat dans le bioréacteur

Dans I'Equation 99, AMgypsyar €t MCubstar SONt respectivement la masse de substrat en [g] et la masse
molaire du substrat ramenée a un carbone (soit 30 g molc™ pour le glucose contre 180 g mol™ pour sa
masse molaire « normale » ) et Anco, est la quantité en [mol] de CO, produit pendant la durée At.

En ce qui concerne le volume d’eau apporté par la solution carbonée, il est déterminé par 'Equation
100.

= Arns,olution —-Am
peau

Equation 100 : Volume de liquide dans le bioréacteur apporté par I'eau contenue dans la

substrat

AV

eau

solution carbonée

ii. Solutions d’éléments inorganiques

Le volume de liquide apporté par les solutions de régulation pH (AV,u1, AV,p2) et de sel d’alimentation
(AVse) est déterminé par 'Equation 101.

_ Arnsolution_i
P

Equation 101 : Volume de liquide dans le bioréacteur ajouté par une solution apportant des

AV,

composeés inorganiques

Dans I'Equation 101, Amgyion i représente la différence de masse en [g] pendant le temps At pour la

solution i considérée, celle-ci ayant une masse volumique p; en [g I'l]

iii. Echantillons

Le calcul du volume de liquide dans le bioréacteur integre les augmentations de volume AV, yyiment
dues aux ajouts par un apport a la seringue de nutriments (ou vitamines), et les préléevements

effectués de modat pour les analyses AVpgievement. L€ terme AVeq, est décrit par I'Equation 102.

152



AV, = AV Y

nutriment prélévement

Equation 102 : Volume de liquide apporté ou soustrait par I'opérateur

iv. Evaporation

Les expérimentations peuvent durer parfois plus de 100 h sans interruption. Il est donc nécessaire
d’intégrer un terme prenant en compte la perte de volume par évaporation d’eau. Pour cela, on utilise
le débit d'aération Qgnee, €N coONsidérant que l'air en entrée est sec, et que les gaz sortant du
bioréacteur sont saturés en vapeur d’eau (humidité relative = 100 %) a la température de consigne du

condenseur considérée. Le volume d’eau évaporée est alors défini par 'Equation 103.

Evap vV Totale

mol pBioréacteur Eau

Saturation
AV - QEnlrée X[ szo J XMHZO X At
T

Equation 103 : Volume de liquide perdu par évaporation

Dans I'Equation 103, AVe,qp €st le volume d’eau évaporée en [I] au cours de la durée At en [h], Qentree
est le débit de gaz sec entrant dans le bioréacteur en |[l, h'l], Vo désigne le volume molaire en [I mol

l], PH20

et la pression absolue en [Pa] a lintérieur du bioréacteur considéré a la température du

saluraton et reaceur > décrivent respectivement la pression de vapeur saturante en eau en [Pa]

condenseur,.My,0 est la masse molaire de I'eau en [g mol'l] et peay €St la masse volumique de I'eau en
-1
[gI"].

c. Vitesses

Pour un composé i, a une concentration C;, la vitesse instantanée de production ou consommation est

obtenue par 'Equation 104.

dc,
rn=—
dt

Equation 104 : Vitesse instantanée de production/consommation d'un composé i

Dans le logiciel LoOCoPREL, il est possible d’accéder aux vitesses instantanées pour le dioxygene rO2
et le dioxyde de carbone rCO2. L'expression analytique contenue dans le logiciel est calculée suivant
I'Equation 105 pour la consommation de dioxygéne, et suivant 'Equation 106 pour la production de

dioxyde de carbone.

Sortie
. . o,
QEntrée D(gnztree _QSOrtie D(g(:me - dt wCieI
lo, =
Vmol
Equation 105 : Vitesse instantanée de consommation de dioxygéne [mol h N
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Sortie

i 5 co,
QSortie D(gg?e _QEntrée D(Ergzee + dt |]/Ciel
rco2 =
Vmol
Equation 106 : Vitesse instantanée de production de dioxyde de carbone [mol h N

On pose I'hypothése que les especes dissoutes sont minoritaires et peuvent étre négligées dans le
calcul. La prise en compte de ces espéces nécessitera une correction de ces calculs.

L'intégrale des vitesses instantanées permet d'accéder aux quantités totales consommées ou
produites de dioxygene et de dioxyde de carbone que I'on appelle respectivement O2_Conso_tot et
CO2_Produit_tot .

Les vitesses instantanées peuvent également étre normalisées par le volume de liquide présent dans
le bioréacteur selon I'Equation 107. Les variables sont respectivement nommées rO2_| et rCO2_|
pour la vitesse instantanée de consommation de dioxygéne et la production de dioxyde de carbone
normalisées par le volume de liquide du bioréacteur.

I

liquide - i

I

i
Vliquide

Equation 107 : Vitesse de production instantanée de I'espéce i normalisée par le volume de

liquide [mol I * h™]

Les vitesses instantanées peuvent aussi étre normalisées par la quantité de biomasse présente. On

parlera alors de vitesse spécifique ayant pour expression 'Equation 108.

1
==
q <

Equation 108 : Vitesse spécifique d'un composé i

La vitesse spécifique peut étre exprimée en [mol cmoly* h'l]. Elle sera notée qO2_mol pour la
consommation de dioxygene et qCO2_mol pour la production de dioxyde de carbone. Elle peut aussi
étre obtenue en [g gus” h™']. La notation sera alors qO2_g pour la consommation de dioxygéne et
gCO2_g pour la production de dioxyde de carbone.

La vitesse spécifique de production de biomasse est appelée taux de croissance. Cette valeur peut
étre estimée en ligne par I'utilisation de différents signaux issus des capteurs. Dans le cas des sondes
de dioxygéne dissous (présentes en deux points de I'outil expérimental), I'estimation du taux de
croissance a pour expression 'Equation 109.

1 O* _ Omesuré[2
p'poz = ln(p f D rznesuré \]
=t | pO, —pO,~"

Equation 109 : Taux de croissance estimé a partir des sondes a dioxygéne dissous
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La valeur obtenue a pour nom ppO2_Fermenteur ou pupO2_Inox suivant qu'elle a été calculée a
partir des signaux issus de la sonde a dioxygéne dissous positionnée dans le fermenteur ou de ceux
de la sonde présente dans le module inox.

La valeur du taux de croissance peut également étre estimée a partir des quantités réelles envoyées
dans le bioréacteur et issues de l'enregistrement des balances. Il est alors possible d’obtenir
psubstratl , psubstrat?2 et uBase a partir des valeurs des balances de substrat 1 et 2 envoyées, et

de base consommée. La valeur est obtenue par 'Equation 110.

1 In(mbalance_i(tZ)
tl

"= t, - mbalance_i(tl)

Equation 110 : Taux de croissance estimé & partir des substrats envoyés

] avect,>t;

L'estimation du taux de croissance pO2 et uCO2 est également faite a partir des vitesses calculées
sur la consommation en dioxygéne et la production de dioxyde de carbone. Ces estimations sont

obtenues a partir de 'Equation 111 pour le gaz i.

1 2
o= In| - avect, >t
l‘ll t2 _tl (I’-tl J 2 1

Equation 111 : Taux de croissance estimé & partir des vitesses instantanées sur les gaz

d. Coefficient de transfert de dioxygéne

Dans le logiciel LoOCoPREL, plusieurs méthodes sont proposées pour déterminer le coefficient de
transfert en dioxygéne kia. Dans un premier temps, celui-ci est estimé a partir du dimensionnement
théorique du bioréacteur. L'article de Riba permet ainsi d'avoir une relation empirique entre des
caractéres géométriques et le coefficient en transfert de dioxygéne (Riba, 1998). Son expression est

présentée dans 'Equation 112 et se nomme Kla_Estime dans le logiciel.

ka

estimé

07
P
:2E|.0_3X( g J XUS'ZXBGOO

liquide

Equation 112 : Coefficient de transfert de dioxygéne estimé

Dans 'Equation 112, kiaesime €St le coefficient en transfert de dioxygéne en [h'l] et Viiqude €St le volume
de liquide precédemment calculé en [l]. P4 est la puissance mécanique en cuve agitée aérée en [W];
elle est estimée a partir de la puissance consommée en cuve non aérée P et du nombre de Froude

par 'Equation 113.

P, = [0.27 + 0.022) xP
Fr

Equation 113 : Puissance mécanique en cuve agitée aérée
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Dans I'équation précédente, P est la puissance mécanique en cuve agitée pour un nombre de
Reynolds d'agitation Reagitation > 10* avec vortex ; celui-ci est exprimé en [W], et se définit par
I'Equation 114.

P =N,, xN® x d°

X psumageant

Equation 114 : Puissance mécanique en cuve agitée avec vortex pour Re agitation > 10*

L’Equation 114 est décrite par le nombre de puissance (sans dimension) en régime turbulent Np, dont
la valeur est fixe et égale a 0.47, Psumageant €St 12 masse volumique de la solution agitée en [kg m'3]
(assimilé a celle de I'eau pour I'estimation de Kla_estime ), N est la vitesse de rotation de I'agitation en
[tr s'] et d est le diamétre du mobile d’agitation en [m], égal & 0.08 m pour notre bioréacteur.

Le nombre de Froude s’exprime, dans le cas des cuves agitées, par 'Equation 115.

2
Fr:N xd
g

Equation 115 : Nombre de Froude

La relation ci-dessus utilise des termes communs a I'Equation 114, a I'exception de g qui est
I'accélération de la pesanteur en [m s].
Enfin, la vitesse superficielle de gaz Ug, exprimée en [m s™, est définie par I'Equation 116.

>

Equation 116 : Vitesse superficielle de gaz

La vitesse superficielle de gaz U, est dépendante du débit volumique de gaz entrant dans le
bioréacteur en [m3 s'l], et de l'aire A de section droite de la cuve utilisée en [mz]. Dans notre cas, cette

aire est fixée 2 5.73 102 m>.

Le coefficient de transfert de dioxygéne peut également s’'estimer en ligne a partir de la vitesse
instantanée normée de consommation de dioxygéne. Il est appelé Kla_experimental dans le logiciel
LoCoPREL et s’exprime selon 'Equation 117.
rquuide
klaexp = *L
Coz _ngzp
Equation 117 : Coefficient de transfert de dioxygéne expérimental

kiaexp st en [h™] si la vitesse instantanée de consommation de dioxygéne rop'*'* est en [mol h™] et
les concentrations Co, €t Co,™® | exprimées en [mol I'l], sont respectivement la concentration en

dioxygene dissous a saturation et la concentration en dioxygéne dissous a l'instant t.
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Cependant, 'Equation 117 ne considére pas I'appauvrissement des bulles en dioxygéne durant leur
remontée dans le bioréacteur (dioxygéne consommé progressivement par le microorganisme). Pour
cela, le gradient de concentration est intégré au calcul du coefficient de transfert en dioxygéne par
l'utilisation d’une moyenne logarithmique utilisée dans la thése de Mathias FYFERLING (Fyferling,
2007). L’expression du nouveau coefficient de transfert de dioxygéne prend la forme de 'Equation 118
et se nomme Kla_experimental_MoyLog dans le logiciel LoCoPREL.
p liquide
klaexp/ln = (Cgrltrée _Cgr;trée mggréacteu?j_ (C.g)znie _Czozme mgzoréacteur)
Cgr;trée _Cgrltrée L—Fbgzoréacteurj

sortie sortie bioréacteur
Co2 Co2 @ 0,

Equation 118 : Coefficient de transfert de dioxygéne expérimental corrigé

L’Equation 118 intégre, par rapport a 'Equation 117 le gradient de concentration en dioxygéne dans la

phase liquide entre le bas et le haut du bioréacteur. Pour cela, le pourcentage de saturation en

bloréactelr ast pris en compte de maniére a retrancher la quantité de dioxygéne

dioxygene dissous poz
présente dans la phase liquide aux différents points du bioréacteur. Puis les concentrations en
dioxygéne dans la phase liquide au point d'injection de gaz et en sortie du bioréacteur, respectivement

entrée sortie

C02 et C02
et Schumpe (Weisenberger and Schumpe, 1996) permettant ainsi d'intégrer un correctif sur la

en [mol '], sont calculées a partir de la loi de Henry et du modéle de Weisenberger

variation de solubilité du dioxygene dans le cas de milieu salin.

e. Rendements apparents

Les rendements obtenus en ligne sont des rendements apparents car ils ne prennent pas en compte
la maintenance du microorganisme. lls peuvent étre calculés sur les quantités totales mises en ceuvre
dans I'expérimentation ; on parlera alors de rendement apparent global. lls peuvent également étre
calculés sur des intervalles de temps plus courts (les deux derniéres acquisitions effectuées par le
logiciel) ; on parlera alors de rendement apparent instantané. L’Equation 119 illustre le calcul des
variables Rxs_mol, Rxs_g, Rxs_dt mol et Rxs_dt_g. Le calcul est identigue dans les deux cas,

seules les unités utilisées et l'intervalle de temps considéré changent.

AX

RX/S -

AS

Equation 119 : Rendement apparent instantané biomasse - substrat

Le logiciel calcule trois rendements différents, en global et en instantané, dans différentes unités.

L'ensemble des rendements contenus dans le logiciel est rassemblé dans le Tableau 35.
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Type de rendement Nom LoCoPREL Unité
RO2X_mol [molo, mol®™]
RO2X_g [902 9x ]
RCO2X_mol [Molco, Mol
Global 1
RCO2X_g [9co2 9x ]
Rxs_mol [Molx MOlsypstar ']
Rxs_g [gX gsubstrat_l]
RO2X_dt_mol [molo, mol®¢’]
RO2X_dt_g [902 9x]
) RCO2X_dt_mol [molco, Mol
Instantané 1
RCO2X_dt g [9co2 9x ]
Rxs_dt_mol [Molx MOlsypstar ']
Rxs dt g [9x gsubgtrat_ll

Tableau 35 : Synthése des différents rendements calculés par le logiciel LoOCoPREL

f. Coefficient respiratoire

A partir de l'analyse des gaz, il est possible d’estimer en ligne le coefficient respiratoire de deux
facons différentes. La premiére possibilité consiste a utiliser les vitesses instantanées, son expression
est présentée dans I'Equation 120. Il s’agit de la variable QR_r dans le logiciel LoCoPREL.

leco,

Qg =

lo,

Equation 120 : Coefficient respiratoire obtenu par les vitesses instantanées

La seconde forme utilise directement les pourcentages obtenus par les analyseurs gaz (Spectrométre
de masse ou INNOVA®), et prend la forme de I'Equation 121. Il s’agira de la formule du terme
QR_Gaz dans le logiciel LoCoPREL.

out _ _dn
Q, = %o (\dcuct)z
b, ~ 46,

Equation 121 : Coefficient respiratoire obtenu a partir des données brutes des analyseurs gaz

g. Bilans

Malgré le bruit lié a I'ensemble des mesures, il est possible d'effectuer le bilan élémentaire du
bioprocédé. Pour cela, un bilan sur le carbone est effectué, avant d’entreprendre un bilan généralisé
en utilisant le degré de réduction des espéces en présence, de maniére a ré-estimer le degré de
réduction généralisé de la biomasse. Ce dernier est un indicateur de I'état physiologique de la cellule.
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I. Théorie
Une réaction biologique peut étre décrite de maniére générale par 'Equation 122 ou S est le substrat,

X la biomasse et P les différents produits. Les termes a; définissent les coefficients stoechiométriques

de la bioréaction.

agS+agy O, +ay, NH; - X+ac, CO, +a, oH,0+a,P

Equation 122 : Relation générale d'une bioréaction aérobie

Ainsi, il est possible de définir un bilan carbone par les vitesses instantanées (ou flux) en mole de
carbone [mol®] pour les m composés de la réaction biologique. Le bilan est bouclé sur la condition de
I'Equation 123.

net _ —_
D=0 o Mg 1y Hgg +1, =0
=

Equation 123 : Condition de vérification du bilan carbone

Le bilan élémentaire généralisé, plus souvent appelé bilan redox, integre la vérification du bilan sur
plusieurs éléments. Dans notre cas, le bilan redox est effectué sur le carbone, I'hydrogéne, I'oxygéne
et 'azote. Le degré de réduction y; de chaque élément j est considéré. Il est alors intégré de maniére a
boucler le bilan pour chaque élément considéré selon la relation décrite par 'Equation 124 sous les

conditions sur les degrés de réduction définies dans I'Equation 125.

ernet D/j =0

i=1

Equation 124 : Condition de vérification du bilan élémentaire généralisé

Yan, = Yn 3y =0 -3
Yeo, =Yc *2Yo =0 Y _

Coy sy zof Ye T4
Yho =4Yu Yo Vo = -2
yu =1

o
Equation 125 : Degrés de réduction des éléments C, H, O, N

ii. Carbone apporté

Le logiciel LoOCoPREL offre la possibilité de paramétrer deux substrats carbonés de maniere a les
intégrer aux calculs afin d’effectuer des bilans en ligne. Pour cela, la quantité de chaque substrat
apporté est calculée par rapport aux masses initiales de leurs balances. Ces quantités sont désignées
par Cmol_Substratl et Cmol_Substrat2 dans le logiciel LoOCoPREL, pour les quantités apportées en
moles de carbone, notées [Cmol] et respectivement issues du substrat n°L et du substrat n2. La
quantité de carbone apportée par chaque substrat est issue de 'Equation 126.

159



Mogiane (to) = Maiance (1) |
balance \*0 balance inoc
( |:Csolution +m substrat
C —

psolution

substrat M C
substrat

n

Equation 126 : Quantité de moles de carbone apportée pour un substrat défini

Dans I'Equation 126, le nombre de moles de carbone Ngupsiai €N [molc], apporté par un substrat
donné, est calculé a partir de Mpyance COrrespondant a la masse en [g] du bidon de substrat a
inoculum a linstant t, et en cours d’expérimentation a l'instant t, Psoution € Csolution SONt la masse
volumique en [g I'l] et la concentration massique en [g I'l] de la solution de substrat, msubmt"“’c est la
masse en [g] de substrat apportée par l'inoculum et M bsrar €St la masse molaire du substrat
ramenée a un carbone (en [mol°]).

La somme des quantités de carbone apportées dans le bioréacteur par les substrats paramétrés est
nommée Cmol_tot dans le logiciel LOCOPREL. C'est a partir de cette quantité que sont calculés les

différents bilans.

iii. Bilan carbone

Le bilan carbone effectué en ligne est calculé de proche en proche a chaque acquisition. Le logiciel
permet d’obtenir la quantité de carbone accumulé dans le bioréacteur selon I'Equation 127. Cette

variable est nommée Cmol_Accumule dans le logiciel LoOCoPREL.

C — nC
naccumulé (ti ) - naccumulé (ti—l) + Ansubstratl + AnsubstratZ - r002 [ﬂti - ti—l)

Equation 127 : Calcul de la quantité de carbone accumulé dans le bioréacteur en [Cmol]

Les quantités de carbone accumulé dans le bioréacteur ncaccumu.é au temps t; et t.; (en [h]), et Angypstrat
pour les substrats 1 et 2 sont exprimées en [Cmol]. La vitesse instantanée de production de dioxyde
de carbone rco, est en [mol h'l].

A partir de la quantité de carbone accumulée dans le bioréacteur, il est possible de déduire les
concentrations au temps t;, plus parlant pour un utilisateur du logiciel. LoOCOPREL détermine la
concentration molaire de carbone accumulé Ccm"'accummé, nommée Conc_Cmol_Accumule dans le
logiciel. Une seconde concentration est calculée en considérant qu’aucun produit, autre que la
biomasse, n'est obtenu dans le bioréacteur. Ainsi, a partir de la concentration en carbone accumulé, il
est possible dobtenir une concentration massique accumulée  CYccumues, NOMME
Conc_g_Biomasse_Accumule dans le logiciel, de maniére a avoir une estimation de la
concentration réelle en biomasse dans le bioréacteur. Les expressions de ces concentrations sont
définies respectivement par 'Equation 128 et 'Equation 129.

nC

Cmol — 1é
Caccumulé - {a/ccumue
liquide
Equation 128 : Concentration du carbone accumulé dans le bioréacteur en [Cmol | 1
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Cg - CCmD| w)C(

accumulé accumulé

Equation 129 : Estimation de la concentration massique de la biomasse dans le bioréacteur en
-1
g17]

La concentration en carbone accumulé Ccm"'accumwé, en [Cmol I'l] est définie avec la quantité de
carbone accumulée ncaccumu.é en [Cmol] et le volume de liquide calculé en [I]. A partir de la masse
molaire moyenne ramenée a un carbone de la biomasse M en [g Cmol™], et sur 'hypothése d’une
production de biomasse uniquement, il est possible d’estimer la concentration massique de biomasse
dans le bioréacteur notée C%.ccumue €N [g I'l].

iv. Degré de réduction de la biomasse

Comme pour le bilan carbone, nous utilisons les quantités de carbone apporté en [Cmol] par chaque
substrat. Elles sont ensuite employées en étant pondérées par le degré de réduction du carbone yc
(sans dimension) des espéces entrantes. Ainsi, le pouvoir réducteur n¥s psrac €N [CMol] apporté par le
carbone entrant dans le bioréacteur est défini par 'Equation 130 et se nomme Redox_Substratl et
Redox_Substrat2 dans le logiciel LoOCoOPREL, respectivement pour le substrat 1 et le substrat 2.

C
substrat

ny

substrat

=yc

Equation 130 : Pouvoir réducteur apporté par un substrat

De maniére a estimer en ligne le degré de réduction de la biomasse n'x (sans dimension), appelé

Redox_Accumule dans le logiciel LoOCoPREL, celui-ci est défini par 'Equation 131.

t
Yc mg)tal *Yo qroz Lot
t0

C
accumulé

y —
ny =

n

Equation 131 : Estimation en ligne du degré de réduction de la biomasse

Le degré de réduction de la biomasse nY (sans dimension) dépend du degré de réduction du carbone
Yc apporté par la quantité totale de substrat N otal €N [Cmol], du pouvoir oxydant de I'oxygéne par son
degré d’'oxydation y, et de la quantité totale d’oxygene consommeé représentée par l'intégral au cours
du temps de la vitesse instantanée de consommation de dioxygéne ro, en [mol h'l], le tout ramené a la

guantité de carbone accumulé dans le bioréacteur en [Cmol].

h. Limitation nutritionnelle

Dans le cadre de cultures produisant des métabolites spécifiques de maniéere intra ou extracellulaire,
la gestion d’une limitation nutritionnelle nécessite souvent de gérer I'apport d’un élément limitant par
rapport au substrat carboné. Dans le cadre du développement du logiciel LoCoPREL, seule une
limitation nutritionnelle a été prévue. Il est nécessaire, afin d’augmenter les possibilités de conduite de

culture, d'implémenter d’autres possibilités de limitation nutritionnelle.
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Le logiciel LoCoPREL offre des indicateurs pour suivre une limitation nutritionnelle a I'azote. Pour
cela, LoCoPREL offre deux informations. La premiére information est la quantité totale d’azote apporté

Nmol_tot . Son expression est décrite par 'Equation 132.

— mbalance (tO ) B mbalance (t)
Ntotal - X Csolution_N

Pn

Equation 132 : Quantité d'azote apporté dans le bioréacteur en [mol]

L’Equation 132 décrit la variable Nmol_tot de LoCoPREL sous le nom Ny, défini en [mol]. Dans son
expression, Mpaance(to) €t Mpaance(t) SONt respectivement la masse de la balance de l'alimentation en
azote au moment de I'inoculum et a l'instant t, toutes les deux en [g], py €st la masse volumique de la
solution azotée en [g I'l] et Csoution N €St la concentration de la solution azotée en [mol I'l].

Pour suivre la limitation concernant cet élément, la connaissance de la quantité d'azote est
insuffisante. Il est nécessaire de se pencher plus précisément sur le rapport élémentaire N/C, nommeé

Nmol_Cmol dans le logiciel LoCoPREL. L’Equation 133 explique I'expression de cette variable.

N/C = Ntotal

accumulé

Equation 133 : Rapport élémentaire Azote / Carbone

Dans I'Equation 133, N/C est un rapport sans dimension issu de la quantité totale d’azote N
apportée dans le bioréacteur en [mol], ramenée a la quantité de carbone en [mol] accumulé dans le

bioréacteur.

2. Calculs post-expérimentation

Outre les dosages de métabolites pouvant étre produits, il est nécessaire de reprendre I'ensemble des
calculs effectués en ligne afin de prendre en compte et corriger certaines hypothéses simplificatrices.
Ces simplifications étaient nécessaires lors du calcul en ligne puisque I'ensemble des données
nécessaires n’était pas disponible. Il s'agit, entre autres, de la bioconversion du substrat (transformé
en biomasse dans notre cas) et du volume théorique de liquide, ce dernier étant recalculé en prenant
en compte les volumes des échantillons prélevés. Cela nécessite de corriger le volume réel de liquide
par le volume final réellement mesuré, puis de déterminer le coefficient de correction volumique a,
préalablement présenté dans I'Equation 99.

De maniére a s’affranchir de la variabilité des mesures expérimentales, les points expérimentaux sont
lissés grace a l'utilisation d’expressions polynémiales, de degré 3 ou 4, sur des fenétres glissantes
temporelles, par la méthode des moindres carrés. De maniére a traduire au mieux la tendance des
points expérimentaux, des points sont ajoutés de maniere a ce que la courbe lissée traduise
correctement les évolutions temporelles. Le lissage permet d'obtenir une continuité des valeurs
expérimentales (appelées valeurs lissées) et de pouvoir avoir accés a la dérivée de la fonction
polynomiales, et donc aux vitesses de réaction.
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Les courbes lissées sont analysées par une méthode développée au laboratoire (Cailler, 1994)
dérivée des méthodes décrites par van der Heijden et ses collaborateurs (Van Der Heijden et al.,
1994a; Van Der Heijden et al., 1994b) pour la détection d’erreurs et I'ajustement de données. Cette
méthode permet I'ajustement des vitesses de réaction dans leur globalité. Les calculs se font a partir
de la matrice élémentaire, construite sur I'ensemble des variables d’état définissant le systéme, du
vecteur des vitesses de réaction mesurées et de la matrice de variance associée a ces mesures.

On obtient des valeurs qui permettent d’équilibrer les bilans sur les quatre éléments pris en compte
(carbone, hydrogéne, oxygene et azote). Pour chaque point expérimental, la meilleure estimation des
flux de réaction est calculée sur la base d'une vérification des bilans élémentaires sur les vitesses de
réaction. Cette estimation est effectuée par minimisation d'un critere d’'erreur sur I'ensemble des
mesures ou par élimination d’'une mesure si le systéme est surdimensionné. Les variables d'état sont
recalculées par intégration des vitesses de réaction estimées, ce traitement permet de ce fait la

vérification de la cohérence des données expérimentales entre elles.
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Chapitre Ill -Présentation du logiciel
LoCoPREL, interface informatique

de I'outil expérimental
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INTRODUCTION

Dans le cadre de la mise en ceuvre de microorganisme, les bioréacteurs n’offrent que de simples
options quant aux possibilités de conduite des cultures. Ces options sont généralement des
alimentations peu flexibles, limitées a des consignes constantes et a quelques régulations
(pourcentage de dioxygéne dissous, pH, température, pression et apport d’antimousse). Pour
atteindre les hautes concentrations cellulaires, il est important de maitriser I'apport en substrat, en
particulier lorsque le microorganisme est sensible a la concentration résiduelle en substrats dans la
phase liquide (cas de S. cerevisiae). Dans ce cas, le métabolisme du microorganisme s'oriente vers
une autre voie, passant par exemple d’'une production de biomasse a une production de métabolite
spécifique. Ainsi, dans l'objectif de mieux contréler I'activit¢é du microorganisme, dans une large
gamme de concentration en biomasse (et particulierement pour les hautes concentrations cellulaires),
les solutions commerciales disponibles ne sont pas suffisantes pour répondre aux impératifs liés a la
gestion de I'activité biologique.

Pour éviter, entre autre, les limites de conduite de cultures consécutives a un environnement
instrumental restreint, et dans I'objectif d'ajouter un grand nombre de capteurs pour affiner au
maximum la conduite de cultures, le développement de I'outil expérimental a été réfléchi de maniére a
gérer précisément le métabolisme microbien. Cette gestion du métabolisme peut, par exemple, étre
effectuée par le controle des débits d’'alimentation en substrat. Pour cela, les flux entrants sont
maitrisés, tout en gérant le débit de circulation dans la boucle de dérivation afin de permettre une
investigation rhéologique du mo(t. Cette approche permet, in fine, d’étudier le métabolisme microbien,
tout en enregistrant I'évolution des différentes variables permettant une caractérisation physique et

physicochimique dynamique du modt.

Ainsi, il a été impératif de réfléchir sur différents plans. Pour que I'approche scientifique soit cohérente,
il a fallu prendre du recul sur les outils disponibles et identifier le matériel manquant nécessaire au
projet global, afin de compléter I'environnement instrumental et informatique existant. Les limites de
communication, liées a I'emploi de liaisons série type RS232, ont di étre identifiés, de maniére a
déterminer les possibilités d’interaction entre instruments. Ceci est particulierement nécessaire lors de
calculs automatisés ou d’acquisitions a fréquence d’échantillonnage élevée. L’intégration du facteur
humain a également été pris en considération, particulierement en ce qui concerne la facilité
d'utilisation de I'outil informatique, I'ergonomie de I'environnement, la transmission d’information entre
opérateurs ou le gain de temps lié a la mise en place d'étapes automatisées. L'ensemble de ces
étapes permet d’améliorer les conditions de préparation et de suivi de I'expérimentation par le ou les
opérateurs. Enfin, une réflexion a été élaborée autour de 'agencement des compétences scientifiques
nécessaires pour le sujet d'étude, principalement axée autour de la rhéologie et du génie
microbiologique. Le logiciel LoOCOPREL a été développé dans ce sens afin d'améliorer les potentialités

de I'outil expérimental tout en offrant un large panel d’investigations possibles pour I'opérateur.
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Ce troisieme chapitre est composé de trois parties. Une premiére partie présente la démarche qui a
abouti a la création du logiciel LoOCoPREL. Une seconde partie décrit I'utilisation du logiciel et son
paramétrage dans le cadre de la préparation d’'une expérimentation. Enfin, une derniére partie
présente les différentes fonctionnalités offertes a I'opérateur au cours d'une culture de

microorganisme.

|. DESCRIPTION GENERALE DE LOCOPREL

La mise en place d’'une nouvelle interface de gestion par ordinateur, répondant aux besoins de l'outil
instrumental, a nécessité la recherche d’'une technologie informatique adaptée. Cette technologie doit
garantir I'ensemble des spécifications recherchées, par comparaison avec l'interface précédemment
développée sous LabView®. Ce nouveau logiciel a été baptisé LoCoPREL (Logiciel de Contrble de la
Plateforme de Rhéologie En Ligne). Ce dernier, développé sous Microsoft Visual Studio 2008 sous C#
en mode Winform, est opérationnel dans une premiére version partiellement corrigée (phase de
débogage). Cependant, en I'état, il permet néanmoins de lancer des expérimentations biologiques a
condition de respecter I'utilisation stricte du logiciel. Ce travail étant conséquent, toutes les
éventualités pouvant provoquer des erreurs majeures (avec un risque d'avortement de
I'expérimentation lié a I'interface informatique) n'ont pu étre identifiées. Néanmoins, I'expérimentateur
étant également le développeur, il a été possible de déboguer progressivement une partie du logiciel

entre chaque expérimentation.

A. Objectifs

Le logiciel LoCoPREL est un outil informatique multifonctionnel (paramétrage, contrdle - commande et
analyse en ligne) couplé a un outil expérimental complexe et singulier, comprenant un bioréacteur
environnementé, une boucle de dérivation instrumentée, modulable, et un module de filtration
dynamique (non utilisé dans cette étude). LoCoPREL vise prioritairement a conduire des cultures de
microorganismes dans un bioréacteur, a en caractériser et analyser en ligne les diverses propriétés
physico-chimiques, et a gérer 'activité microbiologique et les prélévements/soutirages.

L'originalité du logiciel LoOCOPREL réside dans I'ensemble des actions suivantes :

1. La configuration de I'outil expérimental avec le paramétrage de I'instrumentation spécifique, des
solutions d’alimentation, du microorganisme et des conditions d’acquisition des données,

2. La conduite de culture en suivant une stratégie précise (contréle/commande de I'environnement
physico-chimique, des apports de substrat et nutriments) en mode continu, semi-continu (fed-
batch) ou discontinu (batch).

3. La caractérisation et l'analyse en ligne des propriétés rhéologique et physico-chimique
(viscosité, masse volumique, pH, température, conductivité électrique) de milieux de culture
triphasiques (gaz, liquide, solide [biomasse catalytique et/ou particule en suspension]) en
présence et sous contrOle de I'activité microbiologique.

4. L’estimation des bilans matiéres (intrant, extrant, accumulation), de plusieurs variables
biologiques (taux de croissance, vitesse spécifique de production et de consommation,
coefficient respiratoire, etc.) ou procédés (coefficient de transfert de dioxygéne) en ligne.

170



Le logiciel a été initialement développé et validé pour conduire des cultures cellulaires axéniques en
mode oxydatif (culture pure, production de biomasse) et en caractériser finement et in situ I'évolution
du comportement rhéologique. Des approches macroscopiques hors ligne, en partie a I'échelle de la
cellule, sont également conduites pour compléter les informations in situ. La principale difficulté réside
dans la quantification des phénoménes physiques, par le développement et la mise en ceuvre d'outils
spécifiques in situ, sans compromettre la maitrise de I'activité biologique, dans le respect du maintien
de la stérilité.

B. Contexte et historique

Initialement, le systeme informatique disponible avec linstrumentation comprend un systeme
d’acquisition, avec la possibilité de changer manuellement la consigne en tension des pompes. Cette
interface commerciale étant a la base limitée et non programmable, il a été nécessaire de réfléchir a
un développement adapté a I'étude et répondant, dans un premier temps, aux conditions suivantes :
» Enregistrer les données des capteurs avec la possibilité de changer leur configuration (pleine
échelle) pendant I'acquisition,
» Programmer des séquences de débit sur la pompe dans la boucle externe,
» Permettre d'appliquer des périodes d’acquisition différentes en fonction de la programmation
de la pompe (débit constant ou séquencé),
» Visualiser et suivre les données au cours du temps.

Afin de répondre a un cahier des charges mélant un ensemble de contraintes rhéologiques,
microbiologiques, instrumentales et informatiques, un premier programme a été développé sous
LabView® (cf. Annexe 8: Interface homme-machine a partir du programme de gestion sous
LabView®). Cette premiere interface était couplée a une application développée en « Visual Basic for
Applications » sous Microsoft Excel® pour répondre aux objectifs initiaux de visualisation des
données. Cependant, cette configuration a rapidement permis d'identifier des limitations sur les
aspects purement informatiques. Celles-ci constituaient un réel frein a I'accroissement de la qualité
des expérimentations biologiques et des possibilités de la plateforme. Les principaux points gu'il
semblait particulierement intéressant de mettre en place sont listés ci-dessous :
» Conserver le contréle de I'instrumentation quelle que soit I'action effectuée avec le logiciel,
» Avoir une interface unique, ne limitant pas la quantité de données visualisables,
» Visualiser numériguement et graphiquement les variables issues des capteurs, des
actionneurs ou des calculs,
» Intégrer une gestion des alimentations en substrat pour la conduite de culture (gestion des
pompes, des balances, des gaz et des prélévements),
» Permettre I'évaluation en ligne de grandeurs microbiologiques au cours de la conduite de
culture a travers des calculs spécifiques,
» Permettre I'évaluation de la viscosité en ligne par lintégration des courbes de frottement
établies,
» Améliorer et faciliter le travail de groupe par le biais d'une interface fenétrée intégrant un

journal de bord pour la transmission des informations sur I'historique de I'expérience,
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» Corriger en ligne les variables de température et les débits d’alimentation.

Parallelement, notre cahier des charges doit intégrer les limites de communication de chaque appareil.
L'ensemble de l'instrumentation a été préalablement décrit dans le Chapitre II.

C. Environnement de programmation

1. Langage C#

La syntaxe de C# est proche de celles des langages C, C++ ou Java. C# inclut tous les mécanismes
classiques d'un langage objet : classes, implémentation, encapsulation, interfaces...

Ce langage a été choisi pour plusieurs raisons. La premiére est qu'il permet de créer des exécutables
fenétrés sous Windows. De plus, le C# est facile a prendre en main a partir de la connaissance d’'un
autre langage proche. D’autre part, les interfaces créées peuvent étre dynamiques (menus, fenétres
multiples, graphiques évolutifs...) et peuvent faire afficher un plus grand nombre de données qu'avec
les fichiers Excel au niveau des graphiques. Enfin, ce langage est évolutif et récent ; il permet, par la
suite, de faire évoluer facilement un programme, et d'y ajouter de nouvelles fonctionnalités. Enfin, il

permet de connecter I'exécutable a de nombreux autres outils et logiciels.

2. Eléments structurels d’un programme

Les programmes en C# s'exécutent sur le .NET Framework. Ce dernier est un composant intégral de
Windows qui inclut un systeme d'exécution virtuel appelé Common Language Runtime (CLR) et un
ensemble unifié de bibliothéques de classes. Les bibliothéques de classes sont un ensemble de
classes regroupées car elles concernent toutes une méme fonctionnalité. Par exemple, une
bibliotheque de classe de traitement de chaine de caractéres regroupe un ensemble de classes en
rapport avec le traitement de chaines de caracteres. Le CLR est I'implémentation commerciale de
linfrastructure du langage commun de Microsoft (CLI, Common Language Infrastructure), norme
internationale constituant la base de toute création d'environnements d'exécution et de

développement, assurant le fonctionnement homogéne des langages et des bibliothéques.

Le code source écrit en C# est compilé dans un langage intermédiaire conforme a la spécification CLI.
Le code de ce langage intermédiaire, ainsi que les ressources telles que les bitmaps et les chaines,
sont stockés sur le disque dans un fichier exécutable appelé assembly, dont I'extension est
généralement .exe ou .dll. Un assembly contient un manifeste (fichier de description) qui fournit des

spécifications sur les types, la version, la culture et les conditions de sécurité de lI'assembly.

A l'exécution du programme C#, l'assembly est chargé dans le CLR, qui peut prendre différentes
mesures sur la base des informations du manifeste. Ensuite, si les conditions de sécurité sont
respectées, le CLR effectue une compilation juste-a-temps pour convertir le code du langage
intermédiaire en instructions machine natives. Le CLR fournit également d'autres services en rapport
avec les opérations automatiques de garbage collection (systéme permettant de détruire les objets
inutilisés stockés en mémoire vive) et la gestion des exceptions et des ressources. Le code exécuté
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par le CLR est quelquefois appelé « code managé », par contraste avec le « code non managé »,
compilé dans le langage machine natif ciblant un systeme spécifique. La Figure 57 ci-dessous illustre
les relations entre les temps de compilation et d'exécution des fichiers en code source C#, des

bibliotheques de classes .NET Framework, des assemblys et du CLR.

Projet Visual C#

‘ Fichiers

Ressources
Références

sources C#

| Complilateur C# |

l Crée

Métadonnées MSIL de I'assembly
manageé (.exe ou .dll)

Reéférences et matadonnées IL
chargées par CLR

NET Framework

Sécurité du Common Utilise Bibliotheques
Language Runtime / Garbage ——— » declasses .NET
Collection f Compilateur JIT Framework

Conversion en code
machine natif

Systéme d'exploitation |

Figure 57 : Du projet visual C# au logiciel utilisé dans le systéme d'exploitation

L'interopérabilité des langages est une fonctionnalité clé du .NET Framework, I'interopérabilité permet
ainsi de faire communiquer des applications créées dans deux langages différents (un programme en
C# peut ainsi utiliser des bibliothéques de classe développées en VB.NET). Un méme assembly peut
contenir plusieurs modules écrits dans différents langages .NET, et les types peuvent se référencer

l'un l'autre exactement comme s'ils avaient été écrits dans le méme langage.

Outre les services d'exécution, le .NET Framework inclut également une bibliothéque étendue de plus
de 4000 classes organisées en espaces de noms, qui fournissent une large gamme de fonctionnalités
couvrant de nombreuses utilisations, de I'entrée/sortie de fichiers aux contrbles Windows Forms, en
passant par la manipulation de chaines et l'analyse XML. Une application C# standard utilise
largement la bibliotheque de classes .NET Framework pour assurer les tdches de maintenance

courantes les plus fastidieuses.

D. Spécificités du code C# développé

Le code du programme a été développé en intégrant un grand nombre de contraintes liées soit au
cahier des charges du logiciel (voir I.A Obijectifs), soit aux impératifs de communication du matériel
utilisé. Cette partie a pour objectif de décrire les principales structures et spécificités nécessaires au
bon fonctionnement du logiciel LOCoPREL dans sa globalité.
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1. Démarrage du logiciel

Le démarrage du logiciel LoCoPREL offre quatre possibilités indépendantes en relation avec
l'utilisation de I'outil instrumental. L'utilisateur peut démarrer une nouvelle expérimentation, impliquant
le passage par I'ensemble des étapes de préparation et de configuration nécessaires avant le
démarrage du logiciel pour une expérimentation biologique (voir Figure 58). Ainsi, dans le cas d'une
erreur logicielle au cours d’'une expérimentation biologique, celui-ci peut étre redémarré directement
en chargeant un fichier spécifique (fichier « Reload_ », une présentation plus détaillée des différents
fichiers générés par LoCoPREL est faite dans la suite de ce chapitre). Cette manipulation permet
d'éviter de passer I'ensemble des étapes de préparation et de configuration théoriquement
nécessaires (fleche issu de «reprise du suivi» sur la Figure 58), et permet de poursuivre
'expérimentation en minimisant I'impact que pourrait causer ce probléeme sur le métabolisme
microbien.

La fenétre de démarrage permet également de modifier la liste des capteurs présents par défaut dans
LoCoPREL. Ainsi, une liste de 14 capteurs, initialement présents au moment du développement du
logiciel, est proposée lors de la configuration initiale des capteurs. Cependant, de maniére a ne pas
figer ou compliquer I'emploi du logiciel, LoOCoPREL permet de modifier la liste des capteurs de
maniére a pouvoir I'implémenter. Les modifications sont alors intégrées et retrouvées dans les choix

de capteurs disponibles.

Enfin, le démarrage du logiciel permet également de lancer un module de LoCoPREL qui permet de
traiter les fichiers de mesures issu d’une précédente expérimentation. L'utilisateur choisit la séquence
gu’il souhaite traiter, dans le fichier de données qu’il a préalablement chargé, de maniére a calculer la
viscosité estimée pour chacune des conduites calibrées. Chaque séquence analysée peut ensuite
étre visualisée, comparée avec une autre séquence, et/ou sauvegardée dans un nouveau fichier,
différent des fichiers de données initiaux. Cependant, méme si une partie du code existe au sein du
logiciel, cette fonctionnalité n'a pas pu étre terminée. Elle a donc été bloquée de maniéere a ne pas
causer d'erreur logicielle issue de cette fonction inachevée. A terme, ce module permettra a la fois le
traitement des données au cours d’'une expérimentation biologique ainsi que post expérimentation.
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Figure 58 : Structure des étapes de LoCoPREL ! aboutissant a la conduite d’'une culture

! La structure du logiciel suit schématiquement la croissance d’une préle, plante dont le nom du
logiciel est inspiré.
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2. Préparation d’'une expérimentation

La préparation d'une expérimentation biologique nécessite un certain nombre d'étapes dont les
menus majoritaires sont schématisés sur la Figure 58. Le détail de la configuration de I'ensemble de

l'instrumentation sera effectué dans la partie Il Configuration d’une expérimentation.

La configuration initiale des capteurs peut étre effectuée en remplissant progressivement chaque
champ associé au choix d'un capteur. Le nombre de capteurs pouvant étre rapidement supérieur a
une dizaine, le temps de remplissage des différents champs devient rapidement fastidieux, impliquant
des risques d'erreur lors du remplissage du formulaire. Les configurations des capteurs changeant
peu, il a été intégré la possibilité de charger une précédente configuration a partir d’'un fichier de
paramétrage commengant par « P_» issu d'une précédente expérimentation (voir 1l.B Systeme
d’acquisition des capteurs, Figure 60). Ainsi, l'utilisateur du logiciel n'a alors qu’a vérifier les différents
champs qui ont été chargés, puis a compléter et/ou modifier les contenus par les informations

correctes adaptées a son expérimentation.

L'exécution des différentes étapes de préparation permet de tester les différentes voies de
communication entre le logiciel et I'instrument en cours de paramétrage. Une partie de ces tests peut
étre clairement identifiée par I'utilisateur du logiciel grace a I'emploi de boutons commencant par
« Test » apparaissant sur certaines fenétres. Ce type de bouton permet, par exemple, de vérifier la
réception correcte de la mesure d’'une balance. Cependant, en cas de probleme de communication
(cable débranché, balance éteinte manuellement, mauvaise configuration de celle-ci, etc.), le logiciel
serait bloqué jusqu’a réception d'une valeur, obligeant I'opérateur a redémarrer LOCOPREL a chaque
test. Pour éviter cela, les erreurs liées a la communication entre l'instrument et le logiciel sont
récupérées et gérées de maniere a générer un message d’erreur ne bloquant pas les fonctionnalités
du logiciel. Cette gestion d’'erreur est effective pour la communication avec le module Agilent®, le

module Brooks® (aération) et les différentes balances (cf. Chapitre II).

Méme si un grand nombre de variables ont une valeur par défaut dans le logiciel (sans action
préalable de I'opérateur), I'utilisateur reste néanmoins obligé de renseigner les périodes d’acquisition
lors d’un débit de circulation constant ou séquencé. De plus, le débit de circulation au lancement de
I'expérimentation biologique doit également étre précisé de maniere a ce que la pompe de la boucle

de dérivation applique un débit correct des le début de I'enregistrement des données.

Afin d’étendre les possibilités techniques de l'outil expérimental sur I'aspect conduite de culture, le
logiciel intégre la possibilité d’'un enrichissement de l'air entrant en dioxygéne pur afin d'éviter les
risques de limitation dans le bioréacteur. L'emploi possible de deux substrats carbonés différents au
cours d’'une expérimentation, ainsi que I'asservissement du débit d’alimentation en sels par rapport au
débit d’'alimentation en substrat est également prévu. Enfin, une estimation rapide de I'évolution de la
guantité de biomasse dans le bioréacteur est possible lors de I'entrée des parametres sur le

microorganisme et les informations préliminaires sur I'inoculation dans le bioréacteur.

176



3. Expérimentation biologique

Lors du lancement de la partie expérimentation biologique du logiciel, plusieurs boucles de gestion
interne démarrent et ne s'arréteront qu’a la fin de I'expérimentation. Ces actions, peu visibles par
l'utilisateur du logiciel, sont gérées au sein de flux d’exécution appelé « thread ». L’emploi de cette
bibliotheque de classe est le point fort de cette partie du programme LoCoPREL, car elle permet
d’exécuter plusieurs blocs de code en parallele. De plus, un flux d’exécution (thread) peut étre
imbriqué dans un autre thread, permettant de compartimenter et hiérarchiser I'exécution du code. Cet
aspect est particulierement important du fait de I'emploi, comme élément central, d'un appareil
multifonction (module Agilent®). L’'ensemble des informations nécessaires au module passent par une
liaison série unique et doivent permettre la récupération des signaux des capteurs et la gestion du
pilotage des pompes (pompe de la boucle de dérivation, d’alimentation en substrats carbonés et en
sels).

Pour permettre cela, le code principal s’articule autour de I'organisation des informations envoyées au
module. Pour chaque instrument, une classe spécifique a été créée de maniére a vérifier I'état de
communication, permettre la modification de consigne, la récupération de données et la gestion
d’erreurs de communication (notamment par la libération des ressources allouées a I'exécution de
bibliotheques spécifiques a la gestion des ports de communication). Ensuite, le bloc de code principal,
intégré dans un thread, exécute les étapes suivantes :

» Vérification et modification (si nécessaire) de la liste des capteurs choisis,

» Récupération des signaux des capteurs de la boucle de dérivation,

» Récupération successive de la masse sur les différentes balances utilisées,

* Récupération du débit d’aération envoyé dans le bioréacteur.
Un nouveau thread est créé a ce niveau pour enregistrer et ajouter les données obtenues dans des

fichiers de sauvegarde.

Pendant la sauvegarde des données, les débits des pompes d'alimentation, lors d’'une gestion par
LoCoPREL, sont calculés, avec la condition d’'un changement de consigne si la tension, a appliquer a
la pompe considérée, subit une différence de 0.001 V par rapport a la consigne précédente (précision
maximale de la consigne en tension délivrable par la carte 34907A du module Agilent®, voir Chapitre

I). La consigne d’aération est également modifiée (si nécessaire) a la suite a ces actions.

Parallelement, I'exécution du thread de sauvegarde des données brutes exécute également les
calculs en ligne de maniére a pouvoir générer les fichiers permettant la visualisation graphique des
données. De maniére a éviter des probléemes d'accés a ces mémes fichiers liés a leur utilisation en
lecture/écriture, I'ensemble des variables mesurées et calculées sont également envoyées, pour
rafraichissement, dans la fenétre de visualisation numérique des données en ligne (voir 1lI.C.1
Variables alphanumériques).

Un autre atout du logiciel LoOCoPREL est I'emploi d'un fichier Paramétre (voir Il.A.2« Fichier
Parametre »). Ce fichier, interne & LOCoPREL, a la particularité de pouvoir étre modifié et interrogé
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sans probleme d’'accessibilité. Le contenu de ce fichier permet de faire le lien entre les différents
threads et les différentes fenétres apparaissant a I'utilisateur du logiciel. Ainsi, I'interrogation courante
de certaines variables de ce fichier permet d’exécuter des parties de code de maniere a avoir une
réponse interactive (délai maximal de l'ordre de la seconde) du logiciel sur un ou des éléments
spécifiques de Il'outil expérimental. Malgré une exécution séquentielle du code C#, I'utilisation de
LoCoPREL permet d'avoir en main différentes possibilités. Les informations obtenues peuvent étre
visualisées numériquement ou graphiqguement (avec des possibilités de zoom sur les plages
temporelles souhaitées).

L'aspect microbiologie peut étre interprété grace aux calculs en ligne effectués. La conduite de culture
peut étre modifi€e manuellement ou corrigée automatiguement par le logiciel lors de la prise en
compte des prélevements réalisés. Les pompes d’alimentation en substrat présentent I'avantage de
proposer différentes stratégies d'apports en fonction de I'étude souhaitée (voir 1Il.D.2 Apports
nutritionnels). De plus, le calcul de rapports élémentaires donne une information supplémentaire en
cas de stratégie de culture impliquant une limitation nutritionnelle. Les prélévements d’échantillons ne
sont pas les seuls parameétres corrigés. Une estimation de I'évaporation pour le volume de liquide ou
l'ajout d'un volume de gaz di au tuyau de connexion jusqu'a I'analyseur gaz sont autant de
parametres correctifs intégrés dans le logiciel. D’autres correctifs en ligne nécessitent néanmoins un
travail complémentaire tel que I'ajustement de la dérive de I'ensemble des sondes « température », le
réajustement des débits de gaz entrant par un débitmeétre étalon ou le correctif des débits réellement
envoyés dans le bioréacteur.

La gestion de la rhéométrie s'effectue avec un paramétrage préalable de la séquence de débit
souhaitée. L'ajustement des parameétres rhéomeétriques disponibles dans LoCoPREL suit le principe
d’'un protocole de mesure de rhéometre (voir IIl.LE Gestion de la viscosimétrie). Cependant, I'impératif
de I'outil expérimental est, majoritairement, de limiter le temps de séjour du moQt dans l'installation
pour minimiser les risques de dénaturation liés aux stress technologiques et/ou nutritionnels.

Enfin, les cultures biologiques pouvant durer plusieurs jours sans interruption, une liste des principales
actions réalisées sur le bioréacteur, et plus généralement sur l'outil expérimental, est générée
automatiquement. Ce récapitulatif est intégré dans LoCoPREL au sein d’'un journal événementiel que
lopérateur peut implémenter de Ilui-méme (voir 1ll.D.4 Journal évenementiel). Ainsi, chaque
changement de consigne sur le bioréacteur (température, pH, agitation, aération), modification de
consigne de pompe d'alimentation, ajout de nutriment ou prélevement effectué, est consigné de
maniére automatique dans ce méme document afin d'avoir un journal centralisant le suivi de

I'expérimentation.

E. Architecture de LoCoPREL

L'architecture de LoCoPREL est réalisée autour de deux blocs principaux permettant tout d’abord de
configurer le logiciel, puis de démarrer une expérimentation, comme cela est schématisé dans la

Figure 59.

178



L'étape de configuration est relative a la préparation d’'une expérimentation biologique. Elle permet de
paramétrer et initialiser les capteurs (et certaines variables), de configurer les mesures physiques en

Préparation

Configuration
&
Initialisation

En lien avec les mesures En lien avec la conduite de

physiques culture cellulaire

Vérification

Expérimentation

Rhéomeétrie et Suivi en Activité biologique

mesures physiques ligne et bioréacteur

Figure 59 : Schéma général de la structuration de LoCoPREL

ligne effectuées, ainsi que les alimentations en substrat nécessaire a la conduite d’une culture.

La seconde étape, liée au suivi d'une expérimentation, porte sur la gestion simultanée de la bio-
réaction et des caractéristiques physico-chimiques en ligne. Ce pilotage repose sur la maitrise de
plusieurs boucles de régulation avec deux niveaux de contréle. La description précise de ces boucles
est effectuée dans la suite de ce chapitre. Au cours de I'expérimentation, il est alors possible de gérer

les étapes de :

>

Contréle/Commande des apports nutritionnels (substrats, sels, vitamines, pH, acide, base,
anti-mousse, aération) suivant la stratégie de culture afin de gérer I'activité microbiologique,
Contrdéle/Commande des débits de circulation dans la boucle de dérivation (gestion des

séquences de débit),

Calcul en ligne, dont les bilans matiéres (instantanés et cumulés), ainsi que de plusieurs
autres variables microbiologiques et physiques (cf. Chapitre [I C Données microbiologiques),
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» Visualisation alpha-numérique ou graphique de I'ensemble des variables acquises et
calculées,
» Annotation de I'ensemble des événements sur le journal événementiel de I'expérimentation.
Les étapes résultant du suivi et de la conduite de culture sont représentées en Figure 58.
Dans la suite de ce chapitre, nous nous attacherons a décrire plus en détail la configuration d’'une

expérimentation et les possibilités de LoOCoOPREL au cours de la conduite de culture.
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II. CONFIGURATION D’UNE EXPERIMENTATION
A. Démarrage et sauvegarde

1. Utilisation pratique du logiciel

Au premier démarrage du logiciel, I'objectif est d'offrir la possibilité a I'utilisateur de :
» Commencer une nouvelle expérimentation,
» Moadifier la liste des capteurs présents dans le logiciel,
» Analyser la viscosimétrie en ligne de précédentes expériences (actuellement non
opérationnel),
» Relancer rapidement une expérimentation biologique suite a une erreur logicielle fatale (erreur
qui interrompt le programme de facgon irréversible).

Lors du lancement d'une nouvelle expérimentation, le logiciel demande le nom d'un fichier de
sauvegarde (NomFichier). Ce nom est la partie constante des noms des autres fichiers générés par le
logiciel (fichiers de paramétrage, d'étalonnage, de visualisation ou de sauvegarde). La localisation des
fichiers doit également étre indiquée de maniére a rassembler 'ensemble des données dans le méme
répertoire. Aprés validation de l'utilisateur, le panneau de configuration initiale des capteurs s’ouvre.

2. « Fichier Parameétre »

L'initialisation du nom du fichier de sauvegarde ainsi que I'arborescence (localisation du fichier) sont
les premiéres variables stockées dans le « Fichier Paramétres ». Ce fichier, invisible a l'utilisateur du
logiciel, stocke tous les paramétres d'application devant étre utilisés a plusieurs reprises par le
programme. Dans le cas du logiciel LoOCOPREL, les principaux types de variables contenues dans le
« Fichier Paramétre » sont : string (chaine de caractéres), double (nombre avec virgule), float (nombre
avec virgule), integer (nombre entier), bool (booléen), DateTime (date) et DateSpan (durée). Ce fichier
n'est pas sujet a des problemes d’accessibilité (comme cela est le cas avec un fichier texte par
exemple) ; il peut donc étre interrogé et modifié¢ en méme temps par différentes instances du
programme. Cependant, I'ensemble des parameétres présents dans ce fichier doit avoir été
préalablement inclus et mis a une valeur par défaut pour pouvoir étre employé dans la suite du code

du logiciel.

B. Systéme d’acquisition des capteurs

Pour mieux comprendre la structure du panneau de configuration, il est nécessaire d’effectuer un
rappel sur le fonctionnement du systéeme d’acquisition utilisé. La communication entre I'ordinateur et le
module Agilent® s'effectue via une liaison série type RS232 sur laquelle doivent transiter les
informations concernant les trois cartes d’acquisition-commande. Il est donc nécessaire d’organiser
les informations a envoyer au module afin que celui-ci ne recoive pas plusieurs messages en méme
temps. Sachant que la gestion d’'un message pour le module Agilent® est de 'ordre de la dizaine
millisecondes, cela restera transparent pour I'utilisateur du logiciel.
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Chaque capteur envoie la valeur du signal physique sous forme d’'un courant continu situé entre 4 et
20 mA. Avec la connaissance des bornes minimum et maximum, et de la valeur du courant récupéré,
la grandeur physique du signal est recalculée. La communication avec le module Agilent® permet de
convertir les données physiques en tensions. Celles-ci sont obtenues par une mesure de la tension
aux bornes des différentes résistances de shunt avant d’'étre convertie, par le module Agilent®, en
chaine de caractéere obtenue par une communication en langage SCPI* transitant par la liaison série.
Ces informations sont ensuite récupérées et organisées dans les fichiers de sauvegarde finaux. Ce
type de communication entre un instrument et un ordinateur est généralisé a un grand nombre
d’appareil, ce qui permet de faciliter I'établissement de la structure de communication entre instrument
au sein du logiciel. Ainsi, le fichier portant le nom, précédemment enregistré (par exemple
NomFichier), contiendra les valeurs en tension [V] issues des résistances de shunt de la boucle de
courant des capteurs. La conversion en grandeur physique n'est possible qu'avec les données

contenues dans le formulaire de configuration présenté par la Figure 60.

Plateforme Rhéologie en Ligne - Suivi expérimental

Configuration initiale des capteurs

3

™ 120 Debit_Massique
Prelafive

21 Temp_Fermenteur

e Temp_pD2_Inos
Temp_pH_inos
Temp_Debit
02_Fermenteur

Voies Capteurs Unité Minimum Maximum
T 1 | /- I |
I 102 | = | | |
Cs | = I [
™ 104 | = | |
' 105 [Frelative = [ea [o i
T oos | = I |
I o7 | = | [
I 108 [ = | | [
™ 108 [ = | [
™ 110 | 2 | |
¥ 111 [Drebit_Massique o Jan [ [400
& [Masse voumine =] [kg/m3 [500 [z000
113 [Temp_Debit =l |T [o [ra
I~ 114 | = | |
I 11s | =] |
I 116 | =
I 117 2 [
I~ 118 = ]
R 119 ]

[

[

[

Chargement d'un Sauvegarde

fichier P_ Configuration PRI

Figure 60 : Fenétre de configuration initiale des capteurs

Ce formulaire rassemble le numéro de la voie sur laquelle est branché le capteur, une liste déroulante
des capteurs utilisables, I'unité de la grandeur physique, le minimum et maximum de la grandeur
physique correspondant au minimum (4 mA = 0.4V) et au maximum (20 mA = 2 V) délivrés en
courant par le capteur. Ces données de paramétrage sont stockées dans un fichier commencant par

« P_ », suivi du nom du fichier (exemple : P_NomFichier). Si un paramétrage proche a déja été

précédemment sauvegardé, il est possible de recharger les données contenues dans le fichier « P_ »,

! Standards Commands for Programmable Instruments
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issu d'une précédente expérimentation. Le formulaire pré-rempli doit étre complété et/ou modifié de
maniére adaptée a I'expérimentation qui doit étre démarrée.

La sauvegarde de la configuration donne l'accés a la fenétre gérant les autres aspects de I'outil
expérimental (voir Figure 61).

Plateforme Rhéologic en Ligne - Suivi expéri

Fenétre de controle

Rhéaologie en ligne

Bioprocédé

Croissance
cellulaire

Suivarnt Précédent

Figure 61 : Fenétre de contréle de l'instrumentation de I'outil expérimental (hors capteurs)

C. Initialisation de variables et des gaz

A partir du bouton « Rhéologie en ligne » de la « Fenétre de contrble » (voir Figure 61), le logiciel
permet d’accéder a l'initialisation de certains parametres propres a I'outil expérimental. Au sein de la
fenétre « Rhéologie en ligne », il est possible d'initialiser les variables liées a I'acquisition de I'outil
expérimental tels que la période d’échantillonnage a débit constant ou séquencé, ou le débit de
circulation dans la boucle de dérivation au lancement de I'expérimentation biologique. Les autres

fonctions de cette fenétre sont visibles sur la Figure 62.

Rhéologie en ligne

Période d'échantillonnage

A déhit constant : |15 3
Pendant une séquence de déhit |1 5

Debit de la PF: 120 Lh-1
Débit o'air entrant |1 In.min-1 COMIT =
| Test Port QAir I IAZ,UBU43,4,ErUDk5 Instrument Model 0254.08,

Analyse Gaz |

OK Annuler

Figure 62 : Fenétre d'initialisation de variable de la plateforme et des gaz

En plus de I'aspect initialisation de variables d’acquisition ou du débit de circulation dans la boucle
externe, on définit a ce niveau le paramétrage lié aux gaz entrant ou sortant du bioréacteur. Cette
fenétre permet ainsi d'identifier une nouvelle liaison série type RS232 par le test du port nécessaire a
la communication avec le module Brooks® gérant les débitmeétres massiques. Le logiciel et I'outil

expérimental offrent ainsi la possibilité d’enrichir I'air entrant en dioxygene pour permettre de prévenir
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les risques de limitation en transfert de dioxygéne dans le bioréacteur lorsque celui-ci est au maximum
de sa vitesse d’agitation. Pour nos applications, nous n'avons pas utilisé cette option.

Afin de procéder au bilan matiére en ligne, le logiciel va également interroger un analyseur gaz,
préalablement défini. Le choix de l'analyseur déterminera le traitement du fichier de maniére a
récupérer les fractions molaires des especes gazeuses d'intérét. Pour cela, il est nécessaire de

configurer le choix de cet analyseur en cliquant sur le bouton « Analyse Gaz ».

L'ouverture de la fenétre de configuration de I'analyseur gaz (voir Figure 63) permet d’'intégrer un
volume de gaz supplémentaire permettant de corriger les calculs en ligne afin qu’ils soient les plus
justes possible. Ce volume de gaz s’ajoute au volume du ciel gazeux présent au-dessus du volume de
liguide dans le bioréacteur. Le volume supplémentaire a considérer provient généralement du
condenseur et des connections (tuyaux) jusqu’a I'analyseur gaz.

Dans I'éventualité d'un probléme matériel, les deux types d'analyseur gaz, utilisés dans I'équipe
d’accueil, ont été intégrés dans le logiciel de maniére a ne pas étre bloqué pour le lancement d'une
expérimentation sur I'outil expérimental. Il s’agit d’un spectrométre de masse « MS Prima 600s » et de
I'analyseur commercial INNOVA® « INNOVA Sirichai » (cf. Chapitre II).

Pour [l'utilisation du spectrometre de masse a partir du réseau interne, il est nécessaire d'aller
chercher les fichiers dans lesquels sont implémentés des données d’analyses des gaz d’entrée et de

sortie du bioréacteur (voir Figure 63).

20401 1AnalyseGaz

Analyses Gaz

‘Wolume mort {condenseurtuyaufanalyseur) [mil] : |100

Choix de 'analyseur gaz : [MS Prima 6003 -

Selection des Fichiers : Choix Gaz Entrant | Chuoix Gaz Sortant

Fichier Gaz Entrant : I

Fichier Gaz Sartant I

Annuler |

Figure 63 : Fenétre de configuration de 'analyseur gaz (cas du spectromeétre de masse)

L'organisation des données n’'est pas identique entre les deux analyseurs. Dans le cas de I'analyseur
INNOVA?®, il est nécessaire de choisir le fichier dans lequel est stocké I'ensemble des données
produits, puis de choisir les vannes sur lesquels sont connectés physiquement les gaz d’entrée et de

sortie du bioréacteur pour une récupération correcte des valeurs (voir Figure 64).
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20401 1AnalyseGaz

Analyses Gaz

‘Wolume mort {condenseurtuyaufanalyseur) [mil] : |100

Choix de 'analyseur gaz : [INNOWA Sirichai -

Selection des Fichiers : Chaix Fichier INNOYA
Yanne sélectionnge 1 - 4 -

Fichier Gaz ICW 6 DPDZ2161 100325 Chem 17h07

Annuler |

Figure 64 : Fenétre de configuration de l'analyseur gaz (cas de 'INNOVA®)

D. Balances

A partir du bouton « Bioprocédé » de la fenétre de contrdle de l'instrumentation (cf. Figure 61), la
fenétre représentée Figure 65 apparait. Elle donne acces a la gestion de I'alimentation des apports

liquides dans le bioréacteur.

_204002Alimentation

Alimentation du Bioprocédé

Balances

Fompes

OK. | Annuler

Figure 65 : Fenétre de gestion des apports liquides du bioprocédé

En cliquant sur le bouton « Balances », le logiciel ouvre une fenétre listant les intrants pouvant étre
configurés. Chaque intrant pouvant étre utilisé doit étre identifié par son port de communication (port
COM d'une liaison série type RS232 spécifique). Puis, ses caractéristiques physiques doivent étre
saisies afin que celles-ci soient intégrées dans les calculs du logiciel, et plus spécifiquement sur les
calculs de volumes de liquide et les bilans carbone en ligne. Dans le cas ou l'identification du port de
communication s’est effectuée sans probleme, la masse de la balance s’affichera au retour dans la

fenétre récapitulative des balances, représentée en Figure 66.
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_204012Balances

Balances

Balance Substrat 1 +34.8

Balance Substrat 2

Balance Sel d'Alimentation +0.4

i Balance Régulation pH n®1 +132.5

Balance Sel Complementaire |

Balance Régulation pH n®2

Ok

Figure 66 : Fenétre récapitulative des balances disponibles a paramétrer

1. Balances « Substrat »

Le logiciel LoCoPREL offre la possibilité d'intégrer deux substrats ayant des caractéristiques
physiques et chimiques différentes. Dans ce cas, les stratégies de conduite nécessitant une
alimentation en co-substrat sont alors possibles. Ainsi, les potentialités d'utilisation de [outil
expérimental concernant I'aspect biologique, et plus spécifiqguement sur les alimentations en substrat
carboné sont alors plus étendues. Pour cela, les caractéristiques des solutions sont entrées dans les
champs du formulaire représenté par la Figure 67.

Substrat 1

Nom Glucose_S1 Masse Initiale : |+34.9
Magse Yolumigue ; |1.001 g.ml-1

Concentration massigue © (50 g1 Testport COM

Masse maolaire :

© Total g.mak1 Fart Com ICOMTE -
MNormbre de carbone : [1]
Calcul |

& Elementaire
C:|6 H: 12 O:|6 N:IEI F:|0 S0
Masse molaire calculé © 180.1558 Redox calculé © 4

Formule de la. Cmale . Cy Hz O Mo Fo So

Concentration Cmolaire : |1.685224 Crnol.I-1
Caoncentration Molaire : |0.277637 mal.l-1

Valider Annuler

Figure 67 : Fenétre de paramétrage de la balance « Substrat 1 »

Pour un substrat donné, il faudra renseigner son nom, sa masse volumique, sa concentration
massique et sa masse molaire (totale ou élémentaire). La précision de ces informations permettra de
minimiser les erreurs au cours des calculs des bilans carbone en ligne. De plus, quelle que soit la
solution considérée, il est impératif d’avoir la masse volumique mesurée de maniére a savoir
précisément les volumes ajoutés dans le bioréacteur a partir des pertes de masse du bidon
d'alimentation.

L'identification du port de communication est importante, car ce parametre est la jonction physique et

informatique entre la balance et I'ordinateur. Si ce port n'est pas identifié correctement, les calculs
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seront erronés. Afin de s’assurer que la connexion est correctement établie entre la balance et
l'ordinateur, le formulaire, présenté en Figure 67, offre la possibilité de tester la communication en
faisant un appel vers la balance connecté au port COM choisi. Si la valeur de la masse, apparaissant
dans le champ « Masse Initiale », ne correspond pas a la valeur de la balance souhaitée, ou si un
message d’erreur apparait, le nom du port de communication devra étre modifié (a partir de la liste
déroulante « Port Com ») et/ou la connexion physique (cable) vérifiée. Lorsque I'ensemble des
champs est rempli, l'utilisateur doit s’assurer que le formulaire est correctement rempli grace aux
calculs des concentrations molaires en utilisant le bouton « Calcul », avant de valider le formulaire par
le bouton du méme nom.

2. Balances « Sel » et « Régulation pH n?2 »

Deux alimentations en sels et une bouteille de régulation d’acide sont prévues au sein du logiciel
LoCoPREL. Ces deux alimentations en sels ont été intégrées pour plusieurs raisons. Tout d'abord, en
cas de mise en place d'une culture avec une alimentation en sels concentrées, certaines solutions
précipitent rapidement ou ne sont pas stables au cours du temps (cas des cultures avec E. coli si I'on
rassemble les sels principaux et complémentaires, voir Chapitre II). De plus, cette acquisition
supplémentaire offrent la possibilité d’'intégrer une alimentation permettant d’effectuer une limitation
nutritionnelle différente ou complémentaire d’'une limitation appliquée par la balance « Régulation pH
n’ » (voir I1.D.3 Balance « Régulation pH n°l »). Enfin, cette balance supplémentaire permettrait
également d'alimenter en continu le bioréacteur avec une solution de vitamines plutét qu'un ajout
séquencé tous les 10 g I'* d’'augmentation en concentration de biomasse (cas pour les cultures de Y.
lipolytica).

A propos de la régulation avec une solution acide, son emploi a été utilisé lors de I'étude de la
diminution de l'activité biologique. Dans ce cadre, le milieu ne nécessite plus un apport de base car le
modt se basifie au cours du temps. De maniére a maintenir constant le pH du milieu, une solution de
régulation acide s’avére nécessaire.

La saisie du formulaire de ces trois alimentations est identique. Les informations a renseigner sont le
nom, la masse volumique et le nom du port série. L'identification du port de communication est vérifiée
a partir de la valeur de masse récupérée et affichée dans le champ « Masse Initiale ». Un exemple du

formulaire pour ces trois alimentations est représenté en Figure 68.

_204312Balancesel

Sel d'Alimentation

MNom ISEI d'alimentation

Magse Yolumigue : |1.70 g.ml-1
Part Com: [COMIZ 7] e e GO |

hasse Initiale : [+0.4 g

Valider Annuler

Figure 68 : Fenétre de paramétrage de la balance « Sel d'Alimentation »

L'importante différence entre la balance « Sel d’Alimentation » et « Sel Complémentaire » réside au

niveau de I'attribution des pompes. Pour la balance « Sel d’Alimentation », une pompe pilotée depuis

187



le logiciel est prévue. Cela permet ainsi de pouvoir I'asservir avec une pompe d’alimentation en
substrat. Dans le cas de la balance « Sel Complémentaire », aucun pilotage depuis le logiciel n’est
associé car les possibilités du module Agilent® sont déja maximisées. Cependant, son apport dans le
bioréacteur est pris en compte dans les calculs. Concernant la balance « Régulation pH n2 », le
réservoir qu'elle pése est utilisé uniguement au moment des phases de diminution de [I'activité

cellulaire par le systeme de régulation acide du pH du bioréacteur.

3. Balance « Régulation pH n°L »

Le formulaire de la balance de régulation basique du pH s’appuie sur la Figure 68 concernant les
apports de sels ou d'acide dans le moQt. Le formulaire de la solution de régulation basique et

d’alimentation en azote est représenté par la Figure 69.

Régulation pH n°1 = Base

Morm IBase_NH3

Masss Yolumigue - [0.79 gmh-1

Concentration molaire 15 mal I-1

Port Com :  |EEl%il Test port COM
Masse Initiale : [+132.5 ]
WValider Annuler

Figure 69 : Fenétre de paramétrage de la balance « Régulation pH n°l »

Par rapport aux formulaires précédents, on note un champ supplémentaire concernant la
concentration molaire de la solution. Ce champ permet le calcul de rapports élémentaires entre cette
alimentation et le carbone total dans le bioréacteur. Ceci offre la possibilité d’effectuer des cultures
microbiennes avec une production de métabolites contrélée par une limitation nutritionnelle, et ainsi,
de contréler le métabolisme par la gestion de la limitation nutritionnelle.

E. Pompes

Le bouton « Bioprocédé » de la fenétre de contréle de I'instrumentation (cf. Figure 61) donne acces a
la gestion de I'alimentation des apports liquides dans le bioréacteur (cf. Figure 65). En cliquant sur le
bouton « Pompes », le logiciel permet de paramétrer I'ensemble des pompes si I'identification du port
communication avec le module Agilent® a été correctement effectuée. Dans le cas contraire, il n'est
d’aucune utilité d’afficher les boutons des différentes pompes puisque aucune communication, sur la
liaison série, ne pourra étre effectuée par le module Agilent® pour piloter les pompes. La fenétre

récapitulative des pompes d’alimentation est représentée par la Figure 70.
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_204022Pampes

Pompes
Etalonnnage

Fompe Substrat 1 | Fompe Substrat 2 | FPompe Sel

Gamme de tension |

MNom Module Agilent IHEWLE'IT—PACKARD,349?DAU,13

Test port COM

strat 1 non calibré

Part COM : |28

strat 2 non calibré

Pompe Sel non calibré

Suivart Précédent

Figure 70 : Fenétre récapitulative des pompes pouvant étre étalonnées

Par défaut, le numéro de la voie de la pompe correspondant a la gestion du débit de circulation de la
boucle de dérivation de I'outil expérimental est volontairement non accessible. Celui-ci est fixé a la
voie 205 dés que le port de communication du module Agilent® est identifié.

Avant de lancer un étalonnage, il est nécessaire de savoir quelle est la gamme de tensions pour
laquelle chague pompe fonctionne. Pour cela, il est nécessaire de compléter ou vérifier le formulaire
apparaissant en cliquant sur le bouton « Gamme de tension » comme représenté sur la Figure 71. Ce
formulaire permet d'intégrer les plages de tension pour lesquelles les pompes d'alimentation

fonctionnent réellement.

_204222GammeTensionPompe

Gamme de tensions envoyée
aux ditférentes pompes

Choisir une pompe :

Tension Minimum [+] 0
Tension de Déclenchement [v]: 2.2
Tension Maximum [v] 10

Walider Annuler

Figure 71 : Fenétre de gestion des gammes de tensions des pompes

La tension minimum est la valeur minimale, indiquée par le constructeur, pouvant étre appliquée a la
pompe. Cette valeur ne correspond pas a la valeur de tension aboutissant au débit minimum de la
pompe. Les tensions de déclenchement et maximum correspondent a la borne minimale et la borne
maximale de I'étalonnage automatique. Le logiciel integre des bornes de -10V a + 10V sur les
tensions extrémes pouvant étre appliquées sur les pompes. Ces tensions extrémes correspondent
aux tensions maximales pouvant étre délivré par les cartes 34907A du module Agilent® (voir Chapitre
I). De plus, méme si l'utilisateur demande un débit ou une tension au-dela de ces limites, le logiciel
bloque la requéte aux valeurs de + 10 V. Cette protection est conservée pendant I'étape d’étalonnage
(manuelle ou automatique) et au cours de la culture cellulaire afin de minimiser les risques de
dommage matériel. La tension de déclenchement correspond a la valeur minimale en tension pour

que la pompe commence a fonctionner. En dessous de cette valeur, le débit est nul.
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Trois pompes peuvent étre étalonnées comme indiqué sur la Figure 70. Dans la fenétre d’étalonnage,
deux modes sont proposés : manuel ou automatique. Dans les deux cas, |'étalonnage s’effectue par
perte de masse d’eau (dont la masse volumique est prise égale & 1gcm™) sur une balance
initialement identifiée. Quel que soit le mode d'étalonnage, il est nécessaire de renseigner les champs
suivants :

1. Répétition par tension: Nombre de fois ou le débit sera vérifié, puis moyenné pour la
construction de la droite d’étalonnage,

2. Masse critique minimum [g] : Masse minimum d’eau perdue au niveau de la balance pour
accepter la mesure de débit,

3. Temps critigue maximum [min] : Temps maximum pour un point de mesure de débit; le
logiciel acceptera la mesure de débit, méme si la masse critique minimale n’est pas atteinte ;
cela évite des temps d’étalonnage trop longs dans le cas de calibration sur des petits débits,

4. Numéro de Voie sur Module : Numéro de la voie utilisée et raccordée de la pompe pour le
contrble par le module Agilent®.

D’autres options générales s'offrent a l'utilisateur. Il est possible de charger une calibration déja
effectuée (bouton « Chargement Calibration »), de modifier I'attribution du port de communication de
la balance associée (bouton « Choix Balance »), d’effacer un étalonnage (bouton « Effacer »), d’en
démarrer un nouveau (bouton « Calibration ») ou d’en arréter un en cours (bouton « Arret »). Ces
différentes possibilités sont représentées dans la fenétre d’étalonnage de pompe ci-dessous en Figure
72.

Calibrage Pompe Substrat 1 Calibrage Pompe Substrat 1
¢ Etalonnage automaticue Chargement Calibration * Etalonnage automatigue Déhit : - Chargement Calibration
g [Ascendant t
# Etalonnage manuel Choix Balsncs e " Etalonnage manuel I el Chaix Balance | Effacer
[Ascendant puis descendant
Tension de calibration [V] Calibration - Nombre de tension DEEEEndanfpma ot Calibration | -
PReépétition par tension Debit [ml.h-1]:  YaleurDehit Répétition par tension : Debit [ml.h-11:  ValeurDehit
Masse critique minimum [g] Débit Moyen [mlh-1]:  valeurDekit Masse critique minimum [o] Debit Moyen [ml.h-1]: ValeurDebit
Temps critique maximum [min] Temps critique mesimum [min]
Numéro de Voie sur iodule - Numéra de Vaie sur Module -
* Calibration = Calibration
Eguation de calibration : y=exth Equation de calibration : y=ex+h
Coefficient de regression lingaire R: R Coefficient de regression linéaire R: R
Valider Pompe Substrat 1 non calibrée Annuler | Valider | Pompe Substrat 1 non calibrée Annuler

Figure 72 : Fenétre d'étalonnage de pompe (en manuel a gauche, en automatique a droite)

Dans le cas d'un étalonnage manuel, il est nécessaire de remplir le champ « Tension de calibration
[V]», ce champ correspond a la valeur de tension en volt choisie pour effectuer un point de
calibration. Cette option permet d’'effectuer rapidement des tests pour obtenir la gamme réelle de débit
en fonction de la téte de pompe et du tuyau utilisé.
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Dans le cas dun étalonnage automatique, il est nécessaire de remplir le champ « Nombre de
tensions » correspondant au nombre de points présents sur la droite d’étalonnage. Dans ce cas, il faut
indiquer dans quel ordre ceux-ci doivent étre effectués au cours de I'étalonnage :

» Ascendant uniquement : du plus petit au plus grand débit,

» Descendant uniquement : du plus grand au plus petit débit,

» Ascendant, puis descendant : combinaison des deux premiéres propositions,

» Descendant, puis ascendant : combinaison des deux premiéres propositions.
Au fur et a mesure de I'étalonnage, le graphique s'implémente avec le calcul de I'équation de droite et
du coefficient de régression linéaire R. A la fin de I'étalonnage, le logiciel considérera que la pompe
est correctement calibrée si R est supérieur a 0.9995.
Les fichiers d’étalonnage des pompes sont des fichiers de type texte dans lesquels sont stockés tous
les débits mesurés moyens, la moyenne des répétitions ainsi que chaque voltage appliqué a la pompe
au moment de I'étalonnage. Le nom du fichier comporte le nom de la pompe, suivi du nom choisi au
lancement du logiciel. Par exemple, pour la pompe « Substrat 1 », avec un nom de sauvegarde choisi
« NomFichier », le nom du fichier de sauvegarde de [I'étalonnage sera « Pompe Substrat
1 _NomkFichier ». La sauvegarde des calibrations des pompes d’alimentation sur des fichiers externes
permet de pouvoir les recharger a loisir si le logiciel est relancé au cours de la préparation de

I'expérimentation biologique.

F. Croissance microbienne

A partir du bouton « Croissance Cellulaire » de la « Fenétre de contréle » (voir Figure 61), le logiciel
ouvre un panneau permettant I'acces a trois formulaires en lien avec la conduite de culture et les

caractéristiques du microorganisme utilisé. Cette fenétre est représentée par la Figure 73.

Croissance Cellulaire

Praduction de biomasse

Configuration des apports

Information sur le
microorganisme

Retour

Figure 73 : Fenétre d'acces pour la configuration des parameétres biologiques

1. Production de biomasse

A partir du bouton « Production de biomasse » de la fenétre « Croissance Cellulaire » (voir Figure 73),
le logiciel offre la possibilité de saisir des constantes propres au microorganisme (rendement
biomasse / substrat, taux de croissance). Le formulaire a remplir est représenté en Figure 74. Ces
valeurs seront rappelées et/ou utilisées lors de la conduite de culture lorsque I'expérimentation

biologique aura débuté.
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_204023ProdBiomasse

Production de biomasse
Croissance exponentielle sur Substrat 1

Biomasse initiale (<0) [g.-1]: 0.5

Yolume initiale du fermenteur (V0 [1] 0.95
Fidt Biomasse/Substrat (Rsx) [g.g-1]: 0.53
T de croissance maximum (pmeax) [h-1]: |0.26
Tx de croissance choisit () [h-1]: 0.2

Durée [h] de |a croissance exponentielle

pour visualisation graphigue : 20

— Ewolution de la quantité

Graphigue de hiomasse estimé
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Figure 74 : Fenétre de paramétrage pour une estimation et une production de biomasse

La prise en compte de paramétres tels que la biomasse initiale dans le bioréacteur, le volume initial de
liquide et la durée de la croissance exponentielle permettent au logiciel de pouvoir montrer I'évolution
au cours du temps de la quantité de biomasse produite via le bouton « Graphique ». Au cours des
expérimentations, le rendement biomasse-substrat sera considéré constant de maniére a appliquer un

apport exponentiel de substrat adapté a [l'application d'un taux de croissance fixe sur le

microorganisme.

2. Configuration des apports

A partir du bouton « Configuration des apports » de la fenétre « Croissance Cellulaire » (voir Figure
73), nous pouvons retrouver des informations concernant le substrat utilisé. Ces informations,
nécessaires pour la conduite de culture, doivent avoir été saisies lors du paramétrage des balances.
Ainsi, cette vérification permet de s'assurer de la configuration préalable des balances, comme

représenté pour le substrat 1 dans la Figure 75.
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Contfiguration des apports

Alimentation en substrat
Substrat 1
Mom Mon utilisé

Concentration [g.-1]: 50
Concentration [mal.-1]:  0.277537
Concentration [Cmoal.-1]: 1.865224

Substrat 2

Sel d'Alimentation
Choix du ratio de dshit

* QSubstrat1/0Ssl

10 1
" QSubstratz/QSel i
i

' QZel constant il h-1]

Rendement Biomasse/Substrat] [g.g-1] Rsx: 0.53

Fendement Biomasse/Substrat] [g.g-1] Rex: 0.53

Walider Annuler |

Figure 75 : Fenétre de vérification de la configuration des apports

La partie basse de la fenétre (voir Figure 75) offre la possibilité de pouvoir asservir I'alimentation en
sels par rapport a un débit de substrat, afin d'étre au plus proche des besoins nutritionnels du
microorganisme, en limitant les risques de stress osmotique. Enfin, un rappel des rendements
configurés dans la fenétre de paramétrage pour la production de biomasse (cf. Figure 74) est

également effectué en fin de formulaire.

3. Information sur le microorganisme

Ce dernier formulaire est disponible a partir du bouton « Information sur le microorganisme » de la
fenétre « Croissance Cellulaire » (cf. Figure 73). A nouveau, ce formulaire, représenté par la Figure
76, permet un rappel du taux de croissance maximal et du rendement biomasse-substrat
préalablement saisis et indiqués a nouveau dans les fenétres précédentes (cf. Figure 74 et Figure 75).

_204043InfoMicroorganisme

Information sur le microorganisme

Mo de la souche : IYarmwwallpn\yhca

Tx de croissance maximum (pmax) [h-1]: |0.26

Fidt Biomasse/Substrat1 (Fsx) [9.g-1]: [0.53

Cormposition &lémentaire :

c:f H.7a o sz P sio

Masse Crolaire [g.Cmaol-1]: 24, 7759548

Walider Annuler

Figure 76 : Fenétre de paramétrage d'information sur le microorganisme employé

Ce formulaire permet également d’enregistrer le nom du microorganisme qui sera utilisé, ainsi que sa
composition élémentaire, sous I'hypothése d’'une composition élémentaire constante au cours de la

durée de I'expérimentation. Ce dernier parametre permet ainsi la conversion de grandeurs, issues des
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bilans en ligne, impliquant des variables en [Cmol] pour aboutir a des variables en [g] (concentration
en biomasse, vitesse spécifique, rendements).

G. Journal évenementiel et fin des configurations

Aprés avoir paramétré les aspects instrumentaux et biologiques, la validation de la fenétre de controle
(cf. Figure 61) déclenche l'initialisation du journal évenementiel (journal de bord) de I'expérimentation.

Une représentation de la fenétre d'initialisation du journal événementiel est représentée en Figure 77.

_205JournalDepart

Début de I'expérience : Test_YM
Journal évenementiel

Date : 21/02/2011
Heure . 13:30:23

Commentaires

DIEEEGE Préecédent |
Acquisition

Figure 77 : Fenétre d'initialisation du journal événementiel

Ce dernier formulaire permet d’entrer un commentaire qui correspondra au contenu de la premiére
ligne du journal. Si le champ « Commentaires » reste vide, seules la date et I'heure seront
enregistrées.

Apres avoir cliqué sur le bouton « Démarrage Acquisition », une fenétre de confirmation apparait. La
validation de la confirmation de cette fenétre rendra impossible le retour vers une grande majorité des
menus de configuration précédent, comme cela avait été représenté sur la Figure 58. Il est important
de s’assurer que tous les champs précédents ont été correctement remplis avant le lancement de
I'expérimentation biologique. Dans le cas contraire, le fonctionnement de l'instrumentation ou les
calculs ne s’effectueront pas correctement.

Lorsque la confirmation est validée, la pompe de mise en circulation dans la plateforme démarre,
accompagné de la régulation du débit d’aération et de I'acquisition. A partir de ce stade, I'acquisition

ne s'arrétera plus jusqu’a la fin de I'expérimentation.
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H. Synthese de LoCoPREL sur la préparation et la
configuration du matériel

Afin de schématiser I'ensemble de la structure de préparation et de configuration du matériel, les

étapes majeures sont rassemblées et présentées dans la Figure 78 ci-dessous.

Préparation Lancement d’'une étude expérimentale
et Manip
Configuration
Nom du fichier J% sauvegarde

Manip.txt

!

Configuration initiale des capteurs
P_Manip.txt

Paramétrage
et Initialisation

Fichier

> Paramétre 4=

Non accesible

Démarrage du journal

évenementiel
JdB_Manip.txt

Saisie des v
de l'analyse
procédé

Confirmation avant démarrage de I'expérience

$

Fin de la configuration
Démarrage de I'expérimentation biologique

Figure 78 : Représentation schématique des étapes de préparation et de configuration du logiciel
LoCoPREL
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[1l. CONDUITE DE CULTURES
A. Menu général

1. Généralités
Aprés avoir validé I'ensemble des étapes de préparation et de configuration du matériel, la fenétre du

menu général apparait comme I'élément central pour Il'utilisation du logiciel LoCoPREL en cours

d’expérimentation biologique.

_301000MenuGeneral

Menu

Fermenteur

Mesures en ligne

Visualisation graphique

Capteurs et acquisition

FF Rhéologie en ligne

Conduite des pompes

Gaz entrants

Infarmations substrats

Caorrection déhits substrats

Prélavement

Journal Evenementiel

Fin de manip

Figure 79 : Menu général du logiciel LoOCoPREL (en cours d’expérimentation)

Cette fenétre rend possible une vision globale des fonctionnalités développées et permet I'accés a
celles-ci en cliquant sur les boutons correspondants :

» Fermenteur Gaz entrants
Mesures en ligne Informations substrats
Visualisation graphique Correction débits substrats
Capteurs et acquisition Préléevement

PF Rhéologie en ligne Journal Evénementiel

vV V V V V
YV V. V V V V

Conduite des pompes Fin de manip

En arriere-plan de cette fenétre, toutes les actions du logiciel sont intégrées (acquisition de données,
sauvegarde de fichiers, commande des pompes, visualisation des données, etc.). Le fenétrage permet
juste une structuration des actions a effectuer pour I'utilisateur. Ainsi, pendant que le code de la
fenétre « Menu général » s’exécute (méme si celle-ci n'est plus active et visible), les fenétres sur
lesquelles interagit l'utilisateur modifient les variables contenues dans le « Fichier Paramétre » (cf.
IILA.2 « Fichier Paramétre ») pour une réponse interactive du logiciel et de linstrumentation. Cela
permet ainsi de garder le contréle de LoCoPREL pendant que celui-ci continue a communiquer avec
les différents instruments. Pour [l'utilisateur, les actions sont prises en compte de maniére rapide
(délais d'attente maximal de I'ordre de la seconde) permettant d’avoir un outil central interactif sur

I'expérimentation.
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2. Fichiers de stockage d’informations

A partir de l'apparition de la fenétre du menu général (cf. Figure 79), le code associé a celle-ci
interroge en permanence les variables contenues dans le « Fichier Paramétre » afin de permettre des
actions interactives entre I'utilisateur et I'outil expérimental grace au logiciel LoOCoPREL. Une partie de
ces fichiers a été évoquée dans la partie II.H Synthése de LoCoPREL sur la préparation et la

configuration du matériel. L’'ensemble de ces fichiers est listé dans le Tableau 36.

Nom des fichiers Descriptif

C_Nom_de_fichier.txt Liste des capteurs utilisés

Données électriqgues du module Agilent®
(sauvegarde)

Paramétres de conversion des données
électriques en données physiques des capteurs
Données des grandeurs physiques (capteurs +

mesures + calculs)

Nom_de_fichier.txt
P_Nom_de_fichier.txt
Phy Nom_de_fichier.txt
JdB_Nom_de_fichier.txt Journal de bord (actions, événements,...)
PhyResume_Nom_de_fichier.txt Visualisation des variables issues des capteurs

PhyResumeMesures_Nom_de_fichier.txt | Visualisation des variables issues des mesures

PhyResumeCalculs_Nom_de_fichier.txt Visualisation des variables issues des calculs
Pompe Substrat 1_Nom_de_fichier.txt Gamme étalon de la pompe substrat 1
Pompe Substrat 2_Nom_de_fichier.txt Gamme étalon de la pompe substrat 2

Pompe Selsl _Nom_de_fichier.txt Gamme étalon de la pompe sels d’alimentation
Reload _Nom_de_fichier.txt Redémarrage rapide en cas d’erreur logicielle

Tableau 36 : Liste des fichiers générés par I'utilisation du logiciel LoCoPREL

Nous allons les détailler dans les paragraphes suivants en supposant que le nom donné par

I'utilisateur lors de la préparation et de la configuration du logiciel est : RMB_YM".
a. Fichiers de sauvegarde

i. Nom_de_fichier.txt

Ce fichier de sauvegarde contient les grandeurs électriques directement lues sur le bornier par la carte
d’acquisition 34901A du module Agilent®. Les valeurs brutes sont donc conservées. Ainsi, si une
configuration est erronée entre le paramétrage au sein du logiciel et le paramétrage réel des capteurs,
il est alors possible de recalculer les valeurs correctes. En début de chaque ligne enregistrée dans ce
fichier se trouve un rappel du mode de travail de la pompe de la boucle externe (voir Ill.E.2
Configuration des profils de débit), suivi du numéro de configuration contenu dans le fichier

'RMB_YM = Rhéologie de Milieu Biologique Yannick MANON
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P_RMB_YM.txt. Ceci permet ainsi de retrouver la bonne correspondance entre les signaux électriques

enregistrés et la configuration des capteurs.

ii. P_Nom_de fichier. txt
Le fichier « P_» («P » pour Protocole capteur) apparait dés la validation de la fenétre de
configuration initiale des capteurs (cf. Figure 60). Il contient le nom des capteurs, I'unité de mesure, et
la valeur minimum et maximum de la mesure. Ainsi, la conversion en grandeurs physiques des
signaux électriques lus par le module Agilent® est alors possible. Ce fichier enregistre une premiéere
configuration sous le nom de « Configuration n°l ». Le numéro de la configuration est ensuite
incrémenté dés lors que la fenétre est a nouveau appelée puis validée. Ce rappel peut étre effectué
pendant I'étape de configuration/préparation du logiciel ou a partir du menu général quand une

expérimentation biologique est en cours.

iii. Phy_Nom_de_fichier.txt
Afin d'éviter les erreurs de conversion entre données électriques (RMB_YM.txt) a partir des
configurations contenues dans le fichier protocole capteur « P_» (P_RMB_YM.txt), le calcul de
conversion a été automatisé. L'objectif était d’avoir un fichier prét a étre traité. Les variables physiques
étant désormais calculées, elles peuvent étre également utilisées pour étre visualisées au sein du
logiciel. Ce nouveau fichier a le préfixe « Phy_ » pour rappeler que ce sont les variables physiques qui
sont présentes dans ce fichier. De plus, comme pour le fichier contenant les données électriques
(IN.A.2.a.i Nom_de_fichier.txt), la premiére colonne contient le rappel du mode de travail de la pompe

de la boucle externe ainsi que le numéro de configuration des capteurs.

b. Fichiers de visualisation

I. C_Nom_de_fichier.txt

Ce fichier contient le nom des capteurs qui ont été utilisés depuis le démarrage du logiciel. Cette liste
est primordiale pour la fenétre de visualisation graphique (cf. Figure 84). En effet, ce fichier permet de
pouvoir visualiser, a partir des fichiers de suivis graphiques (voir lll.A.2.b.ii Suivis graphiques : les
fichiers PhyResume), les capteurs utilisés. Ainsi, dans le cas de changements de configuration et de
capteurs, il est possible de pouvoir visualiser 'un d'entre eux, méme si celui-ci n'est plus en
acquisition au moment du chargement. Ce fichier a le préfixe « C_ » pour rappeler qu’il contient le

nom des capteurs.

ii. Suivis graphiques : les fichiers PhyResume

Dans l'objectif d’avoir des graphiques mis a jour dés la fin de I'acquisition, une série de trois fichiers a
été créée, comprenant 'ensemble des variables du fichier Phy RMB_YM.txt. Cette compartimentation
des données offre plusieurs avantages: ces fichiers étant interrogés uniquement pour la partie
concernant la visualisation graphique, cela permet de gérer plus facilement les problemes
d’'accessibilité de lecture. Chaque fichier contient les données d'une liste de variables (capteurs,

mesures ou calculs). Ainsi, l'utilisateur peut rechercher plus rapidement sa variable, et le logiciel
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recherche les valeurs de la liste choisie du fichier d'intérét. Les fichiers étant moins volumineux, le
temps de chargement des données pour la visualisation des graphiques est écourté. Cet aspect prend
de I'importance en cas de longues expérimentations. Les noms des fichiers ont été choisis de facon a
étre facilement identifiés par I'utilisateur :
» PhyResume_ RMB_YM.txt contient les variables physiques issues des capteurs en contact
avec le milieu de culture,
» PhyResumeMesures_ RMB_YM.txt contient les variables issues de l'instrumentation liée a la
gestion du bioprocédé,
» PhyResumeCalculs_ RMB_YM.txt contient les variables issues des calculs effectués en ligne

et en lien avec la gestion du bioprocédé.

Le contenu de ces trois listes est expliqué plus en détail dans la partie 111.C.2 Visualisation graphique.

c. Fichiers de secours

i. JdB_Nom_de_fichier.txt

Ce premier fichier de secours permet d'avoir un suivi des actions effectuées au cours de
I'expérimentation. Il rassemble les informations sur les modifications de consigne de pompe, les
préléevements, les consignes du bioréacteur, les apports en nutriment a la seringue, les commentaires
et les remarques entrées dans le logiciel par les différents opérateurs. Ce fichier est visualisable
directement dans le logiciel via le « Journal Evénementiel » du menu général (voir Figure 79). Le
fichier étant de type texte, il peut étre ouvert par les logiciels classiques d'édition de texte. Ce fichier a

été préfixé de « JdB_ », initiales de « Journal de Bord ».

ii. Reload Nom_de_fichier.txt

Un outil informatique, aussi performant soit-il, peut connaitre des erreurs de manipulation par
l'utilisateur, ou des erreurs logicielles liés a son utilisation ou/et son instrumentation. Ainsi, si le logiciel
(ou son environnement) génére une anomalie qui nécessite le redémarrage du logiciel ou de
l'ordinateur, I'ensemble des paramétres ne doit pas nécessiter une nouvelle saisie. Cela représenterait
un temps trop long alors que la culture microbienne n’est plus gérée. Afin d’accélérer la reprise de
I'expérimentation, le logiciel enregistre, pour chaque acquisition, un fichier de secours commencgant
par « Reload_ ». Ce fichier contient une sauvegarde de certaines variables, initialement contenues
dans le fichier paramétres (cf. 1I.LA.2 « Fichier Paramétre »). Ainsi, le chargement de ce fichier
permettra au logiciel de reprendre I'expérimentation au moment de la derniére acquisition de donnée.

B. Inoculum

Au moment du démarrage d'une expérimentation biologique, le menu général apparait avec un
bouton supplémentaire, comme représenté sur la Figure 80. Celui-ci se situe au dessus de la liste des
boutons déja présents et changera de nom en fonction des actions effectuées.

Initialement, le menu général a I'apparence de la Figure 80 (a gauche). Le premier bouton de la

fenétre s'intitule « Masses Initiales ». Il apparait seulement au lancement de I'acquisition, lorsque la
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préparation et la configuration du matériel sont validées. A ce moment, 'ensemble des capteurs est en
cours d’acquisition, mais aucune mesure ni calcul n'a encore démarré. Afin que les calculs démarrent,
il est nécessaire d’enregistrer la masse initiale de I'ensemble des balances, ainsi que le contenu de

l'inoculum en termes de concentration en biomasse, de substrat apporté et résiduel.

_301000MenuGeneral _301000MenuGeneral

Menu

Masses Initiales

Menu

Fermenteur

Inoculum

Mesures en ligne

Fermenteur

Visualisation graphigue

Mesures en ligne

Capteurs et acquisition

Visualisation graphigue

FF Rheologie en ligne

Capteurs et acquisition

Conduite des pompes

FF Rheologie en ligne

Gaz entrants

Conduite des pompes

Informations substrats

Gaz entrants

Correction déhits substrats

Informations substrats

Frelévement

Correction déhits substrats

Journal Eveénementiel

Frelévement

Journal Eveénementiel

Fin de manip Fin de manip

Figure 80 : Fenétre du menu général du logiciel LoCoPREL (a gauche au moment du

démarrage de I'expérimentation biologique / & droite juste avant d’inoculer le bioréacteur)

Dans un premier temps, il est nécessaire d'amorcer I'ensemble des pompes et des tuyaux avec les
solutions d’intérét (tuyau sans bulle, liquide amorcé jusqu'aux piquages). Lorsque ces actions sont
effectuées, le bouton « Masses Initiales » peut étre employé. La fenétre Figure 81 apparait alors avec

les noms des différentes solutions configurées.

_301005MasselnitialeBalance

Balances
Masses Initiales

MNan utilisé -0
Sel d'alimentation 05
Base_NH3 132.5

Walider Annuler

Figure 81 : Fenétre d'enregistrement des masses initiales

A son ouverture, aucune masse n’est indiquée. En cliquant sur le bouton « Enregistrer », les masses
des différentes balances paramétrées apparaissent. Des que celles-ci sont stables et en
correspondance avec les masses affichées sur la face avant de chacune d’entre elles, ces valeurs
viennent alors implémenter le « Fichier Parametre ». Ainsi, lorsque le bioréacteur sera inoculé, ces
données permettront le démarrage des différents calculs en ligne liés a la gestion de la culture. Ces
données sont stockées dans le « Fichier Paramétre ».
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Aprés validation de la fenétre, le menu général réapparait. Le nom du premier bouton est modifié pour
s'intituler « Inoculum » (cf. Figure 80 a droite). Lorsque le bioréacteur est prét a étre inoculé, ce
nouveau bouton permet I'apparition de la fenétre représentée en Figure 82. Cette derniere permet

d’entrer les parameétres de la préculture utilisée comme inoculum.

Inoculum
CBiomasse obt. 0.8 [g.-1]
Biomasse obtenue |8 []
“olume initial 10] m
Substrat initial 30 [g]

Substrat] résiduel  |14.90666037735 [g]
Substrat?2_Perm initial [@]

Substrat2_Perm rasidusl [a]

Walider | Annuler |

Figure 82 : Fenétre des conditions initiales du bioréacteur aprés inoculation

Si deux substrats sont utilisés au cours de la culture, des champs apparaitront pour chacun. Lorsque
le bioréacteur est inoculé et le formulaire rempli, la validation de cette fenétre déclenche
I'enregistrement des données dans le « Fichier Parameétre » ainsi que le démarrage des calculs liés &

la culture microbienne. La fenétre du menu général apparait tel que présenté sur la Figure 79.

C. Visualisation des variables

Un des points importants de ce programme est la possibilité de pouvoir acquérir des données, tout en
pouvant visualiser celles-ci au sein du méme environnement. Cela est maintenant possible a partir du

menu général (cf. Figure 79).

1. Variables alphanumériques

A partir du bouton « Mesures en ligne », une fenétre s’ouvre contenant l'intégralité des mesures et
des calculs effectués en ligne (au nombre de 96). La Figure 83 représente un exemple de cette

fenétre récapitulative des variables visualisables.
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Figure 83 : Fenétre de I'ensemble des valeurs obtenues en ligne

Les colonnes de cette fenétre vont par paires (nom de la variable + valeur numérique). La fenétre
rassemble quatre paires de colonne. La premiéere paire regroupe les valeurs issues des capteurs en
contact avec le milieu de culture. La seconde paire de colonne regroupe les mesures « satellites » :
débit d’'aération, masse des balances, débit des pompes, consigne tension des pompes, biomasse
consigne, composition des gaz d’entrée et de sortie. Les troisieme et quatrieme paires regroupent les
calculs liés au bioprocédé : volumes, coefficient respiratoire, débits des gaz de sortie, quantités de
substrat apporté, rendements, taux de croissance, coefficients de transfert d’oxygéne, vitesses
instantanées, spécifiques ... (cf. Chapitre Il C Données microbiologiques).

Cette fenétre permet également de savoir quel est le mode de travail de la pompe de la boucle
externe au moment de la derniére acquisition (voir Ill.E Gestion de la viscosimétrie). Il est également
possible de voir I'age de la culture a partir du champ « Durée [h] » en haut a droite de la fenétre, ainsi
gue la date et I'heure enregistrées par le logiciel lors de la derniére acquisition.

2. Visualisation graphique

A partir du bouton « Visualisation graphique » du menu général (cf. Figure 79), le logiciel ouvre la
fenétre permettant de suivre, au cours du temps, I'ensemble des variables enregistrées et calculées

dans le logiciel. La fenétre de visualisation graphique des données est représentée en Figure 84.
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Visualisation graphique
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Figure 84 : Fenétre de visualisation graphique des données

Celui-ci offre la possibilité de suivre quatre variables différentes réparties sur deux graphiques.
Comme pour la fenétre « Mesures en ligne » (cf. Figure 83), les variables sont rassemblées par
groupe :

» Les capteurs : données issues des capteurs en contact avec le milieu de culture,

» Les mesures : données issus des appareils complétant les capteurs au niveau de la conduite
de la culture (débit d’'aération, masse des balances, débit des pompes, consigne en tension
des pompes, biomasse consigne, composition des gaz d’entrée et de sortie),

» Les calculs : variables calculées en liens avec le bioprocédé (volumes, coefficient respiratoire,
débit des gaz de sortie, substrat apporté, rendement, taux de croissance, coefficient de
transfert d’oxygene, vitesse instantanée et spécifique).

Les graphiques peuvent étre rafraichis manuellement ou automatiquement en choisissant I'option
appropriée de la fenétre. Dans le cas d'un rafraichissement continu, il est nécessaire de saisir la
période de rafraichissement des graphiques. Concernant les longues expérimentations, il est possible
de changer l'origine du graphique en modifiant le champ « Heure de départ » afin d’avoir un temps de
chargement des données moins important. Les échelles associées aux variables peuvent étre
ajustées de maniére automatique ou choisies en indiquant le minimum et le maximum de la plage de
valeur désirée. Il est également possible d’avoir un graphique de plus grande taille pour le suivi plus
spécifique de deux graphiques en sélectionnant I'option « Plein écran ».

D. Gestion du bioprocédé

1. Fermenteur

A partir du bouton « Fermenteur » du menu général (voir Figure 79), il est possible de compléter le
formulaire contenant les variables propres au bioréacteur, représenté en Figure 85, et d'intégrer les

changements de consigne effectués au niveau du bati de contréle.
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_302004Fermenteur

Fermenteur
Congigne : Mesure
pHE: 68 pHY: LabelpH
pO2 Max [%] nn pOZ [%]: LabelpO2
Température [*C] : |37— Tempéerature [°C] . LabelTemperature
Agitetion [RPM]: [300 Agitation [FPM] : LabelAgitation

Aegration [In.h-1]: |1 Aération [In.h-1]:  LebelAeration
Temp Condenseur [°C]: [10
Pression relative [mbar] : 100

pO2 Inox Max [%] 100

Figure 85 : Fenétre des consignes appliquées au bioréacteur

Chaque modification est automatiquement ajouté dans le journal évenementiel, afin d'avoir un
historique des actions effectuées sur le milieu de culture depuis le bati du bioréacteur. Le remplissage
de ce formulaire est important car certaines valeurs sont utilisées pour le calcul de variables en ligne

(voir Chapitre 1l IV.C Données microbiologiques).

2. Apports nutritionnels

A partir du bouton « Conduite des pompes » du menu général (voir Figure 79), le logiciel ouvre une
fenétre présentant 'état de fonctionnement de chacune des pompes d’alimentation configurées. La
Figure 86 représente la fenétre récapitulative de I'état de fonctionnement des pompes d’'alimentation

du bioréacteur.

_302002PompesSubstrats

Alimentation du bioreacteur
Conduite des pompes

Substrat1 Arret
SubstratZ_Perm Arret

Salt1 Ratio21 - Q = Oml.h-1 - RatioS1 = 100
Menu |

Figure 86 : Fenétre récapitulative de I'état de fonctionnement des pompes d'alimentation

Sur la Figure 86, les boutons sur la gauche ouvrent I'accés aux modifications de conduite des
pompes. Les indications a droite des boutons donnent I'état de fonctionnement de la pompe, le profil
de débit ainsi que le débit théoriquement envoyé (déduit de la courbe de calibration et de la tension de
consigne appliquée a la pompe). La modification des débits est possible a partir du choix de la pompe
effectué a la fenétre représenté en Figure 86. Les consignes de débits sont alors modifiables depuis la

fenétre de gestion des débits représentée en Figure 87.
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_302012PompesSubstrat

Alimentation du bioreacteur
Pompe Substrat1

Pulse Informations

Fulse ssul Type de débit: 7
Ve Fulse Débit:  0.0ml.h-1
Départ: Deparvalue
W' Corraction des flux

Caontréle des apports

Htat initial [g] p[h-1]
IEprnenheI j IB ID 3
Walider Demarrer |

Retour

Figure 87 : Fenétre de gestion des débits d'une pompe d'alimentation

Ces fenétres permettent de gérer les débits d’'apports pour différentes stratégies de conduite. La
fenétre de gestion de débit se décompose en trois zones nommeées « Pulse », « Informations » et

« Contr6le des apports ».

a. Pulse

La fenétre offre la possibilité d’envoyer un pulse de substrat dont la quantité est choisie par I'opérateur
(bouton « Pulse »). Cette action a pour objectif de mettre du substrat en excés a partir d’'une
concentration résiduelle nulle dans le milieu. La mesure du temps nécessaire a la consommation de la
guantité ajoutée permet de déduire une vitesse moyenne de consommation et un taux de croissance
moyen. La vitesse de croissance est obtenue si la quantité de substrat injecté n’inhibe pas la
croissance elle-méme. L'épuisement du substrat dans le milieu est détecté par une remontée de la
mesure de la consommation en dioxygene dissous dans le milieu. L'obtention de ces grandeurs
permet I'emploi de I'option « Méthode Pulse » de la fenétre représentée en Figure 87. Cette option
permet d’appliquer le flux de substrat préalablement consommé pour maintenir le taux de croissance

le plus élevé du microorganisme dans les mémes conditions.

b. Informations

La fenétre de gestion des débits d'alimentation permet de visualiser I'état de fonctionnement de la
pompe. Ainsi, il est possible d'obtenir la confirmation du paramétrage précédemment choisi. Cette
zone de la fenétre de gestion des débits rassemble les informations suivantes :
» Le type (profil) de débit : constant, linéaire, exponentiel ou asservi (spécifique de la pompe sel
d’alimentation),
» La valeur du débit : Cette valeur est déduite de la tension de consigne envoyée a 'ouverture
de la fenétre et de la droite d'étalonnage utilisée par la pompe,
» La consigne de départ: Cette valeur correspond au paramétrage entré par I'utilisateur au
moment du démarrage de la pompe ; son unité dépend du type (profil) de débit utilisé,
» La correction des flux : Paramétre corrigeant les flux du bioréacteur en fonction du ratio
volume de liquide prélevé - volume de liquide calculé dans le bioréacteur ; si cette option est

active, les débits seront corrigés quel que soit le type (profil) de débit choisi. Cette option
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permet de minimiser I'impact des prélévements effectués en maintenant la vitesse instantané
d’apport de substrat entre avant et apres le prélévement.

c. Contrble des apports

Le logiciel propose différents profils de débit permettant ainsi de moduler la conduite de culture en
fonction des objectifs expérimentaux souhaités. LoOCoPREL offre trois profils communs a toutes les
pompes d'alimentation, ainsi qu'un quatrieme profil spécifique a la pompe d’alimentation en sel.

Chaque modification des apports est consignée automatiquement dans le journal événementiel.

I.  Profil exponentiel

Le choix de ce profil permet d'utiliser les paramétres biologiques entrés dans le logiciel au moment de
la préparation et de la configuration de I'expérimentation. Ainsi, le rendement biomasse - substrat
étant intégré dans le logiciel, I'utilisateur n'a plus gu’a saisir la quantité totale de biomasse initiale dans

le bioréacteur au moment de I'application du profil de débit, ainsi que le taux de croissance souhaité.
ii. Profil linéaire
Ce profil permet I'application d’'une rampe de débit. L'utilisateur du logiciel entre le débit de départ et

la pente a appliquer depuis ce débit. Le profil de débit suit alors une droite au cours du temps.

iii. Profil constant

Cette possibilité permet d’'imposer un débit constant, sans évolution au cours du temps.

iv. Profil asservi

Ce profil est spécifique de la pompe d'alimentation en sels et permet un asservissement du débit
volumique apporté en sels par le débit volumique apporté de substrat. Ainsi, I'application d'un
coefficient de proportionnalité entre les débits volumiques permet d'asservir la pompe d'alimentation
en sels sur le méme profil de débit que I'alimentation en substrat. Seul le débit d’alimentation en sels
est affecté. Ce type d’alimentation permet de maintenir la proportion de sels apportés dans la culture

pour les mémes quantités de carbone.

3. Gaz

A partir du bouton « Gaz entrants » du menu général (voir Figure 79), I'utilisateur a acces a la gestion
des gaz entrant dans le bioréacteur par le contréle des débitmétres. La fenétre de gestion des gaz est
représentée en Figure 88.
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_302003DebitGazEntrant

Aeration du bioreacteur
Composition et alimentation en gaz

Fichier Analyse Gaz
Debit des gaz entrant [In.min-1] : 5

Mesure du debit entrant [In.min-1]:  LahelMesureDehit
Air Dioxygene
Pourcentage malaire : 100 a
Debit souhaité [In.min-1] : 5 1]

Debit mesuré [In.min-1]:  DehitMesureair Debittesure02

Yalider Annuler

Figure 88 : Fenétre de gestion des gaz du bioréacteur

Dans cette nouvelle fenétre, le débit d’air entrant peut étre modifié. Dans le cas d’'un enrichissement
en dioxygéne, le logiciel permet de fixer le débit molaire total entrant (a partir du débit massique
précédemment saisi) de maniére a pouvoir modifier les proportions molaires d’air et de dioxygéne. A
partir de la proportion d'air entrant, le logiciel en déduit celle de dioxygene, et applique les débits
massiques avec des consignes corrigées afin que les proportions molaires soient respectées. Chaque
changement de consigne est sauvegardé dans le journal événementiel.

En cours d’expérimentation, l'utilisateur devra également modifier les fichiers d’'analyse de la
composition gazeuse de sortie. En effet, les analyseurs gaz changent de fichier de sauvegarde toutes
les 24h, imposant d'effectuer le changement de fichier manuellement au cours de I'expérimentation.
Celui-ci se retrouvera dans la configuration présentée dans la partie II.C Initialisation de variables, au

niveau des fenétres représentées Figure 63 et Figure 64.

4. Journal évenementiel

Le journal évenementiel est un document rassemblant I'ensemble des actions effectuées par le
logiciel sur le milieu de culture. A partir du bouton « Journal Evénementiel » du menu général (Figure

79), la fenétre de gestion du journal événementiel apparait, comme représenté en Figure 89.

_303004JournalEvenementiel

Journal Evenementiel

Consulter

Ajouter un évenement |

Menu

:

Figure 89 : Fenétre de gestion du journal événementiel
Cette fenétre offre la possibilité de visualiser les différents éveénements consignés dans le journal

manuellement ou automatiquement (voir Figure 90), ou d'ajouter un nouvel événement manuellement

(voir Figure 91).
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_303014ConsultationJournal

Consultation du Journal

Retaur

Figure 90 : Fenétre de consultation du contenu du journal évenementiel

_303024AjouterEvenement

Ajout dEvénement

Ajout de Nutriment |

Action, Remargue, Info |

Figure 91 : Fenétre des types d'événement a ajouter

Dans le cas d’'un ajout d’événement, I'opérateur peut se retrouver dans I'un des deux cas représentés

en Figure 92.
Ajout de Nutriment Action, Information
Date:  28/02/2011 Date:  28/02/2011
Heure: 13:18:37 Heure:  13:18:50

Entrer le wolume de nutriment [ml]

Commentaire : Commentaire :
Valider I Annuler | Valider I Annuler |

Figure 92 : Fenétre d'un ajout de nutriment (a gauche) et d'une information (a droite)

S'’il s’agit d’'un ajout de nutriment, l'utilisateur devra obligatoirement saisir un volume de nutriments afin
gu'il soit intégré au calcul du volume de liquide du logiciel (voir Figure 92 a gauche). Dans le cas d’'une
remarque, seul le champ concernant le commentaire est disponible dans la fenétre (Figure 92 a
droite).

E. Gestion de la viscosimétrie

A partir du bouton « PF Rhéologie en ligne » du menu général (cf. Figure 79), le logiciel offre l'accés a
la fenétre récapitulative en lien avec I'analyse de la viscosité en ligne. Ce panneau de contrble est

représenté en Figure 93.
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_302001CommandePFRhecEnLigne

Panneau de contréle
pour Rhéologie en ligne

Etat de la pompe de circulation : [Arétée

‘ Configuration I Courbe d'écoulement |

Départ Mesures
Séguence en ligne

Wisualisation Graphigue
des Capteurs

Informations sur la Flateforme

Fonctionnement :  |Manuelle

Debit apparent [Lh-1]:  YalueDehit

SEQuUence Bn COUrS

Menu

Figure 93 : Fenétre de gestion de la viscosimétrie en ligne

Certaines options ont déja été rencontrées dans le menu général (cf. Figure 79, bouton « Mesures en
ligne » et « Visualisation Graphique »). Ce panneau de contrdle permet d’accéder a la programmation
de la pompe contrélant le débit de circulation dans la boucle de dérivation (bouton « Configuration »).
Lorsque la configuration est effectuée, le profil programmé démarre a partir du bouton « Départ
Séquence ». A chaque ouverture de cette fenétre, les indicateurs présents dans la seconde partie de
celle-ci se mettront a jour. Ceci permet ainsi de suivre I'avancement des profils exécutés par cette

pompe spécifique a ce travail.

1. Courbe d’écoulement

Au sein du logiciel, il est prévu un traitement automatique des séquences de débit. Lors de la
récupération des valeurs moyennes des paliers de débit effectués (correspondant a différents
cisaillement), les courbes de frottement (/2 =f(Reg)) préalablement établies sur chacune des

conduites permettent I'obtention d’'une viscosité estimée. Ainsi, il est alors possible de visualiser les
courbes d’écoulement (n = f(y)) pour chaque séquence de débit effectuée.

2. Configuration des profils de débit

A partir du bouton « Configuration » de la fenétre de gestion de la viscosimétrie en ligne (cf. Figure
93), il est possible d’accéder au contrdle et a la programmation des séquences de débit de la pompe
gérant le débit de circulation dans la boucle de dérivation. Le débit de la pompe peut étre imposé de

maniére manuelle, comme représenté en Figure 94.

209



_302011ProgrammationAllureSequence

Configuration de ['allure des séquences
a debit programme

Filatage :

Cmanu [l.h-1] [200

Waliclation Qmanu |

Retour |

Figure 94 : Fenétre de gestion manuelle de la pompe de la boucle externe

Dans le cas contraire, le débit de la pompe doit étre programmé. Pour cela, la séquence de débit doit

étre paramétrée. Ainsi, 'ensemble des champs nécessaires a la programmation du profil apparait

comme présenté sur la Figure 95.

_302011ProgrammationAllureSequence

Configuration de l'allure des séquences
a débit programmé

Pilotage : |Programme vl
Pyrarnidales vI

Débuter par IDébit constant ~

Allure :

Descendant, puis Ascendan

Distribution des déhits : |Exponentielle -
Cimini [Lh-1]: |20

220

Cleste [ILh-1]
Durée & Qoste [min] © l25—
Mombre de palier total [/] : IE—

Durge d'un palier [s] l?aﬂ—

Temps total d'un cycle [min] lﬁi

Maombre de cycle [/] |1—

Allure de la séquence

150

Cirmawi [|.h-17:

250 — Une séquence
2004
1504
100

50

i}

“alider

Debit estimé [Lh-1]

1.995
Temps [min]

3.995

Annuler

_302011ProgrammationAllureSequence

Configuration de I'allure des séquences
a débit programmé

Filotage W Deébuter par IW
j |Descendam j
Temps entre créneaux [s] lmi
Distribution des déhits : |Exponentielle -
Cimini [Lh-1]: |20

220

Allure : ICréneaux

Cicste [Lh-1]  |150

Cirmawi [|.h-17:

1.16BGEEBERERE

Durée & Qcste [min] :
MNombre de palier total [/] : IE—

Durge d'un palier [s] l?aﬂ—

Temps total d'un cycle [min] lﬁi

Maombre de cycle [/] |1—

Allure de la séquence
250
200
150
100
50

— Une séguence

Deebit estimé [l.h-1]

-0.00633333333333 3.99366666666667
1.99366666666667 5.99366666666667
Temps [min]

| “alider |

Annuler

Figure 95 : Fenétre de gestion de profils programmés de la pompe située sur la boucle externe
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Le paramétrage de la séquence s'inspire des protocoles de mesure qu’il est possible de trouver sur un

rhéometre. Quelques explications sur ces protocoles de mesures sont décrites en Annexe 13:

Protocoles de mesure en rhéométrie.

La programmation du profil de débit de la pompe de dérivation débute par le choix de I'allure au

démarrage de la séquence :

» Soit le profil débute par un débit constant et continue sur la séquence programmée (voir profil

de gauche sur la Figure 95),

» Soit le profil commence directement par la séquence de débit (voir profil de droite sur la

Figure 95).

L'allure du profil peut étre de deux types :

>
>

Pyramidal : le débit dans la boucle externe évolue par paliers d’'un débit A a un débit B,
Créneau : identique au pyramidal, avec un retour a un débit nominal entre chaque palier
pendant une durée définie.

Concernant la séquence de débit, quatre possibilités sont proposées pour le profil :

>
>
>

Ascendant : du débit le plus faible au débit le plus important,

Descendant : du débit le plus important au débit le plus faible (voir Figure 95 a droite),
Ascendant, puis Descendant : le nombre de paliers total est partagé de maniére a commencer
par le débit le plus faible, avoir le débit le plus important au milieu de la durée totale de la
séquence, et terminer par le débit le plus faible,

Descendant, puis Ascendant : le nombre de paliers total est partagé de maniére a commencer
par le débit le plus important, avoir le débit le plus faible au milieu de la durée totale de la

séquence, et terminer celle-ci par le débit le plus important (voir Figure 95 a gauche).

La distribution des débits peut étre de deux types :

>
>

Linéaire : deux débits adjacents ont la méme distance sur une échelle linéaire,

Exponentielle : deux débits adjacents ont la méme distance sur une échelle logarithmique.

Ensuite, il est nécessaire de saisir des valeurs chiffrées pour les différents parametres afin de

construire la séquence de débit :

>
>
>

Qmini : débit minimum de la séquence,

Qmaxi : débit maximum de la séquence,

Qcste : débit de circulation dans I'outil expérimental en dehors des séquences de débit ; c’est
aussi le débit nominal entre chaque palier pour un profil de type créneau,

Le nombre de paliers de débit,

La durée d'un palier, qui conditionnera, avec le nombre de palier, la durée totale de la
séquence,

Le temps total d’'un cycle (durée de la séquence + durée entre séquences),

Le nombre de cycles a effectuer.
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Dans les fichiers NomFichier.txt et Phy NomFichier.txt sont stockés I'état de fonctionnement (mode
de travail) de la pompe de la boucle de dérivation ainsi que le numéro de la configuration utilisée
(précisé dans le fichier P_NomFichier.txt). Ainsi, il est possible de savoir quelle est la programmation
de la pompe en chaque point enregistré. La syntaxe du mode de travail de la pompe est la suivante :
» «P_ »:lapompe est en commande manuelle ou a débit constant entre les séquences,
» «S_»:lapompe est en commande programmeée et fait actuellement un créneau avec un
débit nominal,
» « SP »: la pompe est en commande programmeée et fait actuellement une séquence de débit
pyramidale,
> «SC » : la pompe est en commande programmeée et fait actuellement une séquence de débit

en créneaux.

A la suite de ces caractéres, le numéro de configuration est accolé afin d’avoir une chaine de
caractéres unique au sein de la premiére colonne.

La programmation d'un profil de débit permet de caractériser le milieu de culture pour divers
cisaillement, afin de pouvoir construire in fine la courbe d’écoulement du moQt pour des ages de

culture précis.

F. Prélevements et correctifs automatisés

Une fenétre spécifique pour les prélevements a été créée sur le méme modele que celui de la fenétre
de I'ajout d’'un nutriment (cf. Figure 92 a gauche). A partir du bouton « Préléevement » du menu
général (cf. Figure 79), le logiciel ouvre une fenétre dans laquelle s’inscrivent la date, I'heure et le
numéro de prélévement qui seront, apres validation, enregistrés dans le journal éveénementiel.

Prélévement N° 1
Date . 28/02/2011
Heure 13:14:34

Entrer le volume du prélévement [ml]
100

Caommentaire :

Echartillon - purge |

Walider | Annuler |

Figure 96 : Fenétre de prélévement d'un échantillon

A chaque validation de cette fenétre, le numéro du prélévement s’'incrémente. Le volume de
préléevement soutiré du bioréacteur est retranché au volume de liquide calculé. Dans le cas ou I'option
« correction des flux » est activée (lll.D.2.b Informations), les débits envoyés seront diminués en
fonction du ratio « Volume prélevé » / « Volume de liquide calculé avant prélevement » afin de

maintenir la vitesse instantanée de consommation de substrat constante dans le bioréacteur.
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G. Synthése de LoCoPREL au cours d’une expérimentation

biologique

Afin de présenter une vision synthétique des étapes majeures du logiciel au cours d'une
expérimentation biologique, les principaux événements et interactions entre les différentes fonctions

du logiciel sont représentées dans la Figure 97 ci-dessous.

Expérimentation
biologique Acquisition
de données

Lesest TP Visualisation et

I
représentation

Contréle des
aypogts graphigue des
& 4 *
~ Y Gestion de la donlnees *,
*
0 ‘. | bioréaction / o
D) N 7/ .
.“ : S S o -7 7 “%-
g : Calcul, =29
o = _ -~~~ 7~ ~a performances %:m
@ v’ biologiques et Bfg
@ e hysiques ""-:m
o 3 PIYSIHER &e
. \ ‘ L
\‘ Gestion de la A ':3\
% rhéométrie 1N o
*s | \ O
* \ L4
. ! . ;. - *e ! N ~ 0” 71>
Viscosimétrie ‘., y ~< . _ Prélevements
- . - - ==
en-ligne **+., Configuration de.4**
. I'analyse
- ~---""rhéologique

Figure 97 : Représentation schématique des intéractions entre les différentes parties du logiciel
LoCoPREL
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CONCLUSION

LoCoPREL est I'aboutissement d'un travail de développement utilisant différentes technologies
informatiques pour répondre a un cahier des charges multiple. L'amélioration de ce logiciel s’est faite
par étapes, avec pour objectifs une amélioration des conditions de travail et une meilleure précision du
suivi de chaque culture. Ce nouvel outil est a I'interface du génie microbiologique et de la rhéologie.
La partie microbiologie intégre le pilotage de pompes d’alimentation en substrat, la prise en compte
des prélevements, des possibilités de correctifs de débit d’apport automatisé accompagnés de calculs
en ligne adaptés au bioprocédé. L’enregistrement des signaux est adapté aux différentes contraintes
rhéologiques appliquées en ligne (débit constant ou séquencé). L'acquisition mise en place permet
d’enregistrer rapidement des données (période d’échantillonnage de 1s) lors de changements de
débit de circulation dans la boucle de dérivation au cours des séquences programmées (une
modification de débit toutes les 30s). Les données enregistrées peuvent étre visualisées
numériquement ou graphiqguement. La préparation des expérimentations a été simplifiée avec la
possibilité d'effectuer I'étalonnage des pompes d'alimentation de manieére automatisée. La
transmission des informations entre opérateurs a également été simplifiée par la mise en place d’'un
journal événementiel. Enfin, une partie des calculs en ligne a pu étre vérifiée au cours des
expérimentations.

Au sein de cet outil, I'intégration de compétences en rhéologie et en génie microbiologique augmente
les potentialités d'utilisation de cet environnement au-dela du contexte de I'étude initiale. La prise en
compte du savoir de différents secteurs scientifiques permet ainsi d’obtenir des informations en ligne
qui ne pourraient pas étre observables sans le déploiement d’'une telle méthodologie. De plus, la
gestion de l'activité microbiologique, par les alimentations en substrat, au cours de la caractérisation
physique du modt, permet une analyse fine des dynamiques mesurables. De ce fait, les différentes
caractéristiques de cet outil expérimental (bioréacteur, boucle de dérivation et LoOCoPREL) en font un

instrument d’'investigation original et singulier.

Cependant, le développement de ce logiciel doit étre amélioré. Méme si une partie des options du
logiciel fonctionne, de multiples éléments sont actuellement et volontairement bloqués. Parmi ces
éléments non fonctionnels, nous pouvons évoquer l'utilisation des courbes de frottement pour
'estimation de la viscosité en ligne, I'établissement des courbes d'écoulement, I'alimentation du
substrat par « Pulses » ou « Méthode Pulse », les correctifs sur les débits réels (de substrat ou de gaz
entrant), sur I'ajustement de toutes les sondes températures, le pilotage du substrat par une limitation
nutritionnelle... D’autres éléments du logiciel peuvent causer des erreurs. Celles qui ont été identifiées
ont été gérées et ne risquent plus de perturber le fonctionnement du logiciel. Cependant, il est difficile
de prévoir tous les cas d'erreur pour les gérer. Enfin, une partie des calculs reste en suspens,

principalement lorsque les bilans doivent s’effectuer en ligne.

Le développement de l'outil expérimental dans sa globalité montre la faisabilité et la pertinence du
développement d'une interface informatique avec un développement instrumental. Le code du logiciel
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doit encore étre amélioré de maniere a mieux le structurer et permettre une optimisation des flux
d’exécution mis ou a mettre en place (cas des indicateurs dans les fenétres). De plus, sa flexibilité de
développement autorise l'intégration de capteurs ou de mesures de plus en plus complexes, pouvant
s'ajouter au développement existant comme des modules complémentaires. Cette flexibilité donne a
cet outil une grande richesse de stratégie de recherche, les matrices investiguées pouvant étre

biotique ou abiotique, mono ou multiphasiques.
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Chapitre IV - Analyse des cultures
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INTRODUCTION

Les chapitre IV et V sont consacrés a la présentation et a I'analyse de I'ensemble des résultats. Dans
le chapitre IV, nous exposons le détail des expérimentations effectuées et des mesures en ligne : le
choix des microorganismes, les objectifs fixés a chaque culture, les mesures effectuées... Puis ces

résultats seront analysés et confrontés aux mesures hors-ligne dans le chapitre V.

|. PRESENTATION DES CULTURES

Ce chapitre IV a donc pour objectif la description du déroulement de I'ensemble des expérimentations
au cours de la croissance du microorganisme, ainsi qu'au cours d’'une deuxieme phase au cours de
laquelle on a examiné la diminution de son activité biologique. On présentera donc ici la dynamique
des variables mesurées dans le bioréacteur, ainsi que I'ensemble des flux entrants (substrats, sels,
bases, gaz dans les versions les plus complétes). L’ensemble des cultures conduites ainsi que leurs
principales caractéristiques sont présentés dans le Tableau 37. Dans ce tableau sont également
mentionnés les objectifs propres a chaque culture. En effet, selon les cultures et le moment ou elles
ont été réalisées par rapport au développement de I'outil expérimental, I'objectif a été tantét un
développement de cet outil (objectif technologique), tantét I'obtention d’éléments de réponse sur la
conduite de la culture et ses caractérisations (objectif scientifique). Dans sa globalité, le but de cette
partie est de démontrer 'amélioration continuelle de la maitrise de la culture effectuée autorisant une
analyse fine de I'évolution des mesures en ligne obtenues (cf. Tableau 38).

Dans le Chapitre Il, nous avons présenté la composition des milieux, les conditions de pré-culture, de
culture et les stratégies de culture associées. Les cultures et le bioprocédé ont été progressivement
améliorés aussi bien sur les aspects implémentation de I'instrumentation, perfectionnement du logiciel
de contréle-commande-acquisition (cf. Chapitre Ill), que sur les aspects analyses biologiques et
physico-chimiques. La concentration en biomasse est une des principales caractéristiques de chaque
culture. Aussi, pour faciliter la lecture et la compréhension des résultats (Chapitres IV et V), nous
inclurons dans chaque figure un synoptique permettant d’identifier la culture, la souche et la plage de

concentration couverte.
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Microorganisme E. coli Y. lipolytica
Culture | Il Il Y V VI
Température [C] 37 28
3 oH 11 6.8 55
'g Surpression [mbar] 100 0/300 50/300 20/100 0/100 300
S Agitation [tr min™] 1500 200—700 | 200—1100 | 1200—1500 | 700—1500 | 400—1100
Aération [l, min] 20 0/6.5 1/11 12/20 10/20.5 5/13
LoCoPREL = + ++ = = ++
Objectif technique + ++ ++ + ++ ++
é Objectif scientifique = + ++ = + ++
5 Biomasse [g "] 47*—108* | 0.1—14 0.2—-37 63*—104* 11—-100 0.2—59
o Hmoyen [™] 0.075(8) | 0.077 (3) | 0.093(9) 0.023 (9) 0.082 (5) 0.160 (5)
Perte d'activité
biologique = n.a. ++ = = n.a.

Tableau 37 : Tableau synoptique de I'ensemble des cultures réalisées et des résultats majeurs

obtenus ( = : essai exploratoire, + : essai concluant, ++ : confirmation/validation, *estimation

par mesure d’absorbance)

UC—(y)xloo [%] Régime laminaire Régime turbulent
(Re < Re.) (Re > Rey,)
Milieu initial - 7
E. coli 9 -
Y. lipolytica 8 -

Tableau 38 : Incertitude-type composée relative des facteurs de frottement expérimentaux au

cours des expérimentations biologiques pour la conduite D2

A. Expérimentations sur procaryote

La culture d’Escherichia coli a été utilisée pour nos premiers essais, que ce soit sur la premiere

utilisation de l'outil expérimental sur un milieu biologique avec le programme développé sous

LabView® (cf. Annexe 8: Interface homme-machine a partir du programme de gestion sous

LabView®) ou lors de la premiére culture lancée avec le logiciel LOCoPREL (cf. Chapitre Il1).

1. Culture |

La premiere expérimentation réalisée sur I'outil expérimental, numérotée |, a pour premier objectif la

vérification de la gestion informatique de I'acquisition des données et du lancement des rampes de

séquences de débit permettant la rhéologie en ligne. Au cours de cette expérimentation, la culture a

débuté avec un modt provenant d’'une autre culture réalisée dans le laboratoire (voir Chapitre Il 111.A.2

Précultures et inocula) afin de se positionner d’emblée sur des conditions de culture a haute

concentration cellulaire. Ceci a permis de valider la faisabilité de I'étude en plagant directement I'outil
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expérimental dans des conditions extrémes de concentration permettant de tester le développement
métrologique.

S'agissant d'une premiére expérimentation, I'environnement instrumental a impliqué un certain
nombre de difficultés décrites dans le Chapitre Il. La « stérilisation » s’est effectuée a I'éthanol absolu
pendant environ 2 h, puis l'installation a été rincée une premiére fois rincée avec le milieu minimum
(conditionnement), avant d'étre remplie de milieu minimum dans des conditions de stérilité non
complétement maitrisées. Cependant, malgré I'environnement délicat lors du transfert du modt
servant d’inoculum, celui-ci n'a pas développé de contaminants visibles avec les cellules d’E. coli. La
conduite du bioréacteur s'est effectuée manuellement autant en terme d’'apport carboné que de
régulation du pH. La Figure 98 et la Figure 99 présentent respectivement, pour I'expérimentation I,

I'évolution des variables et I'évolution des flux entrants dans le bioréacteur.
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Figure 98 : Evolution des variables au sein du bioréacteur (culture I, E. coli)
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Figure 99 : Flux intrants en fonction du temps (culture I, E. coli, partie A : croissance)

Cette premiére expérimentation a connu plusieurs probléemes techniques. Au cours de
I'expérimentation, un précipité s’est développé dans l'alimentation en sels, provoquant un risque de
limitation nutritionnelle de la culture. De plus, la culture a développé, a de multiples reprises, de
grandes quantités de mousse, indiquant que les microorganismes subissaient un stress. Ce stress a
pu étre causé par la grande fréquence de séquences de débit de type pyramidal imposées dans la
boucle de dérivation, pouvant aller jusqu'a une séquence toutes les 20 min. L’intervalle entre les
séquences a été augmenté pour les expérimentations suivantes afin de limiter ce stress. Par ailleurs,
un grand nombre de soutirages a été effectué de maniére anarchique, induisant la perte de la maitrise
du volume de liquide au sein du bioréacteur.

La plage de biomasse couverte par cette culture est représentée sur la Figure 100.

I E. coli

j j —@P-

0.1 1 10 100

Figure 100 : Premiere culture d’ E. coli (culture I, E. coli)

A la fin de la croissance, une seconde phase est investiguée avec, pour objectif, le test des conditions
nécessaires a une étude de la perte de I'activité biologique. Ce premier essai a pour objectif de suivre
la dynamique du mo(Qt en deux étapes (voir B et C de la Figure 98). La premiére étape (partie B sur la
Figure 98) est de diminuer I'activité des cellules en abaissant la température de régulation du modt a
10 €, tout en maintenant le flux de carbone dans | e bioréacteur. La température du modt passe alors
de 37 a 25<T. La seconde étape (partie C sur la Figure 98) consiste a diminuer fortement les

N

conditions d’'agitation (de 1500 a 1000 tr min'l) et d'aération (de 20 a 21, min'l) en arrétant
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I'alimentation en carbone dans le bioréacteur. La diminution de I'activité biologique se poursuit par une
chute de la température moyenne du moQt. La production de chaleur liée au métabolisme des
bactéries devient moins importante, permettant a la régulation de température d’évacuer plus
facilement la chaleur du modt, qui permet a son tour un nouvel abaissement de la température du
milieu de culture. L’apport en substrat a permis d’appliquer un palier intermédiaire entre la phase de

croissance et I'arrét brusque des conditions de ventilation et d'alimentation en substrat carboné.

2. Culture Il

La seconde culture sur E. coli (culture 1), a été la premiere effectuée avec le logiciel LoCoPREL.
L’environnement informatique et instrumental a été grandement amélioré, la gestion des pompes a été
simplifiée, que celles-ci soient les pompes d’alimentation ou la pompe de circulation dans la boucle de
dérivation. L'installation a pu étre stérilisée a la vapeur durant plusieurs heures, avec un contrdle,
depuis le logiciel LoOCoPREL, de la température en différentes localisations de I'outil expérimental.

Les tests de débogage du nouveau logiciel ne peuvent pas s’effectuer sans une utilisation dans des
conditions réelles. Cette culture a donc subi de multiples arréts du logiciel qui ont pu induire un stress
sur le microorganisme. Ce stress a pu étre causé par les modifications de conduite de culture gérées
par logiciel et partiellement erronées. Cependant, I'opérateur a tout mis en ceuvre pour limiter les
conséquences sur la culture.

Parallelement a ces aspects informatiques, la préparation des sels d’alimentation a été retravaillée de
maniére a alimenter le bioréacteur sans que ceux-ci précipitent. Le fer et la thiamine d’'un c6té, le
calcium de lautre, ont été séparés des autres composés contenus dans la solution saline
d’alimentation afin d'éviter leur précipitation. Tous les sels d’alimentation ont été mis sous agitation
pendant leur alimentation vers le bioréacteur. La solution saline principale contenant la majorité des
sels a été gérée par le logiciel LOCOPREL, les deux autres apports (sels complémentaires) ont été
gérés par une pompe externe a contréle manuel.

Cette culture a pour objectif scientifique d’'investiguer une gamme de concentration la plus large
possible, en gérant le bioréacteur des trés faibles concentrations en cellules jusqu’aux plus hautes.
Les variables de cette culture Il d’E. coli sont présentées dans la Figure 101, les flux du bioréacteur

ont été représentés en Figure 102.
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Figure 101 : Evolution des variables au sein du bioréacteur (culture I, E. coli)
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Figure 102 : Flux intrants et extrants en fonction du temps (culture Il, E. coli)

Au cours de cette culture, des séquences de débit ont été effectuées dans la boucle de dérivation,
mais leur fréquence a été diminuée avec des réalisations toutes les deux heures, temps minimum
entre chaque préléevement. Les séquences de débit effectuées suivent un profil en créneaux
uniguement descendant. Le mode « créneau » permet de ré-oxygéner le moQt entre chaque palier (cf.
Chapitre 1l IV.A.1 Principe des séquences et Chapitre Il lII.E Gestion de la viscosimétrie).
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Le maintien de la croissance a été effectué malgré un grand nombre de réajustements de débit sur le
logiciel. Cela est visible par les multiples décrochements de la Figure 102 sur le flux d’apport en
glucose, qui impactent sur les flux de dioxygene consommé et de dioxyde de carbone produit.

Au cours de cette expérimentation, la pompe de mise en circulation de la boucle externe est tombée
en panne, stoppant prématurément I'expérimentation pour une concentration voisine de 15 g I". Ceci
explique I'absence d'une phase de diminution de I'activité biologique.

Cette expérimentation est symbolisée par la Figure 103.

Il E. coli LoCoPREL
0.1 1 10 100
Figure 103 : Premiére culture d’ E. coli avec utilisation de LoCoPREL (culture Il,  E. coli)

3. Culture Il

Une troisieme expérimentation mettant en ceuvre E. coli, avec I'utilisation du logiciel LoOCoPREL, a été
effectuée avec une pompe de mise en circulation du moQt dans la boucle externe réparée. L'objectif
de cette culture Il était l'obtention d'une concentration en biomasse finale équivalente a
I'expérimentation | (concentration de I'ordre de 100 g I'l), permettant de rassembler les phénomenes
observés a faible et forte concentrations en cellules.

Un travail plus approfondi sur le logiciel a permis de diminuer le nombre de bogues en cours
d’expérimentation. L'outil expérimental a été stérilisé a la vapeur pendant plusieurs heures, et
'ensemble des étapes de préculture a suivi le descriptif du Chapitre Il. Les solutions salines
d'alimentation ont été modifiées une derniére fois. Le calcium a été ajouté a la solution saline
principale gérée par le logiciel LOCoPREL, le fer et la thiamine sont ajoutés par I'intermédiaire d'une
solution saline complémentaire gérée par une pompe externe avec une commande manuelle.

Les variables de la culture Il et les flux entrant et sortant du bioréacteur sont représentés

respectivement sur la Figure 104 et la Figure 105.
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Figure 104 : Evolution des variables au sein du bioréacteur (culture I, E. coli)
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Figure 105 : Flux intrants et extrants en fonction du temps (culture I, E. coli)

Comme lors de la culture 1l, les séquences de débits sont effectuées toutes les deux heures minimum
avec un profil en créneaux descendants permettant au modt d'étre ré-oxygéné entre chaque palier.
L'observation des flux apportés de la culture Il par rapport a ceux de la culture Il confirme que la
culture 1l a été beaucoup moins perturbée au niveau de la gestion des débits d’alimentation.
L'application d'un débit exponentiel devant maintenir un taux de croissance constant du
microorganisme se voit de maniére beaucoup plus nette sur les flux de carbone (limitation de la

croissance par le substrat carboné), de sels et d’'ammoniaque apportés, et par conséquent sur la
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consommation de dioxygéne et la production de dioxyde de carbone (partie A de la Figure 104). Cette

expérimentation Il est symbolisée sur la Figure 106.

1] E. coli LoCoPREL
0.1 1 10 100
Figure 106 : Seconde culture d’ E. coli avec utilisation de LoCoPREL (culture lll,  E. coli)

Cependant, cette derniére culture a été également avortée prématurément car la régulation de
température a été a plusieurs reprises défaillante, ne permettant plus une régulation a 37 C (partie B
de la Figure 104) nécessaire a une croissance optimale. Lorsque la confirmation de la perturbation de
la croissance a été confirmée par la mesure d'absorbance (permettant un suivi de la concentration en
cellule), le modt a alors été placé dans des conditions de diminution de I'activité biologique avec une
aération au diazote pendant 45 min de maniére a retirer rapidement toute présence de dioxygéne
pouvant maintenir une activité biologique. Cette étape s’est accompagnée d'un arrét de I'ensemble
des alimentations (substrats, sels). Le débit d’aération a ensuite été fixé & 3 I, min™ (pour des raisons
techniques d’approvisionnement en diazote) jusqu'a la fin du suivi du mo(t afin de suivre la

dynamique en ligne des variables physiques au cours du temps.

B. Expérimentations sur eucaryote

Les deux premiéres cultures d’Y. lipolytica (culture IV et V) ont été obtenues avec le systeme
d’acquisition développé sous LabView®. La stérilisation de I'installation s’est effectuée par circulation
d’éthanol dans [l'installation pendant environ deux heures avant un premier rincage avec le milieu
minimum de la culture. L'installation est ensuite remplie du milieu minimum. La préparation et
l'inoculation du bioréacteur ont été effectuées dans des conditions de stérilité non systématiquement
maitrisées. Nous avons toutefois obtenu une reprise de la croissance de la levure, sans

développement de contaminants.

1. Culture IV

La quatrieme expérimentation (culture IV) résulte d’'une inoculation a haute concentration en cellules.
L'objectif est de tester I'outil expérimental sur la faisabilité de la poursuite d’'une culture de levure
jusgu’a de hautes concentrations en cellules sans développement d'un contaminant.

Cette culture s'est effectuée en démarrant & une concentration dans le bioréacteur & 63 g I jusqu’a
une concentration supérieure & 100 g I*. Les paramétres de suivi du bioréacteur sont présentés en

Figure 107, les flux entrants sont représentés en Figure 108.
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Figure 107 : Evolution des variables au sein du bioréacteur (culture 1V, Y. lipolytica )
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Figure 108 : Flux intrants en fonction du temps (culture IV, Y. lipolytica , partie A : croissance)

La culture s’est poursuivie sans développement de contaminant dans une gamme de hautes
concentrations en cellules. Le flux de glucose a été modulé, puis arrété apres 5 a 7 h de culture car du
glucose s'était accumulé dans le milieu jusqu'a une concentration résiduelle de l'ordre de 20 g I'.
Malgré une limitation en transfert de dioxygéne dans le bioréacteur, la levure a consommé et
augmenté sa concentration en biomasse. Dés que la concentration en glucose s’est épuisée dans le
milieu, un débit a a nouveau été fixé afin de poursuivre la croissance.

Cette expérimentation est symbolisée sur la Figure 109.

230



v Y. lipolytica

1 1 1 m
100

0.1 1 10

n
>

Figure 109 : Premiére culture d’ Y. lipolytica (culture IV, Y. lipolytica )

L'expérimentation s’est poursuivie avec une phase de diminution de I'activité biologique effectuée par
un arrét des apports en substrats (carboné et salins) pour des conditions d’agitation et d’aération
constantes respectivement a 1500 tr min™ et de 20 I, min™ lorsque du glucose résiduel a, de nouveau,
été détecté. Au dernier prélevement avant I'étape de diminution de [I'activité biologique, la
concentration en glucose résiduel était de 5 g I''. Cette diminution d’activité s’est manifestée par une
augmentation du pH du milieu (pas de régulation avec un acide au moment de cette expérimentation),
suivie d’'une augmentation de la concentration en dioxygéne dissous avec un décalage temporel par
rapport a 'augmentation du pH. L’augmentation de la concentration en dioxygéne dissous s’effectue
plus tard que celle du pH car le dioxygene transféré a la cellule (méme si celui-ci est limitant pour le

mo(t) est encore utilisé pour une consommation du glucose résiduel dans la phase liquide.

2. Culture V

La cinquieme expérimentation est effectuée, comme la culture IV, a partir d’'une culture antérieure a
haute concentration en levures. L'objectif était d'investiguer une gamme de concentrations plus faibles
pour arriver aux mémes concentrations que la culture IV (concentration supérieure a 100 g I'l) sans
limitation en transfert de dioxygene dans le bioréacteur. Pour cela, le modt initial a été fortement dilué
dans un milieu minimum adapté a Y. lipolytica pour une production de biomasse. A nouveau, le risque
de contamination reste important au vu des conditions de manipulation. Néanmoins, malgré une forte
dilution des cellules, leur croissance s’est poursuivie sans développement de contaminant, ce qui a
été contrblé a chaque prise d'échantillon par des observations microscopiques.

Les variables en ligne et les flux du bioréacteur de la culture V sont présentés respectivement en
Figure 110 et Figure 111.
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Figure 111 : Flux intrants en fonction du temps (culture V, Y. lipolytica , partie A : croissance)

Au cours de cette culture, deux probléemes de régulations du fermenteur sont apparus. La régulation
pH, ainsi que le systeme d’apport de la solution correctrice du pH, se sont retrouvés mal réglés lors de
la conduite de culture. L'apport en base dans le molt a été mal géré, impliquant de grandes
fluctuations de pH dans le milieu de culture (voir Figure 110). De plus, a cause des fortes chaleurs au
cours de I'expérimentation, la régulation de température n’a pas pu réguler la température du mo(t. La
température de la culture est alors montée jusqu'a 34 et 36 T au lieu de rester constante a 28 TC.

Les fortes chaleurs au moment de I'expérimentation ont fait augmenter la température de I'eau du
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réseau servant au circuit de refroidissement du bioréacteur. La température de I'eau du réseau,
servant de liquide refroidissement, était proche, voir supérieure, a la température de régulation de la
culture. Le refroidissement n’était donc pas possible. Pour ces raisons, les données issues de cette
expérimentation doivent donc étre analysées en intégrant ces problemes. Néanmoins, la culture s’est
poursuivie jusqu’'a de fortes concentrations en atteignant le seuil des 100 g I* de biomasse. Cette

expérimentation est symbolisée sur la Figure 112.

Vv Y. lipolytica
l : - 1

1 1
0.1 1 10 100

Figure 112 : Seconde culture d’ Y. lipolytica (culture V, Y. lipolytica )

v

Lorsque la fin de la croissance est détectée par la mesure d'absorbance, les alimentations en substrat
sont arrétées, le modt est placé sous une aération de 11.5 |, min™ au diazote pendant environ 24 h
avant de passer a une aération nulle (étape B de la Figure 110). Le passage de I'aération au diazote
permet de stopper tout métabolisme aérobie, tout en conservant une phase gazeuse dans le modt.
L'arrét de I'aération avec le diazote permet d'étudier la contribution de la phase gaz sur un mo(t avec

une activité biologique minimum.

3. Culture VI

La sixieme et ultime expérimentation avec Y. lipolytica a été effectuée avec le logiciel LoOCoPREL.
L'installation a été stérilisée a la vapeur fluante pendant 8 a 10 h. Les stades de préculture et
d’inoculation ont suivi les étapes décrites dans le Chapitre Il. L'objectif de la culture était d’atteindre
des concentrations en biomasse finales équivalentes a celles de la culture IV de maniére a investiguer

'ensemble de la gamme de concentrations en biomasse.
Les variables de suivi de la culture sont représentées en Figure 113. Les flux entrants et sortants du

bioréacteur sont décrits en Figure 114.
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Figure 114 : Flux intrants et extrants en fonction du temps (culture VI,

L'apport en glucose s’est effectué par un flux exponentiel devant permettre le maintien d’'un taux de
croissance constant. Ce débit exponentiel est maintenu jusqu’a atteindre un débit volumique maximal.
Le flux a ensuite été maintenu constant afin de poursuivre la croissance avec une diminution des taux
de croissance de maniére a ne pas étre limité par la capacité de transfert en dioxygeéne du
bioréacteur. La culture a ensuite été précipitamment stoppée du fait d’'un moussage trop important qui

entraina le colmatage du filtre de sortie gaz du bioréacteur, impossible a changer en cours

croissance)
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d’expérimentation & cause de la configuration du bioréacteur. Lorsque ce filtre fut bouché, le
bioréacteur est aussitdt monté en pression (de I'ordre de 2 bars), forcant I'opérateur a utiliser la seule
sortie possible disponible pour éviter I'explosion du bioréacteur : la vanne de prise d’échantillons. Le
bioréacteur a été totalement purgé prématurément, avortant I'expérimentation avant son terme prévu
pour des concentrations en biomasse de I'ordre de 100 g ™.

Cette expérimentation est symbolisée par la Figure 115.

Vi Y. lipolytica LoCoPREL

e l L.
e S 1 |

0.1 1 10 100

Figure 115 : Culture d’ Y. lipolytica avec LoCoPREL (culture VI, Y. lipolytica )

C. Données expérimentales et exploitation

Les expérimentations conduites relévent d’'une approche a lintersection entre les sciences pour
l'ingénieur et le génie microbiologique. A cet égard de nombreuses exploitations et interprétations
peuvent étre envisagées et/ou réalisées. Dans le Tableau 39, nous nous efforgcons de dresser de

maniére exhaustive et objective, les différentes analyses conduites et/ou potentielles en adéquation

avec la maitrise de chaque culture.
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Microorganisme E. coli Y. lipolytica
Culture | Il I [\ VI
" Pertes de charge sur la conduite D1 O O O O O O
% * g Pertes de charge sur la conduite D2 O O O O O O
§ % § Régulation Température 0 O 0 O O O
§ § % Régulation pH + g O g O O
g 3 é)_ Analyse des gaz O O O O + O
§ o Biomasse X [g '] O O O O O O
Glucose résiduel [g I'] O O O O O O
© Rhéométrie O O O O O O
§: Microscopie optique O O O O O O
G E Granulométrie laser O 0 O 0 0 O
g o Morphométrie O O O O O O
£ g Zétamétrie 0 0 0 0 0 0
5 S Teneur en cendres O O O O O O
g 9 Densimétrie o |o|olo| ol oo
% g Pression osmotique O 0 0 O O O
g § HPLC O O O O O O
2 ICP-MS O O O O O O
g Composition élémentaire de X O O O O O O
Teneur en protéines 0 [ [ [ [ [
Volumes réels O + O O O O
g;% a Vitesses instantanées O O O O O O
g l‘% Vitesse spécifiques O + O O + O
% -§ Coefficient respiratoire O O O O O O
§ g Bilan carbone / généralisé global O + O + + O
p = Bilan carbone / généralisé instantané O + + + + +
Coefficient de transfert de dioxygene O + + N + +

Tableau 39 : Inventaire des analyses et exploitations potentielles ou effectuées en fonction des

cultures ( O : non-réalisée/non maitrisée, +: réalisé/calculable et 0 : traitée/exploitée)

L’ensemble des approches effectuées pour chaque culture, pour un microorganisme fixé, bénéficie de
I'expertise et des techniques analytiques développées au cours des précédentes cultures. Ainsi, les
derniéres cultures d’E. coli (culture 1lI) et d'Y. lipolytica (culture VI) ont pu bénéficier d'une analyse
plus poussée, tant sur la caractérisation chimique et physico-chimique, que sur l'analyse macro-
cinétique des résultats. L'approche physico-chimique par la batterie d’analyses hors ligne permet de
découpler la caractérisation du milieu de culture en fonction de ses propriétés physiques (viscosité,
masse volumique, pression osmotique, ...), des phases considérées (solide, liquide, gaz) ou de

I'approche choisie par le traitement mathématiques des données.
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De maniére a pouvoir tracer les variables en ligne en fonction de la concentration en biomasse, les
valeurs estimées ou mesurées par gravimétrie de I'ensemble des cultures sont lissées avant d'étre
interpolées. L'ensemble des concentrations en biomasse en fonction de l'dge des différentes
expérimentations est représenté sur la Figure 116 ci-dessous.

1000 ¢ ol estimé A |l mesuré 11l mesuré o |V estimé x V mesuré VI mesuré
100
T [ X
5
© L
e L
o |-
o L
l c
0.1
0 10 20 30 40 50 60
Age [h]
Figure 116 : Plages de concentrations investiguées en fonction du temps (cultures I, 11, III, E.

coli -1V, V, VI, Y. lipolytica )

Les variables liées a la bioréaction subissent dans un premier temps un lissage polynomial (polynéme
de degré 3 ou 4) de maniére a avoir accés aux vitesses de réaction. Les données sont ensuite
réconciliées, afin de vérifier le bilan matiere du bioprocédé et la cohérence des mesures effectuées
entre elles (voir Chapitre Il IV.C Données microbiologiques), permettant ainsi d’avoir accés aux
vitesses de réaction. La vérification du bilan carbone est représentée pour les cultures Il d’E. coli et VI

d’Y. lipolytica sur la Figure 117 et la Figure 118.
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Figure 117 : Vérification du bilan carbone en fonction du temps (culture llI, E. coli)
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Figure 118 : Vérification du bilan carbone en fonction du temps (culture VI, Y. lipolytica )

Pour la culture Il d’E. coli, on remarque que le bilan carbone ne boucle pas correctement sur les 20
premiéres heures (voir Figure 117). Le traitement des résultats pour cette culture nécessite un travail
plus approfondi pour améliorer les bilans obtenus. Néanmoins, les débuts de culture restent toujours
difficiles a boucler au vu de la précision des mesures au début des expérimentations. A la fin de la

culture IIl, le bilan carbone global est vérifié a 96.35 %. Cependant, la vérification des bilans, y

compris pour le début des cultures, peut étre effectué correctement, comme cela est représenté sur la
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Figure 118 ou ceux-ci restent, dés le début de la culture centrés autour de 100 %. A la fin de la culture

VI, le bilan carbone global est vérifié a 99.94 %.

L'ensemble des cultures a permis de pouvoir investiguer, sur plusieurs expérimentations, des plages
de concentrations allant de 0.1 & plus de 100 g I'* pour la bactérie E. coli et la levure Y. lipolytica. Les
taux de croissance moyens varient de 0.023 h™, pour la culture 1V, a 0.160 h™, pour la culture VI. Ces
vitesses de croissance ont été obtenues car les conduites ont été effectuées de maniére a ce que ces
deux microorganismes puissent avoir des taux de croissance équivalents. Dans un premier temps,
nous allons considérer le taux de croissance comme l'indicateur de I'activité biologique. Ainsi, lors des
phases d’arrét de Il'activité biologique, les premieres cultures ont permis d'investiguer I'impact de
certains facteurs physiques tels que la température et la consommation de substrat (pour la culture |
avec E. coli), I'aération (pour la culture IV avec Y. lipolytica). Les derniéres phases des deux derniéres
expérimentations avaient pour objectif un suivi de la diminution de I'activité biologique dans des
conditions équivalentes pour E. coli et Y. lipolytica lors des cultures Il et VI. Mais le colmatage du filtre

de sortie des gaz du bioréacteur n'a pas permis I'obtention du suivi de cette étape pour la culture VI.

Dans le cadre de ces travaux de doctorat, nous détaillerons les cultures Il et VI que nous prendrons
en référence, et dont nous implémenterons ou modérerons les observations en fonction des autres
cultures. Dans ce travail, seule la partie production de biomasse de chaque culture sera détaillée et

discutée.
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[I. GRANDEURS PHYSIQUES EN LIGNE A DEBIT CONSTANT

Cette partie se focalise sur les résultats obtenus pour le débit de circulation nominal dans la boucle de
dérivation. Sous conditions (quasi) constantes, un suivi instantané des parametres physiques mesurés
sur la boucle de dérivation a été effectué. Pour toutes les cultures, ce débit volumique est maintenu
constant et le plus élevé possible pour maintenir un temps de séjour faible du moQt dans la boucle de
dérivation visant a satisfaire les vitesses de consommation du dioxygene, du substrat carboné et des
nutriments. Nous analyserons et discuterons successivement des mesures en ligne de masse

volumique, de conductivité électrique et des pertes de charge linéiques pour les phases d’inoculation
et de culture.

A. Densimétrie en ligne

1. Suivi de I'inoculation

Pendant la croissance aérobie des microorganismes, les conditions d’aération, d’agitation,
d’alimentation (flux intrants) et de régulation (pH, température) doivent satisfaire les besoins
nutritionnels en évitant toute limitation (transferts, nutriment) ou carence (substrat, dioxygéne,
vitamines...). Le coefficient de transfert de dioxygene (ka), mais également la fraction gaz générée

par I'activité biologique, peuvent ainsi étre suivis et analysés.

Dans un premier temps, il est possible d'observer, sur le suivi de masse volumique (voir Figure 119),

un phénomeéne identique dans les cultures d’E. coli et de Y. lipolytica lors de l'inoculation.

m Culture | - X~47g/l A Culture IV - X~63g/I A Culture V - X~11g/I
[ | E. coli
1000 0.1 1 10 100
& v Y. lipolytica
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Figure 119 : Evolution de la masse volumique en ligne lors de l'inoculation du bioréacteur par
des « précultures » a haute concentration en cellules (culture I, E . coli -culture IV, V, Y.

lipolytica )
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L'inoculation des « précultures a haute concentration en cellules » dans le bioréacteur s’effectue par
un ajout de modt trés concentré en plus du milieu minimum initialement présent dans le bioréacteur.
Le milieu minimum est transféré dans le bioréacteur et mis a la température de la culture avant
l'inoculation. Au cours du transfert, I'aération dans le bioréacteur est nulle et I'agitation est faible
(200 tr min'l) tant que le transfert de la préculture n’est pas terminé, celui-ci pouvant prendre quelques
minutes. La vitesse de circulation dans la boucle de dérivation est au débit maximal (~250 | h'™") de
maniére a appliquer, dés le début, les conditions de circulation dans la boucle de dérivation
minimisant le temps de séjour des cellules dans la boucle externe.

A l'inoculation (t = 0 h), on observe, pour les deux microorganismes, une chute de la masse volumique
en ligne. Les microorganismes ont donc un impact significatif sur la masse volumique du modQt, et
interviennent sur I'entrainement et la génération d'une phase gaz. Nous verrons par la suite que cet
impact est particulierement visible et différent lorsque I'on observe I'évolution de la masse volumique
sur toute la durée d’'une culture pour différentes expérimentations.

L’entrainement de la phase gaz ne semble pas induit par les conditions d’agitation et d’aération, ni par
la concentration en biomasse finale dans le bioréacteur. Par contre, aucune diminution de masse
volumique en ligne n'est visible pour les cultures IlI, 1l et VI (non représentées). Pourtant, les
inoculations de ces cultures ont été effectuées avec des précultures aboutissant a une concentration
initiale dans le bioréacteur de 'ordre de 0.1 2a 0.2 g It (voir Tableau 37) pour une durée d’inoculation
équivalente. Une concentration de cellule importante dans le bioréacteur semble étre la cause de
lincorporation d'une phase gazeuse dans le modt mesurable dans la boucle de dérivation. La
stabilisation des mesures effectuées est liée a la durée de I'inoculation et au temps de mélange du

mo({t de précultures et du milieu minimum présent initialement dans le bioréacteur.

2. Evolution en phase de croissance cellulaire

L'évolution de la masse volumique en ligne pour les cultures Il et VI est représentée sur la Figure 120
avec I'évolution de la ventilation appliqguée dans le bioréacteur. Les cultures Ill et VI sont représentées

en fonction de la concentration en biomasse allant de quelques dixiemes a quelques dizaines de [g I

1].

241



- ® Masse volumique Il A Masse volumique VI o VVM I oVVMVI - 1.2
L O o b
1000 g
I ~ 14
975 j n E. coli LoCoPREL ﬁ @ :
| ——— A ] g
050 | e
= R = t t 1 8
‘6‘ L 0.1 1 10 100 B =
= H g £
g8 F 406 s
g 925 j [oXe) o oo oo : =
s | I~
® I P 1 =
[9] L
9] 1 04 =
s 900 r |
= L o ST T ORI G i §
. : —— ]
875 | o m— 102
i S ?
850 L : e : — : —————— 0
0.1 1 10 100

Biomasse [g | '1]

Figure 120 : Suivi de la masse volumique en ligne et de la ventilation en fonction de la

concentration en biomasse lissée interpolée (culture Ill, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Pour les concentrations inférieures ou de l'ordre de quelques [g I'l], la valeur de la masse volumique
en ligne reste constante, proche de celle du milieu minimum. Pour les faibles concentrations en
biomasse, des sursauts sur les valeurs de masse volumique. Méme si les valeurs restent proches de
la masse volumique du milieu minimum, le changement de ventilation explique les sursauts observés,
et semble ajouter un bruit supplémentaire sur les mesures moyennes in situ a partir d'une
concentration légérement inférieure & 1 g™, Ceci s’explique par un entrainement croissant d'une
phase gaz (méme minime) dans la boucle de dérivation avec un accroissement soit de I'agitation, soit
de I'aération.

A partir d'une concentration de 4 g I", les deux cultures montrent un premier décrochement ou la
tendance des valeurs mesurées semble commencer a diminuer, malgré un bruit important sur les
mesures en ligne. Cette zone est clairement identifiable entre 4 et environ 20 g I'* pour les deux
cultures. Une quantification du bruit pour chaque mesure a été effectuée par une estimation du
coefficient de variation en chaque point pour toute la plage de concentrations en biomasse considérée
pour les cultures Il et VI. Cependant, on n'observe pas d'évolution car sur I'ensemble des mesurées
répétées, le coefficient de variation estimé ne dépasse pas 0.5 %. Le bruit observé graphiquement est
donc a considérer pour de larges gammes de concentrations, au-dela de la répétition ponctuelle de la
mesure.

Enfin, une troisieme zone peut étre identifiée ou I'on observe une rapide diminution de la masse
volumique. Dans le cas de la culture Ill d’E. coli, la transition d’une évolution lente a rapide de la
masse volumique en ligne en fonction de la concentration en biomasse est représentée par une
rupture pour une concentration de 25 g I'*. Pour la culture VI d'Y. lipolytica, la rupture apparait de
maniére moins tranchée pour une concentration de 33 g I'*. Pour les deux cultures, les changements
de ventilation ne semblent pas impacter cette diminution soudaine et rapide en fonction de la
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biomasse. Il est néanmoins normal que la ventilation suive la diminution de la masse volumique en
ligne car les conditions d’agitation et d'aération du bioréacteur doivent répondre a la demande
croissante en transfert de dioxygeéne par les microorganismes. On peut tout de méme noter que le
début de la troisieme zone commence systématiquement, pour les deux cultures, lors d’'une ventilation
supérieure & 0.6 | I min™.

Afin de définir si le seuil est lié a une concentration en biomasse ou a un niveau de ventilation, il
faudrait refaire chacune des expérimentations en appliquant, avant les concentrations seuils
identifiées, une ventilation supérieure & 0.6 | I min™. Si la ventilation est le paramétre expliquant la
chute de masse volumique, la réponse sur la mesure en ligne de masse volumique sera immédiate.
Dans le cas contraire, la chute se produira lorsque la concentration seuil dans le bioréacteur sera
atteinte. Cependant, si le seuil en concentration devient alors plus faible, 'augmentation de la phase
gazeuse dans le modt sera donc a considérer en fonction du couple concentration en biomasse et
niveau de ventilation du bioréacteur. Cette derniére hypothése semble la plus probable.
L'entrainement d’'une phase gazeuse peut également s’effectuer en lien avec les conditions d’'agitation
dans le bioréacteur. La masse volumique en ligne et I'agitation appliquée sont présentées, en fonction
de la concentration en biomasse, en Figure 121.
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Figure 121 : Masse volumique en ligne et vitesse d'agitation du bioréacteur en fonction de la

concentration en biomasse (culture 1ll,  E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

A nouveau, les trois seuils de concentration peuvent étre discutés en fonction des conditions
d'agitation appliquées. Les sursauts observés, en plus de I'impact de la ventilation, sont également en
partie expliqués par les différents changements de vitesse d'agitation dans le bioréacteur, perturbant

la mesure effectuée par un ajout de bruit visible graphiquement mais difficilement quantifiable.
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Afin d’étendre le comparatif aux autres cultures, les différences de masse volumique, par rapport a
une masse volumique de référence (mesurée avant inoculation), pour les cultures I, I, 1V, V et VI,
sont représentées sur la Figure 122. On observe des comportements non attendus pour cette variable

pour certaines expérimentations.
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Figure 122 : Variation de la masse volumique en ligne en fonction de la concentration en

biomasse (culture I, lll, E. coli - culture IV, V, VI, Y. lipolytica )

La Figure 122 permet de révéler deux tendances dépendantes du microorganisme considéré.

Pour E. coli (culture | et lll), les deux cultures tendent & étre complémentaires I'une de l'autre. Pour les
faibles concentrations en biomasse, la culture Il traduit une allure avec une faible évolution a partir de
4 g™, etjusqu'a une valeur seuil de concentration de 25 g I ou celle-ci évolue rapidement, tendant &
rejoindre le début de la culture I. L'évolution de la culture | indiquerait un nouveau seuil de
concentration ou la masse volumique en ligne évolue peu, sur une plage de concentration estimée
comprise entre 55 et 100 g I'*. A partir de 100 g I'*, I'incorporation de la phase gazeuse augmente a
nouveau rapidement en fonction de la concentration en biomasse par rapport a la masse volumique
de référence (modt avant inoculation).

Concernant les cultures d'Y. lipolytica (culture IV, V et VI), les évolutions de chaque culture
apparaissent distinctes. La culture VI présente deux seuils pour 4 et 33 g I'*. A partir de cette derniére
concentration, l'incorporation de la phase gazeuse s’accroit rapidement avec l'augmentation de la
concentration en biomasse. Cependant, pour les cultures IV et V, les allures et seuils de concentration
semblent totalement différents de la culture VI. Pour les cultures IV et V, on observe une
augmentation, puis une diminution de l'incorporation d’'une phase gaz dans le modt. La culture IV
présente une augmentation de la proportion d’une phase gazeuse jusqu’a une concentration estimée
de 80 g I*, avant que celle-ci diminue jusqu’a la fin de I'expérimentation. La culture V montre une
augmentation graduelle de lincorporation d'une phase gazeuse avec une augmentation dés
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linoculum & une concentration en biomasse de 10gI" et jusqu'a un premier seuil a 20 g™
L'incorporation de la phase gazeuse s’accroit jusqu’a une concentration en biomasse de 29 g I,
avant de décroitre jusqu’a 50 g I'*. A partir de cette concentration, la proportion de la phase gazeuse

reste constante jusqu’a la fin de I'expérimentation vers 92 g I

La proportion croissante de microorganismes génere une phase gaz de plus en plus importante, mais
elle peut également étre a I'origine de 'aspiration de petites bulles au niveau du point d’entrée dans la
boucle de dérivation (piquage excentré en pied de cuve). La présence des microorganismes en
concentration de plus en plus élevée (augmentation de la viscosité apparente) ainsi que l'activité
microbienne permettent de stabiliser les bulles présentes avant leur aspiration dans la boucle de
dérivation. L'évolution distincte de la masse volumique des cultures d'Y. lipolytica montre clairement
que la présence physique des cellules ne permet pas d’expliquer I'incorporation de la phase gaz dans
le modt. Dans le cas des reprises de cultures (culture I, IV, V), I'historique des cellules semble avoir un
impact non négligeable.

En effet, les cultures Il et VI prises en référence dans le cadre de ces travaux montrent des
tendances proches. La culture | d’E. coli était initialement une culture avec un objectif de production
de biomasse catalytique, s'apparentant a la conduite de la culture lll. Il apparait logique que ces deux
cultures soient complémentaires.

Or, la production de biomasse catalytique de la culture VI d'Y. lipolytica apparait nettement différentes
des deux autres cultures de Y. lipolytica. Initialement, les cultures utilisées comme précultures des
cultures IV et V ont eu des conduites de culture plus éloignées que les conditions qui ont été appliqué
lors de la culture VI. En effet, la préculture IV a eu initialement une alimentation avec un apport de
deux substrats (glucose et acide oléique). La culture IV s’est poursuivie sur 'outil expérimental avec
un apport carboné en glucose, mais avec une limitation en transfert de dioxygene qui a été appliquée
pratiquement dés la reprise de la culture. La préculture V a été conduite avec une limitation
nutritionnelle jusqu’a I'obtention d’une carence. La culture V a été obtenue en relancant la culture suite
a une dilution dans un milieu minimum adéquat a la croissance, avant d’appliquer une conduite de
culture adaptée, méme si des probléemes de régulation en température et pH ont été rencontrés.
Malgré la reprise de la culture, les générations de cellules issues de la croissance dans l'outil
expérimental semblent avoir conservées des propriétés de surfaces différentes entre les différentes
cultures, alors que la souche initiale provient du méme stock. Ceci explique I'allure des différentes
dynamiques de masse volumique en fonction de la concentration en biomasse.

Il parait envisageable que les propriétés physico-chimiques de la membrane jouent un réle sur
l'incorporation d'une phase gazeuse dans le moQt en fonction de 'augmentation de la concentration
en biomasse. De plus, la proportion de la phase gazeuse semble suivre des dynamiques
indépendantes pour chaque culture en fonction de la concentration en biomasse, ce qui laisse penser
que les propriétés physiques des membranes ont évolué avec les conditions de cultures appliquées.
La concentration seule en biomasse ne permet pas de répondre a l'incorporation de la phase gaz
dans le milieu de culture.

Les différences de dynamique observées entre les cultures d’E. coli et Y. lipolytica peuvent avoir

plusieurs explications. Ces deux microorganismes ont des tailles et des formes tres distinctes. Nous
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reviendrons sur cet aspect dans le Chapitre V. Si nous regardons les variables issues du bioréacteur,
nous remarquons que les cultures | et Ill d’E. coli, V et VI d'Y. lipolytica n'ont pas été limitées en
transfert de dioxygene, alors que la culture IV d'Y. lipolytica est limitée trés rapidement aprés
inoculation. Cette différence pourrait expliquer pourquoi I'amplitude de la dynamique observée pour la
culture IV reste moins importante que pour les autres cultures représentées sur la Figure 122.
L'augmentation de la concentration en biomasse favorise l'incorporation d’'une phase gazeuse dans le
modt, alors que cela n'est pas le cas si la culture est limitée en transfert de dioxygéne. L’activité
métabolique des cellules, en lien avec l'utilisation du dioxygéne, expliquerait cette différence. Enfin, la
composition chimique de la phase liquide est également un paramétre a prendre en considération car
la coalescence des bulles dans cette phase est directement impactée par sa composition chimique.
En cas de différences importantes de concentration en sels dans le surnageant, les propriétés de
coalescence du milieu sont impactées, influant sur la quantité de bulles de petites tailles. Cet aspect

sera discuté dans le Chapitre V.
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B. Conductimétrie en ligne

La conductivité électrique constitue une propriété physique, en lien avec la concentration en espéces

chargées (sels), pouvant étre corrélée a l'activité microbiologique, mais également au caractére

multiphasique du modt.

1. Suivi de I'inoculation

L'évolution de la conductivité électrique peut étre étudiée dées les faibles concentrations en biomasse.
Ainsi, il est possible de suivre son évolution au cours de linoculation du bioréacteur de [I'outil
expérimental. La Figure 123 présente le suivi de la conductivité électrique en ligne pour les cultures |,
Il E. coli, V et VI d'Y. lipolytica.

o Culture | - X~47g/l = Culture Il - X~0.2g/l 4 Culture V - X~11g/l  a Culture VI - X~0.2g/

I E. coli \% Y. lipolytica

|

.1]

r mn E. coli LoCoPREL \ Y. lipolytica LoCoPREL
N /I/I Il Il

T
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

(

=
»
T

Conductivité électrigue [mS cm

=
w
T

LN ADAAAAANNAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A A A A A A A A A A

=
o
T

Age [h]

Figure 123 : Evolution de la conductivité électrique en ligne lors de l'inoculation en fonction du
temps (culture I, lll, E. coli - culture V, VI, Y. lipolytica )

On peut observer différentes évolutions. Dans le cas d’'une inoculation du bioréacteur aboutissant a
une concentration en biomasse faible (cas des cultures Il et VI), on observe que la conductivité
électriqgue n’évolue pas. Dans le cas de la culture Ill, la Iégére augmentation observée avant
l'inoculation (t = 0 h) est lié a la mise en marche de la régulation pH. Dans le cas d’'une inoculation du
bioréacteur aboutissant a une concentration en biomasse élevée (cas des cultures | et V), on observe
une diminution de la valeur mesurée in situ. Cette diminution indique que la préculture contenait moins
d’espéces chargées dans sa phase liquide. Une autre possibilité, rejoignant I'idée du paragraphe
précédent, serait 'impact de la masse volumique. L'augmentation de la phase gazeuse dans le milieu
impliguerait une diminution de la mesure de la conductivité électrique du milieu. En effet, la présence
de bulles dans le milieu joue un réle d'isolant électrique, faisant ainsi diminuer la valeur mesurée de la

conductivité électrique du milieu de culture. La représentation de la différence de conductivité
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électrique par rapport a une conductivité électrique de référence (mesure effectuée avant inoculation)
est représentée pour les cultures |, Ill d’E. coli, V et VI d'Y. lipolytica en Figure 124. Cette
représentation permet une comparaison directe de la conductivité électrique initiale. Pour faciliter le

comparatif, les cultures sont rassemblées deux a deux (I et V d’'un c6té, Il et VI de I'autre).
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Figure 124 : Différence de conductivité électrique au cours de l'inoculation (culture I, 111, E. coli

- culture V, VI, Y. lipolytica )

Dans les deux cas considérés (culture | et V), les inoculations avec de hautes concentrations en
cellules font augmenter la valeur moyenne de la différence de conductivité : la valeur absolue diminue
par rapport a cette différence (remarque identique a la Figure 123). Pour les inoculations a faible
concentration en cellules, la perturbation est beaucoup plus faible. Dans le cas de la culture Ill d’E.
coli, la référence de conductivité électrique a été effectuée avant la mise a pH du milieu par la
régulation du bioréacteur, indiquant une différence négative. Cependant, on observe, aprés
inoculation, une augmentation de cette différence, indiquant une légére dilution des espéces chargées
présentes, liée a I'ajout de I'inoculum dans le bioréacteur. Cet effet de dilution est également
remarqué pour la culture VI d'Y. lipolytica.

Durant linoculation, la conductivité évolue en fonction de la concentration en biomasse dans
linoculum. Si la concentration en biomasse est faible, les cellules auront peu consommeé les sels a
leur disposition, ce qui impliquera une légére dilution du milieu final dans I'outil expérimental en termes
de concentration en especes chargées. Si la concentration en biomasse est importante dans
l'inoculum, la masse volumique finale du modt sera perturbée par I'incorporation d'une phase gaz,
impliguant une diminution des mesures de conductivité électrique due a la présence de bulles jouant

le r6le d'isolant électrique.
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2. Evolution en phase de croissance

L'évolution de la conductivité électrique sur I'ensemble d'une culture permet de suivre, entre autres, la
consommation des espéces ioniques présentes dans la phase liquide du milieu de culture,
correspondant a la vitesse de consommation des sels. Cependant, la masse volumique du modt peut
modifier les mesures de conductivité électrique in situ car la présence de bulles joue alors un réle
d’isolant. La Figure 125 représente la conductivité électrique et la ventilation du mo(t en fonction de la

concentration en biomasse.

25 ~ m Conductivité I A Conductivité VI o VVM Il oVWMVI - 1.2
| o o T
I Y 11
— = L] E. coli LoCoPREL @ ]
E 20 [ 0.1 1 10 100 1 ‘_".—
; : !|/\:.Il;:'olytlcaI LUCUPIPEL m E 08 ,_,é
.E. \DH—% 100 ] ' k)
o 1 3
=] r g
g | ~
£15 106 3
@ L ) =
@ ) c
L r 1 o
s 104 E
S | 1=
3 ] S
g0 - Y ... ]
L e o J
7 s 102
© S ,
ﬁ S ?
5 Lo T L Lo O
0.1 1 10 100

Biomasse [g| ]

Figure 125 : Evolution de la conductivité électrique et de la ventilation en fonction de la

concentration en biomasse (cultures lll,  E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Pour les deux cultures, on observe une diminution de la conductivité électrique du modt qui s’effectue
dés les tres faibles concentrations en biomasse (inférieur a 1 g I'l). Dans les deux cultures, on observe
une cassure de la continuité des valeurs enregistrées (culture 11l : 4.1 g I"; culture VI : 2.7 g I'l). Cette
discontinuité est induite par le passage de l'alimentation du substrat dilué au substrat concentré.
Avant le passage du substrat concentré, le volume d’eau apporté est important, provoquant un début
de dilution des sels présents, faisant diminuer la conductivité électrique. A ce stade, le débit
d’alimentation en sels peut étre considéré comme inexistant. Aprés le passage a une alimentation
avec un substrat concentré, la dilution des espéces chargées présentes dans le mod{t est moindre, et
l'alimentation en sels est progressivement augmentée, sans pour autant compenser la diminution de
la conductivité électrique. Ceci indique que le flux d’apports salins reste insuffisant par rapport a la
consommation des microorganismes. Le milieu s’appauvrit alors en nutriments chargés. On observe,
sur la Figure 125, que les changements de la ventilation du bioréacteur ne perturbent pas la mesure

de la conductivité électrique dans la boucle de dérivation.
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Afin de pouvoir effectuer une comparaison entre les cultures en s’affranchissant de la phase gazeuse,
la conductivité électrique est représentée sous la forme d’'une différence de conductivité électrique

équivalente définie par 'Equation 134 :

mesuré

* [ pmesuré J
Po

Equation 134 : Différence de conductivité électrique équivalente & une suspension solide-

0O, -0
Ao = —0 ' mesuré

liquide

Dans I'Equation 134, g, et p, représentent respectivement la conductivité électrique et la masse
volumique du milieu de culture avant inoculation, Omesure €t Pmesure FEPrésentent les mesures en ligne
au cours du temps de la conductivité électrique et de la masse volumique. La différence de
conductivité électrique équivalente a une suspension solide-liquide, pour I'ensemble des cultures
présentées dans ce travail, est présentée en Figure 126, en fonction de la concentration en biomasse

avec une échelle linéaire.
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Figure 126 : Différence de conductivité électrique équivalente a une suspension solide-liquide
en fonction de la concentration en biomasse (culture 1, 11, lIl, E. coli - culture IV, V, VI, Y.
lipolytica )

Pour les deux cultures de référence (culture Il et VI), 'augmentation de la différence de conductivité
équivalente indiqgue un appauvrissement du modt en espéeces chargées du milieu. On note des
tendances proches entre les deux microorganismes utilisés dans le cas des cultures totalement
maitrisées (culture II, Il et VI). Il est possible d'observer des ruptures de pente pour les seuils

préalablement identifiés.
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Concernant les précultures a haute concentration cellulaire, la culture | d’E. coli, comme les trois
cultures parfaitement maitrisées, montre, sur I'ensemble de la gamme de concentrations, un
appauvrissement en especes chargées. Or, pour les reprises de culture avec Y. lipolytica (culture 1V et
V), la tendance n’est pas aussi claire.

Dans le cas de la culture 1V, le milieu s’enrichit en espéces chargées jusqu'a une concentration de
80 g I', avant que la différence de conductivité électrique commence & augmenter jusqu’a une valeur
de concentration de 86.5 g I'* (age de la culture IV : 11.5 h). A ce moment, la culture est limitée par le
transfert de dioxygéne. On observe une diminution de la différence de conductivité équivalente, ne
pouvant pas étre attribuée a un impact de la phase gazeuse au vu de la correction des mesures. Des
espéces chargées s’accumulent donc dans le milieu de culture. Le flux de sels apporté étant constant
sur cette période, I'alimentation saline est donc trop importante par rapport aux besoins nutritionnels
réels de la levure.

Concernant la culture V, la diminution des différences de conductivité électrique équivalente pour les
faibles et fortes concentrations en biomasse traduit les perturbations de la culture liées a la mauvaise
régulation pH et température du bioréacteur. Globalement, la proportion de sels semble moins
importante dans le modt sur I'ensemble de la culture, rejoignant la tendance de la culture VI d'Y.
lipolytica en conditions maitrisées.

La mesure de la conductivité électrique (via une cellule a passage intégral) est également affectée par
la présence d’'une phase gaz. La masse volumique du modt, comme indicateur de la fraction gaz
entrainée, est a prendre en considération. La masse volumique en ligne, pour ces mémes
expérimentations, diminue également avec l'augmentation de la concentration en biomasse.
L'augmentation de la fraction volumique du gaz dans le mout peut alors masquer une accumulation
possible d’espéces chargées, voire conduire a une allure inverse de ce qu'il se passe dans la phase
liquide seule. La correction des mesures de conductivité par une mesure de différence de conductivité
électrique équivalente permet de s’affranchir de la fraction gaz afin de suivre une conductivité
électrique théorique a une suspension solide-liquide dépourvue de sa phase gazeuse. Des éléments
de validation de ce correctif sont présentés dans le Chapitre V lors des mesures de suivi de pression

osmotique et de force ionique sur les surnageants des cultures de référence (Il et VI).

C. Pertes de charge linéiques

Afin d’étudier I'impact de la concentration en biocatalyseur sur le comportement rhéologique du milieu,
des mesures de perte de charge en ligne sont effectuées. Ces grandeurs sont systématiquement
normées par le débit volumique afin de s’affranchir d’'une dérive éventuelle du débit massique et de la
masse volumique durant la culture. Ainsi, sous condition d'un régime laminaire d'écoulement,
I'évolution de la perte de charge en fonction du débit suit une relation linéaire proportionnelle a la
viscosité dynamique du milieu (cf. Chapitre | Equation 30 : Loi de Poiseuille).

Comme mentionné dans le Chapitre Il, les pertes de charge sont mesurées sur deux conduites
cylindriques, D1 et D2 (longueur : 2 m) respectivement de 12 et 6 mm de diametres intérieurs. La

conduite D1 permet de balayer les faibles vitesses linéiques, et par conséquent les faibles vitesses de
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cisaillement. La seconde conduite, D2, permet de couvrir des vitesses linéiques plus élevées et par

conséquent des taux de cisaillement plus élevées.

1. Suivi de I'inoculation

Le suivi des pertes de charge normées est représenté ci-dessous en fonction du temps et pour
différentes concentrations obtenues au départ des cultures effectuées au sein de I'outil expérimental.
Afin de pouvoir répondre a un impact de la biomasse sur les mesures de perte de charge normée, les

mesures sont suivies et comparées en fonction de I'évolution des signaux pré et post inoculation (t =.
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Figure 127 : Pertes de charge normées en fonction du temps pour la conduite D1 (culture II, 1II,
E. coli - culture V, VI, Y. lipolytica )
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Figure 128 : Pertes de charge normées en fonction du temps pour la conduite D2 (culture 1, II,

I, E. coli - culture V, VI, Y. lipolytica )

Pour les deux conduites, on observe un impact important d’'une inoculation a forte concentration en
cellules sur la culture V, confirmé avec la culture | sur la conduite D2. Dans le cas de la conduite D2,
on observe une diminution des pertes de charge normées Ap,/Q, pour les cultures | et V. Or, sur la
conduite D1, la culture V montre une augmentation de Ap,/Q,. L'impact des fortes concentrations est
observé pour les valeurs de pertes de charge normées, mais il est difficile, avec ce seul suivi,
d’interpréter l'allure des évolutions. Pour le cas des inoculations avec de faibles concentrations en
cellule, nous n'observons pas d'évolution significative. La diminution de la perte de charge normée
pour la culture 1l sur les deux conduites pour t = 0.7 h est liée a un ajout de thiamine (oubliée lors de
la préparation du bioréacteur). On note que cet ajout nutritionnel a un impact sur les propriétés

physiques enregistrées dés que I'activité biologique est relancée.

2. Evolution en phase de croissance

Les mesures de perte de charge sont analysées en observant I'impact de la ventilation du bioréacteur.
Les mesures de masse volumique en ligne étant Iégérement impactées, il est possible que les pertes
de charge normées soient également perturbées. Pour s’en assurer, les pertes de charge normées,
pour les conduites D1 et D2, et la ventilation du bioréacteur sont représentées en fonction de la
concentration en biomasse, respectivement sur la Figure 129 pour la conduite D1, et sur la Figure 130

pour la conduite D2.
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Figure 129 : Pertes de charge normées pour la conduite D1 et ventilation du bioréacteur en
fonction de la concentration en biomasse (culture Ill, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )
35 - = Dp2/Q Il A Dp2/Qu VI > VWM Il OWMVI - 192
L ©o o 1
. mn E. coli LoCoPREL :

e e “© 11
é 30 : \i Y. lipolytica LoCoPREL E -
> = 0.1 10 100 = IC
g | 108 E
> ] -
S ] 2
n F ] 2
(] T -_
€25 ¢ 106 5
5] F ] =
c c
s 1 S
o | ] =
f__z | ] 0.4 %
820 | I
%]
g I |
s 402
8 |
15 L1l Loyl Lo ] O
0.1 1 10 100
Biomasse [g| ]
Figure 130 : Pertes de charge normées pour la conduite D2 et ventilation du bioréacteur en
fonction de la concentration en biomasse (culture Ill, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Pour chacune des conduites, on observe que les valeurs de pertes de charge normées semblent
indépendantes des consignes de ventilation appliquées au bioréacteur de I'outil expérimental. Pour la
conduite D1, on remarque un seuil franc de concentration a 25 g I sur la culture 11l d’E. coli avant que
la perte de charge soit réellement impactée. Concernant la culture VI d'Y. lipolytica, un seuil est aussi

observé, mais moins clairement. Cependant, il est identifi€ pour une concentration en biomasse de
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33 g ™. A propos de la conduite D2, des seuils de concentration peuvent également étre identifiés a

199 I pour la culture Il d’E. coli, et 20 g I pour la culture VI d'Y. lipolytica.

La comparaison des cultures s’effectue par la représentation des valeurs de pertes de charge
normées en fonction de la concentration en biomasse pour chacune des conduites utilisées. Une
échelle logarithmique permet de suivre finement les faibles concentrations en biomasse (concentration
inférieure & 10 g ™), alors qu'une échelle linéaire permettra de suivre les évolutions a hautes
concentrations en cellules (concentration supérieure & 10 g I'").

La Figure 131 représente le suivi des pertes de charge normées sur la conduite D1 en fonction de la
concentration en biomasse, pour I'ensemble des cultures étudiées (a I'exception de la culture | ou le
capteur de pression différentielle n’était pas encore mis en place). La Figure 132 représente les
mémes données que la Figure 131 mais avec l'utilisation d’'une échelle linéaire de la concentration en

biomasse.
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Figure 131 : Pertes de charge normées de la conduite D1 en fonction de la concentration en

biomasse, échelle logarithmique (culture II, 111, E. coli - culture IV, V, VI, Y. lipolytica )

Sur la Figure 131, on observe clairement que les pertes de charge normées de la conduite D1
n'évoluent pas avec la concentration en biomasse pour les faibles concentrations. L'évolution est
significative & partir d’environ 10 g I'*. Cependant, il semble que des seuils d'évolution de la perte de
charge normée pour la conduite D1 different pour chaque culture, qu’elles soient ou non des cultures

du méme microorganisme.
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Figure 132 : Pertes de charge normées de la conduite D1 en fonction de la concentration en

biomasse, échelle linéaire (culture Il, Ill,  E. coli - culture IV, V, VI, Y. lipolytica )

Le suivi de I'évolution est plus lisible sur une échelle linéaire pour des concentrations supérieures a
10g I*. On observe gue I'évolution des pertes de charge normée est distincte pour chaque culture.
Les cultures Il et VI ont toutes les deux un seuil identifié, par rapport aux faibles concentrations, ou la
perte de charge normée est impactée par la concentration en biomasse. La culture Il n'a pas atteint
une concentration en biomasse suffisamment élevée pour voir, et confirmer, le seuil identifié sur la
culture 111,

Concernant les cultures d'Y. lipolytica, I'évolution de la perte de charge semble démarrer
systématiquement autour de 1 Pa s m*. Cependant, le début de I'augmentation des valeurs de pertes
de charge normées démarre a 10 g It pour la culture V, 33 g I pour la culture VI et 80 g I pour la
culture 1IV. Cette variabilité des seuils s’expligue probablement par la multitude de conditions
environnementales appliquées a la levure. Méme si toutes les cultures avaient pour objectif une
reprise de la croissance pour une production de biomasse, on remarque que I'historique des cellules a
une importance non négligeable sur les propriétés macroscopiques du moQt. Cependant, méme si
certaines concentrations en biomasse sont estimées (cas des cultures | et IV), les seuils de
concentration restent néanmoins trés disparates malgré la prise en compte des biais possibles sur la
concentration en biomasse. La présence physique des cellules dans le moQt n'explique pas la
disparité des seuils, ni les dynamiques observées.

Le suivi des pertes de charge normées, pour la conduite D2, est représenté sur la Figure 133 (échelle
logarithmique de concentration en biomasse). La Figure 134 représente les mémes données que la

Figure 133 mais sur une échelle linéaire.
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Figure 133 : Pertes de charge normées de la conduite D2 en fonction de la concentration en

biomasse, échelle logarithmique (toutes les cultures)

A nouveau, comme pour la conduite D1, I'évolution des pertes de charge normées pour la conduite
D2 reste centrée autour de 26 Pas m™ jusgu’a une concentration de I'ordre de 7 g ™ A partir de cette
concentration, il est possible d'observer différents comportements en fonction de la culture de

microorganisme, plus visibles sur la Figure 134.
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Figure 134 : Pertes de charge normées de la conduite D2 en fonction de la concentration en

biomasse, échelle linéaire (toutes les cultures)
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La Figure 134 rassemble I'ensemble des suivis de perte de charge normée en fonction de la
concentration en biomasse (en échelle linéaire) pour six cultures indépendantes (3 cultures avec E.
coli, 3 cultures avec Y. lipolytica). Il est possible de distinguer deux comportements selon le

microorganisme mis en culture.

Les cultures Il et Ill d’E. coli montrent une évolution similaire et constante centrée autour de
26 Pa's m™ pour les faibles concentrations en biomasse, jusqu’a une concentration de 18 g I". A partir
de ce seuil, les pertes de charge normées chutent jusqu’a une valeur minimale de 19 Pas m™ pour
une concentration de 33.5 g I'*. On observe ensuite un début d’augmentation des valeurs de pertes de
charge normées. Parallelement, les valeurs de la culture |, balayant une gamme de concentration plus
élevée (méme si la concentration en biomasse a été estimée), suggerent une prolongation de la
dynamique observée pour la culture lll. La diminution de la perte de charge normée serait alors un
phénomeéne transitoire sur une gamme de concentration en biomasse de 18 & 45 g ™. Au-dela de
cette concentration, la perte de charge normée semble rester constante autour de 26 Pa s m™ jusqu’a
60 g I, avant d’augmenter proportionnellement en fonction de la concentration en biomasse jusqu’a
une concentration de I'ordre de 100 g I". Au dessus de cette concentration estimée, I'accroissement
semble augmenter jusqu'a la concentration maximale de 110 g It correspondant a la concentration
finale de la culture I.

L'évolution des pertes de charge normées est également liée a la proportion de la phase gaz du modt,
elle-méme intégrée dans la perte de charge normée par le débit volumique. Néanmoins,
'augmentation de la proportion de bulles au cours de la culture, suivie par la mesure de la masse
volumique en ligne, nous informe que l'activité cellulaire entre en jeu dans l'incorporation d’'une phase
gaz dans le moQt. La ventilation et I'agitation n’'ayant pas pu étre écartées des causes possibles
d’incorporation de la phase gaz (cf. II.A Densimétrie en ligne), il est nécessaire de les prendre en
compte, tout comme lactivité cellulaire, symbolisée par la consommation de dioxygéne et la
production de dioxyde de carbone. Ces parameétres, liés au transfert de dioxygéne dans le
bioréacteur, sont en lien étroit avec, d’'une part I'interaction possible de la membrane cellulaire de la
biomasse et, d’autre part, I'environnement multiphasique du moQt en circulation dans la boucle de
dérivation. Ainsi, les trois phases du modt ont chacune un r6le important dans les pertes d'énergie par

frottement visqueux pouvant étre mesurées par une perte de charge.

Les cultures d'Y. lipolytica sont plus délicates a interpréter car elles semblent obéir a des dynamiques
indépendantes. La culture VI de référence suit une fonction monotone croissante en fonction de la
concentration a partir de 7 g It pour une perte de charge normée de 26 Pas m* jusqu'a 30 Pa s m*
pour la concentration finale de culture de 59 g I". La culture V, balayant une gamme de concentration
de 10 a 100 g I, montre également une tendance a 'augmentation & partir de la méme valeur de
départ de perte de charge normée. La dynamique parait osciller autour de la tendance de la culture
VI, ce qui semble cohérent et pourrait s’expliquer par les mauvaises conditions de régulation de la
température et du pH du milieu. En revanche, la culture IV semble en marge des tendances des
cultures V et VI. Le seull initial de perte de charge normée sur D2 est plus élevé (23 %) pour la culture

IV avec une perte de charge normée initiale a 32 Pa s m* par rapport a la culture VI. Une premiére
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phase d’augmentation, proportionnelle a la concentration en biomasse de 74 & 84 g I'*, apparait au
début de la culture IV. Puis un accroissement trés rapide survient, faisant augmenter la perte de
charge normée sur D2 de 37 & 60 Pa's m™ pour des concentrations estimées comprises entre 84 et
105 g I'. Cette différence d’évolution, malgré des tailles de cellule proches (voir Chapitre V), semble a
nouveau liée a I'historique des cellules. En effet, la culture 1V est la seule culture a avoir été alimentée
avec une source carbonée lipidique (acide oléique) avant I'inoculation dans le bioréacteur de I'outil
expérimental. De plus, c’'est également la seule culture a avoir subi, pendant 65 % de son temps de
culture, une limitation en transfert de dioxygéne pendant sa croissance. Les propriétés physiques de
la population de cellules de la culture IV semblent avoir acquis un caractére différent par rapport a des

cellules obtenues en conditions totalement maitrisées comme cela a été le cas pour la culture VI.

Cette disparité des dynamiques observé sur les pertes de charges normées sur D1 et D2 montre une
richesse d’information difficile a analyser. Cependant, une des hypothéses pouvant expliquer cette
multitude de comportements est liée a I'activité cellulaire. Si celle-ci est impliquée dans les interactions
qgue les cellules ont avec les gaz environnants, en lien avec la consommation de dioxygéne ou la
production de dioxyde de carbone, leurs membranes doit alors étre vue comme une partie de la
cellule particulierement impliquée dans les phénomenes de perte d’énergie par frottement visqueux
causée par la mise en écoulement du modt. Ainsi, l'interaction de la membrane avec la phase
gazeuse permettrait d'expliquer son impact sur les faibles valeurs de masse volumique en ligne
mesurées pour des concentrations relativement élevées de biomasse (culture I, p = 793 kg m™ pour
X*=55¢g " - culture V, p = 765 kg m™ pour X =29 g I').

Une autre hypothése considérerait une modification dynamique des propriétés rhéologiques du modt
au cours des différentes cultures. Chaque culture tendrait a avoir sa propre évolution rhéologique,
mais en suivant des tendances communes. Dans le cas de la culture V d'Y. lipolytica, pour une
concentration de 30 g I, la perte de charge normée pour D1 semble maximale, alors que celle sur D2
croit progressivement (avec I'apparition d’un Iéger seuil). Sachant que la vitesse de cisaillement sur la
conduite D1 est plus faible que sur la conduite D2, il semble que I'augmentation de la viscosité du
mout in situ est plus importante pour les faibles vitesses de cisaillement de D1 par rapport aux
vitesses de cisaillement plus élevées appliquées avec D2. La proportion importante de la phase
gazeuse a l'air d’expliquer cette différence entre les deux conduites, chacune d’entre elles faisant
circuler un moGt homogeéne.

Une tendance équivalente est également observée avec une culture d’E. coli. Lors de la culture 1ll, on
observe, sur la conduite D1, une augmentation de la perte de charge normée a partir d'une
concentration de 25 g I*. A linverse, sur la conduire D2, la perte de charge normée chute a partir
d'une concentration de 19 g It jusgu’'a une concentration de 33.5g I*. Ces tendances inversées
confirment la diminution de la viscosité in situ du moQt pour des cisaillements élevés, comme décrit
précédemment pour la culture V, en considérant que les vitesses de cisaillement appliquées par D1
sont inférieures aux vitesses de cisaillement appliquées par D2. A nouveau, au cours de I'observation
de ces tendances inversées de perte de charge normée entre les conduites, on remarque que la

fraction gaz s'accroit considérablement pour les mémes plages de concentration en biomasse,
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passant de 973 kgm™> a 25g 1™ 4875 kg m™> & 33 g ™. La contribution de la phase gazeuse, dans le
comportement rhéologique in situ observé pour le modt, au cours de I'analyse a débit constant des

mesures en ligne, semble se confirmer.
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D. Bilan des mesures a débit constant

L'analyse en ligne de la masse volumique, de la conductivité électrique, et des pertes de charge
normées pour les deux conduites a permis de révéler la présence de seuils de concentration en
fonction du paramétre suivi. Pour I'ensemble des cultures, il est alors possible de dresser un
récapitulatif des seuils identifiés ou les dynamiques observées montrent une rupture dans leur
évolution en fonction de la concentration en biomasse. Le Tableau 40 rassemble les différents seuils

observés pour les cultures d’E. coli.

Seuil

Culture

Ap1/Qy 5 Xp1
Ap,/Qy 5 Xp2
P X,

Api/Qy 5 Xp1
Ap,/Qy 5 Xp2
P Xy

1.15;25
26.06 ;19
973, 25

Ap1/Qy 5 Xp1
Ap,/Qy 5 Xp2
P X,

O
19.18;33.5
875,33

25.91 ;<48

Ap1/Qy 5 Xp1
Ap,/Qy 5 Xp2
P X,

25.80; 60
793 ;55

Ap1/Qy 5 Xp1
Ap,/Qy 5 Xp2
P Xy

29.52; 100
781 ;100

Tableau 40 : Seuils de concentration identifiés pour les cultures d'

Les trois cultures d’E. coli ont toutes eu pour objectif la production de biomasse, y compris au cours
des phases de préculture a haute concentration cellulaire (culture 1). Les seuils de concentrations et
l'allure des dynamiques observées laissent a penser a une allure unique pour des concentrations
allant de 0.1 a plus de 100 g I'*. La Figure 135 représente un schéma hypothétique d’une culture

observé - en grisé : aucune donnée)

parfaitement maitrisée avec E. coli en production de biomasse catalytique.
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Figure 135 : Hypothese de représentation schématique de la dynamique de la masse
volumique et de pertes de charge normées en ligne pour une production de biomasse chez E.

coli

La Figure 135 intégre 'ensemble des dynamiques observées pour les trois cultures d’E. coli mises en
ceuvre. Elle représente ainsi un comportement unique du suivi physique du modt dans le cas d’'une
culture bactérienne idéale d’E. coli.

Concernant les cultures levuriennes, le Tableau 41 présente les seuils pour les différentes cultures
d’Y. lipolytica.
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Seuil Culture [\ V VI
Ap,/Qy ; Xp1 1.35;<10 O
A ApL/Qy ; Xp2 26.86 ;7
p; X, 943 ;<12 994 ;4
ApL/Qy ; Xp1 1.89; 20 O
N Ap/Qy s Xp2 27.35: 21 0
p;Xp 902 ; 20 0
Api/Qy ; Xp1 2.70 ;<74 4.45; 30 1.36; 33
™ Ap,/Qy ; Xpy | 32.53;<74 | 28.78 ;38 O
p; X, 765 ;29 955 ;33
Apy/Qy 5 Xp1 2.75; 82 2.54 ;50 O
~ Ap2/Qy 5 Xp2 37.87 ;84 31.42;60 O
p; Xy 899 ; 80 878 ;50 896 ; 51
Apy/Qy 5 Xp1 6.67 ; 105 2.90;91
© | Ap./Q,; Xp, | 60.70;105 | 32.91;92
p; X, 984 ; 95 O

Tableau 41 : Seuils de concentration identifiés pour les cultures d' Y. lipolytica coli (O : aucun

seuil observé - en grisé : aucune donnée)

Comme pour les cultures d’E. coli, différents seuils ont pu étre identifiés sur les cultures d'Y. lipolytica.
Cependant, toutes les précultures n'ayant pas été conduites pour une obtention de biomasse
catalytique (cas des cultures IV et V), les seuils de concentration se recoupent difficilement entre les
cultures.

La Figure 136 représente un schéma hypothétique idéal d'une culture d'Y. lipolytica parfaitement

maitrisée dans un objectif de production de biomasse catalytique.
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Figure 136 : Hypothése de représentation schématique de la dynamique de la masse
volumique et de pertes de charge normées en ligne pour une production de biomasse chez Y.

lipolytica

La Figure 136 intégre I'ensemble des dynamiques observées pour les trois cultures d'Y. lipolytica
mises en ceuvre, en accordant une importance plus élevée a la culture V et VI. La figure ci-dessus
représente alors une allure hypothétique idéale des parametres physiques du mo(t dans le cas d’'une

culture levurienne d'Y. lipolytica.

Les pertes de charge résultent d’'une dissipation d’énergie par frottement et sont liées au régime
d’écoulement et au comportement rhéologique du milieu. Elles nous révélent un comportement du
moQt ou celui-ci semble a la fois étre impacté par I'activité biologique et par la concentration en
biomasse provoquant une modification de la viscosité du mo(t et du régime d’écoulement en
conduite. Plus largement, il semble que le comportement rhéologique se modifie et évolue en passant
progressivement d’'un comportement newtonien, proche de celui de I'eau, a un comportement non
newtonien, en lien avec la fraction gazeuse du modQt. L’emploi de deux conduites permettant de suivre
des pertes de charge normées informe sur le comportement global du moQt pour deux vitesses de

cisaillement distinctes.
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[Il. GRANDEURS PHYSIQUES EN LIGNE LORS DE SEQUENCES

Les chapitres Il et Il ont mis en lumiére I'originalité et la spécificité de notre démarche pour investiguer
les propriétés physiques en ligne des modts en étudiant une plage de débit permettant de couvrir une
large gamme de vitesse de cisaillement. Dans la mesure ou ces séquences de débit sont d’'une durée
limitée, I'information obtenue peut étre assimilée a une information ponctuelle et permettre d’accéder a
une caractérisation plus large. Cette démarche s’appuie d'une part, sur une analogie avec la
rhéométrie hors-ligne, et d’autre part, sur la caractérisation d’'une courbe d’écoulement au lieu d'une

mesure ponctuelle pour un cisaillement donné.

Notre démarche se heurte cependant a plusieurs difficultés d’'ordre expérimental et d’interprétation.
Nous ne disposons d’'aucun recul quant a la gestion des séquences de débits (allure des séquences,
durée des paliers, nombre de paliers, durée totale). En effet, I'originalité de I'outil expérimental repose
sur le fait qu’aucune référence bibliographique n’existe sur les paramétres de gestion de la boucle de
dérivation. La premiéere approche s’orientant sur une analyse bibliographique des vitesses spécifiques
de consommation de dioxygéne des souches mises en ceuvre imposerait que ces mémes vitesses de
consommation soient obtenues pour des conditions de pression identiques. Or, ce paramétre est
difficile a intégrer sur I'ensemble de I'outil expérimental. Celle-ci est constante dans le bioréacteur,
augmente brusquement en sortie de la pompe de la boucle de dérivation (surpression dans la boucle),
pour ensuite décroitre progressivement le long du circuit (vitesse de consommation et temps de
séjour) jusqu'au retour du modt dans le bioréacteur. L'impact de la pression hydrostatique sur le
métabolisme microbien est alors important, faisant différer les vitesses spécifiques pour lesquelles des
éléments de réponse de paramétrage des séquences auraient pu étre obtenus. Une approche plus
empirique a alors été effectuée de maniére a minimiser l'impact des séquences sur les réponses
physiques et physico-chimiques macroscopiques du modt. De plus, I'évaluation des moyennes et des
variances pour chaque parameétre physique doit étre conduite en tenant compte d'une part des
mesures faites a débit nominal, et d’autre part des variations de pression au sein de la boucle de

dérivation.

Le cheminement de ce travail conduira a décrire qualitativement différentes séquences testées, pour
différentes cultures, afin d’en déduire un protocole optimal. De plus, la comparaison de différents
profils de séquence permettra d’émettre certaines recommandations liées au couple stabilité/bruit sur
les mesures, aux temps caractéristiques employés dans le paramétrage des séquences, ou a l'ordre
des débits a appliquer (ascendant et/ou descendant). Enfin, I'analyse de I'évolution des mesures en
ligne au cours des cultures permettra de discuter la précision du suivi in situ, et la pertinence des

valeurs utilisées pour les calculs d’estimations de la viscosité en ligne.
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A. Scenarii de caractérisation ponctuelle in situ

1. Test d’optimisation

La mise en place des profils de débit a été imaginée a partir de profils effectués au cours de la culture
| d’E. coli (historiguement la premiére expérimentation réalisée). A ce stade de développement de
I'outil expérimental, seuls les profils pyramidaux sont gérés par un pilotage informatique. Les profils en
créneaux ont été effectués manuellement par une reprise ponctuelle du contréle du débit de
circulation de la pompe via le variateur de puissance.

La culture | a permis de tester, en version manuelle, les allures de séquences qui ont été par la suite
intégrées au logiciel LoCoPREL afin de laisser le choix des profils de débit aux futurs opérateurs. Ces
premiers tests ont été nécessaires pour définir la stratégie de programmation de séquences la plus
adaptée.

La culture | est conduite en mode discontinu alimenté (fed-batch). C’est une culture axénique en mode
oxydatif avec un pilotage des flux carbonés en I'absence de limitation en dioxygene. La boucle de
dérivation est un circuit exogene d'un point de vue biologique (non nécessaire a la culture).
Globalement, si la circulation dans la boucle de dérivation est rapide (temps de séjour de quelques
secondes), le comportement macroscopique de la culture sera proche d’'une culture en bioréacteur
classique. La présence de la boucle de dérivation implique un risque de limitation en dioxygéne, et
une possibilité de bascule métabolique due a un stress pouvant induire une production de métabolites
secondaires. Si le temps de séjour dans la boucle de dérivation devient important (par la diminution du
débit de circulation), le microorganisme peut subir un stress causé par le manque de substrat carboné
et/ou une limitation en dioxygene. Si ce stress est répété (par le nombre de séquences effectuées), la

culture peut, a terme, s’éloigner de son comportement initial observé en bioréacteur classique.

Les cultures I, IV et V ont été effectuées avec le logiciel développé sous LabView®, qui permet une
caractérisation in situ ponctuelle du moQt avec des séquences en paliers. Ce premier logiciel ne
permettait qu'un seul type de séquence de débit, a savoir une allure pyramidale. Les cultures Il, lll et
VI ont été gérées par le logiciel LoOCoPREL qui permet, entre autres, de pouvoir effectuer des

séquences de débit en créneaux gérées depuis le logiciel.

Au cours de la culture |, les séquences pyramidales sont effectuées avec une gestion par le logiciel
sous LabView® et des séquences en créneaux ont été effectuées manuellement afin de pouvoir
comparer les deux types de séquences sur une méme matrice. La Figure 137 présente la masse
volumique et la conductivité électrique en fonction du débit volumique dans la boucle de dérivation
pour une concentration de 66 g ™. La Figure 138 illustre les mémes variables pour une concentration
de 102gl". Pour ces deux figures, les résultats distinguent les phases de débit volumique
pyramidales descendantes et ascendantes.
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Figure 137 : Masse volumique et conductivité électrique en fonction du débit volumique, et
leurs écart-types associés, pour une séquence pyramidale descendante et ascendante (culture
l,Ecoli,t=5.6h,X=66gl™
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Figure 138 : Masse volumique et de la conductivité électrique en fonction du débit volumique,
et leurs écart-types associés, au cours d’'une séquence pyramidale descendante et ascendante
(culture |, E.coli,t=14.8h,X=102g!™

La comparaison de la Figure 137 et de la Figure 138 montre que la variabilité des mesures, pour une
concentration en biomasse de 66 g I* et 102 g I'1, est différente, suggérant que la concentration de la
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biomasse a un impact sur la variabilité des mesures. Cette différence permet de visualiser une
hystérésis entre les valeurs obtenues en paliers pyramidaux descendants et ascendants. De maniere
générale, la diminution du débit de circulation dans la boucle de dérivation tend a dilater les bulles
présentes dans la boucle de dérivation, faisant ainsi diminuer la valeur de la masse volumique
enregistrée. Nous reviendrons sur cet aspect dans la suite de ce document. Néanmoins, on remarque
que les valeurs enregistrées en palier pyramidal descendant sont systématiquement supérieures aux
valeurs enregistrées en palier pyramidal ascendant. Cette remarque a été confirmée pour I'ensemble
des cultures (culture I, IV et V). Ce systématisme indique que le mo(t a évolué par une augmentation
de gaz provoquant une diminution de masse volumique. Cette évolution est la conséquence de la
libération de gaz par la biomasse en métabolisme respiratoire.

L'observation de la conductivité électrique montre également un décalage entre les valeurs obtenues
en paliers pyramidaux descendants et ascendants. Les valeurs obtenues au cours des débits
descendants sont également systématiquement supérieures a celles obtenues en débits ascendants.
Cette observation permet de confirmer la possibilité d’augmentation de la phase gazeuse dans le
modt pouvant biaiser les valeurs mesurées comme cela semble étre le cas avec la mesure de la

conductivité électrique.

Dans ces conditions, afin de réaliser des mesures sur un milieu le plus proche possible du milieu
biologique présent dans le bioréacteur, seules les mesures effectuées a débit descendant au cours
des séquences seront conservées lors de I'analyse des résultats.

Lors de la diminution du débit de circulation au cours d’'une séquence, le temps de séjour du modQt
dans la boucle de dérivation augmente. Le risque d'un stress lié a une limitation nutritionnelle (en
carbone ou en dioxygéene) augmente significativement. Pour éviter ce stress, un débit nominal est
imposé entre les paliers de la séquence pour renouveler la biomasse contenue dans la boucle de
dérivation. Ce type de séquence est dit « en créneau ». Afin d’étudier la faisabilité des séquences en
créneaux, celles-ci ont été testées au cours de la culture | avec I'application de consignes manuelles
sur la pompe de la boucle de dérivation. La masse volumique et la conductivité électrique enregistrées
au cours de ces séquences tests sont comparées a une séquence pyramidale effectuée 20 min aprés

une séquence test en créneau. Ces résultats sont présentés dans la Figure 139.
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Figure 139 : Masse volumique et conductivité électrique en fonction du débit volumique, et
écart-types associés, pour des séquences en créneau (rose/orange), pyramidal (bleu)

descendant et ascendant (culture I, Ecoli,t=12.3h, X=108¢g I'l)

Comme décrits précédemment, les résultats obtenus en débit descendant sont systématiquement
supérieurs par rapport aux résultats obtenus en débit ascendant. De maniere générale, la variabilité
des mesures augmente avec la diminution du débit volumique. Cela reste acceptable pour la
séquence pyramidale, a I'exception du débit le plus faible de la séquence. C’'est pour essayer de
mieux investiguer les faibles débits volumiques qu’une séquence de débit avec une allure en
créneaux est préconisée. Pour les débits volumiques importants, les résultats sont proches entre une
séquence a allure pyramidale et une séquence en créneaux. Mais, lors du balayage des faibles
débits, on remarque que la variabilité est bien plus importante pour une séquence en créneaux par
rapport a une séquence pyramidale. La diminution rapide de pression au sein de linstallation dilate
grandement la phase gazeuse présente, engendrant une forte perturbation des signaux enregistrés.
Cependant, les perturbations appliquées aux cellules sont malgré tout largement diminuées puisque le
temps de séjour des cellules dure légérement plus d'un créneau de débit (environ 45s), contre
plusieurs minutes pour une séquence pyramidale. Ces perturbations sont traduites par une importante
variabilité visible sur les mesures en ligne, tant sur la masse volumique que sur la conductivité
électrique in situ. Ceci va représenter une difficulté supplémentaire pour I'obtention d’un écoulement
laminaire dans la conduite calibrée. On peut envisager pouvoir diminuer le débit jusqua 3.11h™
correspondant a la valeur minimale de débit indiqué par le constructeur de la pompe (cf. Chapitre 11 I.C
Boucle de dérivation et environnement). Cependant, dans le cas présenté sur la culture I, en dessous
de 601 h™, une mesure en ligne n'est plus fiable, que celle-ci soit effectuée avec une séquence

pyramidale ou avec une séquence en créneaux.

269



2. Comparaisons d’allures de séquences

Au cours de nos cultures, deux allures de séquences de débits sont testées : allure pyramidale et en
créneaux. Au cours de la séquence, la période d'échantillonnage est augmentée par rapport a celle
imposée a débit constant de maniére a obtenir rapidement des données physiques. Ainsi, le stress
hydrodynamique, imposé par la diminution du débit, est limité par le temps de séjour réel dans la
boucle de dérivation. Pour I'ensemble de nos cultures, la durée des paliers est fixée a 30 s pour une
période d’échantillonnage de 1s (durée minimale pouvant étre appliquée par le systeme
d’acquisition). Les consignes de débit entrées vont de 20 & 220 | h™ avec une corrélation tension de
pilotage U [V] / débit appliqué Q [Ih™] avec l'eau et déterminée en sortie de pompe de
Q=64.679 U +5.4171.

La Figure 140 illustre la mesure du débit massique et de la conductivité électrique du milieu initial ; la
Figure 141 présente la masse volumique et la pression relative enregistrées sur ces milieux exempts
de biomasse. Ces deux figures sont issues des milieux utilisés pour les cultures 1l d’E coli et VI d'Y.

lipolytica.
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Figure 140 : Conductivité électrique et débit massique mesurés sur le milieu minimum avant

inoculation au cours d'une séquence de débit (cultures lll, E. coli - culture V, Y. lipolytica )
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Figure 141 : Masse volumique et pression relative mesurées sur le milieu minimum avant

inoculation au cours d'une séquence de débit (cultures llI, E. coli - culture V, Y. lipolytica )

De maniere générale, les mesures de débit massique et de pression relative sont parfaitement
synchrones et rendent aisément identifiables chaque palier. La compressibilité de la phase gaz est
primordiale pour linterprétation de nos mesures au long des séquences. Les phénomenes de
dépression de bulles circulant dans la boucle de dérivation impactent ponctuellement les données
enregistrées, mais sont clairement identifiables (masse volumique, conductivité). Les phénoménes de
dépression de bulles au sein de I'outil expérimental seront plus précisément abordés dans la partie
[11.B.1 Densimétrie en ligne.

La comparaison de la caractérisation in situ de ces deux milieux minimums montre des paliers de
mesure stabilisés avec une faible variabilité. Malgré un temps de stabilisation plus long pour une
séquence en créneaux (cas de la culture Il d’E. coli), les mesures effectuées avec ces deux allures de

séquences semblent identiques en termes d’informations pouvant étre obtenues.

Lorsque le milieu contient de la biomasse, les allures se modifient drastiquement. Des exemples
distincts de deux cultures sont présentés ci-dessous. Dans un premier cas, une séquence de débit en
créneaux est illustrée pour la culture Il d’E. coli en condition de diminution de l'activité biologique
(t=119.0 h, Xjpactit =24.99g I'l). Le deuxiéme cas présenté est une séquence pyramidale obtenue en
condition de croissance de la biomasse pour la culture V d'Y. lipolytica (t=14.5h, X=36¢ I'l). Ces
deux séquences de débit, en présence de biomasse, avec différents scenarii d'investigation,
permettent de traduire la difficulté rencontrée généralement au cours des cultures microbiennes.

La Figure 142 illustre la conductivité électrique et le débit massique pour une séquence de débit pour
la culture 11l 2 119.0 h, et pour la culture V a 14.5 h.

271



~ @ |l Conductivité @ V Conductivité  —o— Il Debit massique ——V Debit massique - 300
[ 1] E. coli LoCOPREL :
1 250
5 | o ™
0 1200 _
E ] o
) | =,
=) )
=3 ]
£ 1150 &
o ]
9 7 E
= ] s
5 1 100 3
e] i
c
S ]
(@] 4
1 50
1o
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2
Temps relatif au début de la séquence [h]
Figure 142 : Conductivité électrique et débit massique mesurés au cours d'une séquence de
débit en présence de biomasse (cultures Ill,  E. coli, t=119 h, Xjacit =24.99 It - culture V, Y.

lipolytica ,t=14.5h, X=36g!™

En comparant la Figure 142 avec la Figure 140, on observe que la présence de la biomasse et/ou de
bulles dans le milieu entraine des modifications sur les mesures de la conductivité électrique. La
phase gaz semble avoir un impact sur la qualité des mesures de conductivité électrique. Avant
inoculation, cette mesure était stable et non impactée par les changements de débit de circulation.
Dans le cas présenté par la Figure 142, on observe des fluctuations de la mesure pouvant étre
induites par la fraction gaz présente et circulant dans les conduites. Cela est clairement identifié sur
les données présentées de la culture Ill. Concernant la culture V, on observe que le bruit observé sur
les mesures de la conductivité électrique est moindre. Néanmoins, on note des chutes abruptes du
niveau moyen enregistré. Cela est induit par la commande électrique de la pompe. En effet, de
maniére a comparer plus facilement les données des diverses séquences de débit, les paramétres
sont maintenus constants pendant chaque expérimentation. Or, la relation entre la commande
électrique et le débit volumique délivré se modifie en cours de l'expérimentation a cause des
changements de propriétés physiques du modt. On peut donc se trouver dans une configuration ou,
malgré une tension correctement calculée et délivrée a la pompe de la boucle de dérivation, cette
consigne ne permet pas d'assurer physiquement un débit. La pompe utilisée est une pompe
volumétrique, dont le débit de fuite est croissant lorsque la viscosité du milieu mis en circulation
diminue. Ceci est le cas lorsque le débit massique évolue, pour de débits faibles, lors de la mise en
circulation de fluide peu visqueux ou ayant une fraction gaz élevée. Dans le cas d’'une consigne pour
I'application d’'un faible débit, le risque de stagnation du modt dans la boucle de dérivation est alors
important si la fraction gaz est importante. Cela engendrera un stress et une dénaturation de la portion

de mo(t présente dans les canalisations de la boucle de dérivation (cas de la culture V, Figure 142 et
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Figure 143). Cependant, cela est moins important si cela se produit au cours de la phase de
diminution de I'activité cellulaire (cas de la culture Ill, Figure 142 et Figure 143),
La Figure 143 présente la masse volumique et la pression relative en sortie de la pompe de mise en

circulation du modt, dans la boucle de dérivation, enregistrées sur les mémes matrices que la Figure

142.
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Figure 143 : Masse volumique et pression relative mesurées au cours d'une séquence de débit
en présence de biomasse (cultures Ill, E.coli,t=119 h, Xjait =24.99 It - culture Vv, Y.
lipolytica ,t=145h,X=36gl™

La fraction de gaz présente dans le mout se dilate a chaque diminution de la pression relative
(engendrée par la diminution du débit de circulation). La difficulté d’obtention d’'une mesure stable se
voit parfaitement sur les données de masse volumique de la culture Ill. L'alternance de débits de
circulation élevés et faibles perturbe la fraction gaz présente d’ou un impact important sur les mesures
de masse volumique en ligne. Cet aspect se confirme a nouveau sur la séquence pyramidale de la
culture V. De plus, 'augmentation progressive de la pression relative sur la seconde partie de la
séquence pyramidale induit également une augmentation des valeurs mesurées de masse volumique.
La proportion de bulles dans l'installation varie en fonction de la pression hydrostatique appliquée,
faisant varier la proportion de gaz dans le moQt, modifiant rapidement au cours du temps les valeurs
mesurées de la masse volumique in situ. La compressibilité de la phase gazeuse répondant a la loi
des gaz parfaits, la production de gaz au sein de la boucle de dérivation par le microorganisme, et/ou
le temps de séjour au sein de linstallation, sont autant d’hypothéses permettant d’apporter des
éléments de réponse a cette dynamique. Ces aspects seront plus précisément développés dans la
partie 111.B.1 Densimétrie en ligne.

Concernant I'évolution de la pression relative, la partie descendante de la séquence pyramidale de la

culture V a des plateaux de mesure plus stables que la partie ascendante. Cette amélioration de la
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stabilité des mesures s’explique par les valeurs de masse volumique in situ plus faibles sur la partie
ascendante (0.09 <t < 0.18 h) que sur la partie descendante (0.00 < t,e a5 < 0.09 h). De plus, le
modt subit un temps de séjour dans l'installation systématiquement supérieur, lors de I'exemple sur la
culture V, sur la partie ascendante par rapport a la partie descendante de la séquence de débit. Cette
augmentation du temps de séjour peut étre une cause de stress supplémentaire subie par le

microorganisme en termes de limitation ou de carence en dioxygéne ou en substrat.

Au cours des cultures en condition de production de biomasse, il est impératif de choisir une allure en
créneaux pour la caractérisation ponctuelle in situ du moQt. Ceci permet de renouveler les cellules
initialement présentes dans la boucle de dérivation de maniére a leur éviter un stress nutritionnel.
L'augmentation de la concentration de la biomasse, ou les profondes modifications des propriétés
physiques du mo(t, sont des parameétres qui vont également dans le sens du choix d’'une séquence a
allure en créneaux de maniére & minimiser la dénaturation de la biomasse.

Idéalement, il serait intéressant de pouvoir intégrer, grace aux mesures en ligne, le calcul d’'un débit
volumique minimal réel de consigne. Ceci permettrait de corriger, par les mesures in situ, la
corrélation débit volumique / tension de consigne utilisée pour le pilotage de la pompe, afin d’assurer

un débit de circulation minimal dans la boucle de dérivation.

L'analyse des séquences montre que I'obtention d’'une valeur moyenne représentative est complexe.
La mise en place de Il'outil expérimental a pour principal objectif I'obtention d’informations non
dénaturées par un prélevement et une caractérisation hors-ligne. Malgré le caractéere in situ, I'outil
expérimental doit étre utilisé de maniére éclairée afin de conserver un caractére non dénaturant.

Dans le cadre de notre étude, les caractérisations ponctuelles in situ suivent une allure pyramidale
pour les cultures |, IV et V, et en créneaux pour les cultures Il, 1l et VI. Chaque palier a débit constant
a une durée de 30 s. Dans le cas d'une allure en créneaux, le retour au débit nominal dure 10 a 20 s.
Il est préférable, pour éviter une dénaturation du moQt, d’'employer une allure en créneaux en balayant
les débits de maniére descendante uniquement.

Les séquences de débit impliqguent de moyenner la zone ou les valeurs sont stabilisées pour chaque
débit imposé. Pour cela, chaque transition de débit est retirée apres I'analyse visuelle des valeurs de
la pression relative (en sortie de pompe de recirculation) et du débit massique mesuré. L'objectif de ce
traitement est d’identifier correctement les changements de consigne de la pompe, ainsi que de retirer
les points non stabilisés ou en décalage temporel (a cause du temps d'intégration de la mesure par le
capteur) pour effectuer la mesure, et obtenir une moyenne représentative du phénoméne physique

mesuré.

B. Analyse des mesures physiques

L'utilisation de I'outil expérimental permet d’effectuer, ponctuellement, une caractérisation physique du
milieu de culture par I'application de scénarii de débit dans la boucle de dérivation. Ces scénarii sont
préalablement paramétrés via les interfaces utilisées pour la caractérisation des milieux de culture
présentés dans ce travail. Deux microorganismes sont étudiés a travers six cultures différentes,

permettant de décrire I'évolution des paramétres physiques enregistrés en fonction du débit de
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circulation dans la boucle de dérivation et de la concentration en biomasse au moment de la
caractérisation ponctuelle.

1. Densimétrie en ligne

La mesure en ligne de la masse volumique du mo(t doit nous apporter une information essentielle par
rapport a la phase gaz entrainée, au suivi I'activité biologique, et a la quantification de la grandeur
elle-méme afin de l'intégrer dans le calcul des invariants de similitude.

a. Cultures d' E. coli

La Figure 144 présente la masse volumique en ligne en fonction du débit volumique pour les cultures |
et Il d’E. coli, et permet de suivre I'évolution du modt d’'une concentration en biomasse nulle a une
concentration estimée de 104 g I"'. Des séquences de débits pyramidales (SP) ont été effectuées pour

la culture 1, alors que des séquences de débit en créneaux (SC) ont été utilisées pour la culture Ill.
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Figure 144 : Masse volumique en fonction du débit volumique, et écart-types associés (culture

I-SP, IlI-SC, E coli), *biomasse estimée

De maniére générale, pour les débits supérieurs a 100 | h™, on observe que 'augmentation de la
biomasse fait diminuer progressivement la masse volumique du modt. A ce débit, la variabilité des
mesures reste faible et il est possible d'observer une évolution significative entre les différentes
concentrations en biomasse. Par ailleurs, la diminution du débit de circulation confirme que la
biomasse a un impact sur la masse volumique. La présence des bactéries favorisera I'incorporation
d’'une phase gazeuse dans le modt, indépendamment des conditions physico-chimiques de la phase
liquide. En dessous de 100 | h, la variabilité augmente énormément en présence de biomasse dans

le milieu. Malgré tout on observe une augmentation moyenne de la masse volumique enregistrée.
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De plus, les allures en fonction des séquences de débit appliquées (séquence pyramidale ou en
créneaux) ne permettent pas d’aboutir au suivi d’'un phénoméne unique de la masse volumique.

Néanmoins, la concentration en biomasse parait nettement liée a la diminution de la masse
volumique, quelle que soit la culture d’E. coli et le débit volumique appliqués.

L'augmentation de la valeur moyenne des mesures pour les faibles débits s'explique par deux
hypothéses en lien avec le débit de circulation dans la boucle de dérivation. La premiére hypothése
concerne la représentativité du modt aspiré en bas du bioréacteur. Lors de la diminution du débit de
circulation, la force d’aspiration appliquée sur le mo(t présent dans le bioréacteur est modifiée. Cette
force est moins élevée pour des débits de circulation plus faibles, impliquant I'aspiration d’'un modt
moins riche en bulles, les plus grosses bulles n’étant plus aspirées. Le mo(t aspiré contient alors une
proportion de phase gaz diminuée par rapport aux conditions réelles dans le bioréacteur.

La deuxieme hypothése concerne I'impact de la phase gazeuse aspirée et circulant dans la boucle de
dérivation. La diminution du débit implique une diminution de la pression hydrostatique dans le circuit.
La phase gaz aspirée et circulant dans la boucle de dérivation augmente son volume pour répondre
au changement de pression. La fraction volumique du gaz augmente, faisant diminuer la valeur de

masse volumique en ligne mesurée.

Un couplage des deux hypothéses proposées permettrait une explication des dynamiques observées.
Ces propositions sont a étayer avec I'ensemble des mesures disponibles.

b. Cultures d’ Y. lipolytica

Afin de décrire au mieux le milieu levurien d'Y. lipolytica, la Figure 145 illustre la masse volumique en

ligne pour une concentration en biomasse faible a moyenne, et la Figure 146 présente la masse

volumique en ligne pour des concentrations moyennes a importantes.
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Figure 145 : Masse volumique en fonction du débit volumique, et écarts-types associés
(culture VI-SC, Y. lipolytica )

La culture VI a été caractérisée par des séquences de débit en créneaux, pour des concentrations en
biomasse allant de 0 & 50 g I"". Pour des débits de circulation dans I'outil expérimental supérieure a
100 I h™*, comme pour les cultures avec E. coli, on observe une diminution progressive de la masse
volumique mesurée en ligne. Dans ces conditions, il semble que, jusqu’a 50 g I*, la masse volumique
du mo(t se comporte comme les cultures d’E. coli. Des paramétres tels que la forme des cellules ou la
fraction volumique de la phase solide peuvent étre avancés. Nous reviendrons sur ces possibilités
dans le chapitre V. Pour des débits de circulation inférieurs & 100 1 h™, on observe nettement, par
rapport a la figure précédente, que la masse volumique en ligne augmente, malgré une augmentation
de la variabilité. A nouveau, cette augmentation moyenne peut étre expliquée par le phénomene
d’enrichissement d’'un mo(t tri-phasique initialement aspiré, par un modt uniqguement diphasique di au

faible débit de circulation imposé dans la boucle de dérivation.
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Figure 146 : Masse volumique en fonction du débit volumique, et écart-types associés (culture
V-SP, Y. lipolytica )

La culture V est caractérisée par des séquences de débit pyramidales avec une concentration en
biomasse allant de 11 a 95g I*. Contrairement a la culture VI, I'évolution de la masse volumique est
différente. Pour une meilleure lisibilité, toutes les séquences effectuées n'ont pas été représentées sur
la Figure 146. Seules les séquences des évolutions extrémes sont représentées. Pour la culture V, la
masse volumique en ligne est minimale & 31 g I''; alors que sur la culture VI, elle continue & diminuer
jusqua 50 g I. La culture V montre une remontée de la masse volumique pour 59 g I'*, jusqu’a avoir
des valeurs se situant entre les valeurs représentées pour 59 et 95 g I'*. Ce changement de tendance
peut avoir différentes origines. L'’emploi de différentes allures de séquences (séquence pyramidale ou
en créneaux) peut étre mise en cause. La culture V a subi différents chocs au cours de sa conduite
(élévation de la température, grande fluctuation du pH) pouvant ainsi expliquer un comportement en
marge d’'une culture parfaitement maitrisée comme la culture VI. De plus, la forme des cellules entre
les deux cultures peut également étre avancée. Nous reviendrons sur ce point au chapitre V.

Les cultures V et VI ont eu des historiques totalement différents. Dans le cas de la culture V, les
cellules ont subi préalablement une limitation nutritionnelle ayant provoquée une accumulation
intracellulaire de molécules de réserve, et donc présentes au moment de linoculation dans le
bioréacteur. Malgré I'utilisation d’un milieu complémenté des composés précédemment limitant afin de
répondre a I'ensemble des besoins nutritionnels de la levure, la perturbation a pu étre conservée sur
les générations suivantes. Cette hypothése pourrait alors aller dans le sens d’'une maodification de
I'affinité de la membrane des cellules avec les bulles du milieu, permettant de faire diminuer la masse

volumique du modt.
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c. Impact de la fraction gaz

La mesure de la masse volumique en ligne nous informe que, au sein du bioprocédé, la fraction gaz
est tres importante et correspond a une partie intégrante du moQt. L’hypothése avancée sur la
dilatation de la phase gaz, lors de la diminution de la pression appliquée par la pompe, peut se vérifier
par une comparaison de I'évolution expérimentale de la masse volumique, et de la dilatation de la
phase gaz par rapport a une masse volumique en ligne de référence. Dans ces conditions, le point de
référence utilisé est le point de fonctionnement a débit volumique élevé, correspondant au débit de
circulation a débit nominal. La masse volumique issue des séquences de débit pour les concentrations
en biomasse les plus élevées des cultures précédemment présentées (culture I, 1ll, V et VI) est
présentée dans la Figure 147. Cette figure, présentée en fonction de la pression relative, illustre

également [I'évolution de la masse volumique théorique si celle-ci répondait strictement a une
dilatation des gaz présent dans la boucle de dérivation.
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Figure 147 : Masse volumique mesurée et théorique  * en fonction de la pression relative, et

leurs écart-types associés (culture I, Ill,  E. coli - culture V, VI, Y. lipolytica )

Pour I'ensemble des cultures, la masse volumique mesurée est systématiquement supérieure a celle
estimée si son évolution suivait strictement une dilatation de la phase gazeuse suite a une diminution
de la pression hydrostatique. Ceci indique que I'hypothése d’'une aspiration sélective du modt lors de
la diminution des débits de circulation se confirme. Cela est particulierement visible pour les faibles
débits, correspondant aux faibles pressions relatives sur la Figure 147.

Pour les débits plus élevés, les masses volumiques expérimentales et théoriques semblent en accord
si I'on prend en considération la variabilité des mesures représentées par I'écart-type. Dans le cas ou

! Pas d’estimation de la variabilité pour le calcul de la masse volumique théorique.
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'on considére uniquement ces points a débits élevés, il est alors possible de ré-estimer la masse
volumique du mo(t dans le bioréacteur au niveau du point d’aspiration. Pour cela, il est nécessaire
d’estimer, pour chaque séquence, la pression relative pour un débit de circulation nul. Cette pression
relative, dénommée pression de référence, permet de considérer, a partir d'une mesure
expérimentale, la surpression dans le bioréacteur et la hauteur de moQt appliquant une force de
pression sur le volume de modt au pied du bioréacteur. Puis, a partir de I'estimation d’'un modéle
linéaire entre la masse volumique expérimentale et la pression relative, I'utilisation de la pression de
référence permet d’'obtenir la masse volumique du moQt dans le bioréacteur au niveau du point
d’aspiration. Pour chacune des séquences présentées, la masse volumique dans le bioréacteur a été
ré-estimée, puis tracée en fonction de la concentration en biomasse. La Figure 148 présente les

différentes estimations issues des séquences de débit présentées dans ce travail.
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Figure 148 : Estimation de la masse volumique dans le bioréacteur en fonction de la

concentration en biomasse

Il est possible de remarquer que les cultures I, 1l et lll d’E. coli suivent une tendance unique. Celle-ci
est représentée par le trait bleu continu sur la Figure 148. Pour les cultures IV, V et VI d'Y. lipolytica, il
semble difficile d’observer une tendance unique. La diversité d’'historique des cultures d'Y. lipolytica ne
permet pas de conclure sur I'unicité du comportement de ces trois cultures entre elles en fonction de
la concentration en biomasse. Chacune des cultures semble étre indépendante des autres, ce qui
permet d'expliquer la disparité des masses volumiques estimées dans le bioréacteur pour ces
cultures.
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2. Conductimétrie en ligne

Le suivi de la conductivité électrique du moQt nous alerte sur certains phénomenes présents au cours
des séquences de débit pouvant modifier I'interprétation finale des résultats de rhéologie en ligne. Les
résultats présentés sont basés sur I'impact de la biomasse dans les dynamiques observées de la
conductivité électrique en fonction du débit volumique. La hiérarchie des séquences entre elle, pour
les débits de circulation élevés, suit I'ordre des mesures effectuées a débit constant.

d. Cultures d’ E. coli

L'impact de la concentration en biomasse est présenté en Figure 149 et en Figure 150 pour deux

cultures d’E. coli (culture Il et 1).
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Figure 149 : Conductivité électrique en fonction du débit volumique, et écart-types associés
(culture 1I-SC, E. coli)

Pour la culture 1l présentant une concentration en biomasse faible a moyenne, on observe que la
conductivité électrique mesurée en ligne reste constante quel que soit le débit volumique balayé. Lors
de cette culture, les séquences de débit ont une allure en créneaux (SC). A la concentration de 37 g I
! on observe une modification de la tendance de la conductivité électrique. Celle-ci reste constante
pour des débits volumiques supérieurs & 100 | h™. Par contre, les valeurs mesurées semblent
diminuer pour des débits volumiques inférieurs a 100 | h™. Ce comportement est a valider pour une

culture d’E. coli plus concentrée.
La Figure 150 présente la conductivité électrique en fonction du débit volumique de circulation dans la

boucle de dérivation pour la culture | d’E. coli. Cette figure décrit les résultats obtenus pour une

biomasse estimée allant de 50 & 104 g I'".
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Figure 150 : Conductivité électrique en fonction du débit volumique de circulation, et écart-

types associés (culture I-SP, E. coli)

La Figure 150 montre distinctement deux phénoménes. Tout d’abord, comme identifié sur la Figure
149, la conductivité électrique ne semble pas subir de perturbation pour les débits volumiques
supérieurs & 100 | ™. Néanmoins, nous pouvons voir sur la Figure 150 qu'il est possible d’observer
une augmentation systématique de la valeur moyenne de la conductivité électrique lors de la
diminution du débit volumique. Cela est clairement visible pour les concentrations estimées
supérieures a 66 g I''. La caractérisation de la culture | s'effectue avec des séquences de débit
pyramidales. La diminution progressive du débit volumique engendre une diminution progressive de la
pression hydrostatique subie par les bactéries dans la boucle de circulation. La pression hydrostatique
diminuant, les bactéries répondent de maniéere a ce que leur pression de turgescence reste stable afin
de maintenir leur intégrité physique. Elles agissent alors sur I'eau présente dans leur milieu de
maniére a rééquilibrer la pression osmotique intra et extracellulaire (Wood, 1999), faisant augmenter
la concentration d'espéces chargées dans la phase liquide, et donc la valeur de la conductivité
électriqgue mesurée.

Lorsque le débit volumique devient inférieur & 100 | h™*, on observe une augmentation de la variabilité
des mesures, avec une chute de la valeur moyenne mesurée. La chute de la valeur moyenne est
clairement visible pour 50 et 66 g I', mais n’est plus observée pour les concentrations estimées de
'ordre de 100 g I*. La concentration de 37 g I d’E. coli identifiée lors de la culture Il semble &tre un
seuil de concentration. En dessous de ce seuil, le molt semble peu ou pas perturbé par la présence
de la biomasse. A partir d’environ 37 g I* de bactéries, pour les faibles débits volumiques, le modt
subit une séparation de phase. Les bulles présentes dans le molt se séparent plus rapidement
jusgu’a passer d’'un milieu triphasique a un milieu diphasique avec une poche de gaz (ou une mousse)
en haut de la conduite. Ce phénoméne a pu étre observé grace au viseur quartz permettant de suivre
visuellement I'évolution de I'écoulement. L'observation de l'allure de la conductivité électrique pour 50
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et 66gl" montre que le débit volumique de début de séparation de phase diminue avec
l'augmentation de la concentration en biomasse dans le modt. On n’observe plus ce phénoméne a
partir de concentrations de l'ordre de 100 g ™. Le paramétrage des séquences de débit restant
identique sur I'ensemble de I'expérimentation, I'augmentation de la concentration en biomasse
impligue un temps de séparation de phase de plus en plus élevé a cause de linteraction entre la
phase gazeuse et les bactéries. Cela implique que pour les concentrations de I'ordre de 100 g ™ la

séparation de phase n’a pas eu le temps de se produire.

e. Cultures d' Y. lipolytica

Le suivi de la dynamique de la conductivité électrique pour les cultures d’Y. lipolytica est présenté
dans deux figures distinctes. La Figure 151 présente I'évolution de la conductivité électrique en
fonction du débit dans la boucle de dérivation d’une culture d'Y. lipolytica parfaitement maitrisée. La
Figure 152 présente le suivi de la conductivité électrique d’'une reprise de croissance d'Y. lipolytica en

fonction du débit volumique appliqué.

14 oo0g/n-00h ~5g/l-164h ©~32g/l-26.0h e-41g/l-284h ©~50g/-30.3h ]
VI Y. lipolytica LoCoPREL
cEm e
£
o
0
£ ® o o o ® ® ® ® ® ]
(0]
>
g
£ 10
o
8]
@
=
g ) Gy
>
= <
[ ] L]
8 L T S S . .
[ ] [ ] @
il @ ’i ’:ﬁ v—:—iH @ = e
6 L L L L L L L L L L L L L ’.‘ L
0 50 100 150 200 250 300

Débit volumique [Th ]

Figure 151 : Conductivité électrique en fonction du débit volumique, et écart-types associés
(culture VI-SC, Y. lipolytica )

Concernant la culture VI d'Y. lipolytica, le suivi de la conductivité électrique du modt montre que celle-
ci reste constante, avec une trés légére augmentation pour les faibles débits volumiques pouvant étre
expliquée par le méme phénoméne que celui observé avec E. coli (hydratation de la cellule en
réponse au changement de pression dans la conduite afin de réguler la pression de turgescence). On
remarque qu’aucun changement n'apparait pour une concentration de 50 g I'*. La concentration seuil,
identifiee préalablement vers 37 g I* avec E. coli sur la Figure 149, semble, si elle existe, bien

supérieure.
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La Figure 152 présente la conductivité électrique en fonction du débit volumique dans la boucle de

dérivation pour la culture 1V présentant des concentrations estimées en biomasse plus élevées que la

culture VI.
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Figure 152 : Conductivité électrique en fonction du débit volumique, et écart-types associés
(culture IV-SP, Y. lipolytica )

On observe une tendance identique a celle observée sur les cultures d’E. coli. La conductivité
électrique présente un début de diminution de sa valeur moyenne pour une concentration estimée de
86 g I, soit une concentration seuil plus de deux fois supérieure aux cultures d’E. coli. De maniére
similaire, on observe deux régions. La premiere correspond aux valeurs de conductivité électrique
obtenues avec un débit volumique élevé. Au regard de la variabilité des points, ceux-ci semblent peu
perturbés. Les valeurs obtenues pour des débits volumiques plus faibles montrent une augmentation
de la variabilité des points ainsi qu'une diminution de la valeur moyenne de la conductivité électrique
mesurée. La valeur maximale de la concentration estimée étant plus élevée que la concentration
maximale estimée des cultures d’E. coli, il semblerait que le seuil ou il ne se produit plus de séparation
de phase soit également plus élevé pour les culture de Y. lipolytica et supérieur aux 129 g I'* estimés.

Le phénomeéne de séparation de phase s'observe pour les deux microorganismes. Seuls les seuils de
concentration ou ils apparaissent, sont affectés et clairement distincts. La composition chimique du
milieu, la taille, le volume, les propriétés de surface des cellules, I'activité biologique, ... sont autant de
points pouvant étre mis en avant pour expliquer une telle différence. Ces facteurs sont abordés dans
le Chapitre V.
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3. Pertes de charge linéiques

La mesure des pertes de charge linéiques lors des séquences doit nous permettre de construire les
courbes d’'écoulement caractérisant le comportement rhéologique du modt, la perte de charge et le
débit volumique étant respectivement homothétiques a la contrainte pariétale et a la vitesse de
cisaillement. L'utilisation de deux conduites en série, nous permet de balayer une large plage de
vitesses de cisaillement. L'évolution des pertes de charge pour différents débits volumiques et

concentrations en biomasse est présentée pour les deux souches.

f. Cultures d’' E. coli

La Figure 153 présente I'évolution des pertes de charge de la conduite calibrée D1 pour la culture

d’E. coli. Les séquences de débit ont été effectuées avec une allure en créneaux.
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Figure 153 : Pertes de charge sur D1 en fonction du débit volumique, et écart-types associés
(culture 1I-SC, E. coli)

On observe que pour les faibles concentrations de I'ordre de 5g ™, la tendance se distingue des
données obtenues sur le milieu minimum (0 g ™ - 0.0 h). L'accroissement de la concentration en
biomasse augmente les valeurs moyennes des pertes de charge mesurées quel que soit le débit
volumique de circulation dans la boucle de dérivation. Ceci laisse a penser que la viscosité du milieu
suit 'augmentation de la concentration en cellule dans le milieu. Cela reste alors cohérent avec la
littérature (Chen et al., 1997; Curtis and Emery, 1993; Malinowski et al., 1987; Toda et al., 1998).

La Figure 154 présente I'évolution des pertes de charge de la conduite calibrée D2 pour la culture | et
[l d’E. coli.
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Figure 154 : Pertes de charge sur D2 en fonction du débit volumique, et écart-types associés

(triangle bleu : culture I-SP, E. coli - carré brun : culture IlI-SC, E. coli)

Comme précédemment, les séquences de débit montrent une nette évolution des pertes de charge
avec I'augmentation de la concentration en biomasse. Quel que soit le débit volumique réel, les pertes
de charge mesurées suivent le méme ordre que la concentration en biomasse, malgré une

augmentation de la variabilité des mesures pour de faibles débits.

g. Cultures d' Y. lipolytica

La Figure 155 présente les pertes de charge de la conduite calibrée D1 en fonction du débit
volumique pour la culture VI d'Y. lipolytica. Pour cette culture, les séquences de débit ont une allure

en créneaux.
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Figure 155 : Pertes de charge sur D1 en fonction du débit volumique, et écart-types associés
(culture VI-SC, Y. lipolytica )

Les pertes de charge, quel que soit le débit volumique appliqué, augmentent avec la concentration de
la biomasse présente dans le modt. En comparant les valeurs de perte de charge des plus hautes
concentrations pour les cultures lll et VI, on observe que les pertes de charge mesurées sont moins
élevées pour la culture de Y. lipolytica, malgré une concentration en biomasse plus élevée que la fin

de la culture Il d’'E. coli.

L'impact de la concentration en biomasse (Curtis and Emery, 1993; Malinowski et al., 1987; Toda et
al., 1998) dans I'évolution des pertes de charge est confirmé par la culture 1V. L'augmentation de la
viscosité du milieu se confirme par le suivi de la perte de charge. La Figure 156 présente I'évolution
des pertes de charge de la conduite calibrée D1 en fonction du débit volumique dans la boucle de

dérivation pour la culture IV d'Y. lipolytica.

287



70 — 20%gl-0.0h 4~86*gll-11h a~85%gl-11.2h a~104*g/l-16.7h a~129*g/l-24.4h -

: [\ Y. lipolytica
60 01 1 - 4 i
g 50 j &B%{ []
E ﬁq}
— [ i
2 40 | g %
3 i g &
S “
&30 P 'ﬂ 'I’
5 | T
o r @m a
£20 w , ®
5 [
a L w
[ &
10 r &
L N A &
0 P S SR S L
0 50 100 150 200 250 300

Débit volumique [Th ]

Figure 156 : Pertes de charge sur D1 en fonction du débit volumique, et écart-types associés

(culture IV-SP, Y. lipolytica )

Les valeurs moyennes de perte de charge présentent des allures similaires a celles observées dans la
Figure 155 pour des concentrations en biomasse plus faible. On remarque cependant un changement
de tendance pour les débits volumiques inférieurs & 150 | h™. A partir d’'une concentration estimée de
859", les pertes de charge diminuent malgré I'augmentation de biomasse. Il semble que le
comportement physique du modt présente alors un seuil de concentration ou les propriétés
rhéologiques du milieu ne suivent plus une évolution en fonction de la concentration en biomasse.

La Figure 157 présente les pertes de charge de la conduite calibrée D2 en fonction du débit

volumique pour les cultures IV et VI d'Y. lipolytica.
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Figure 157 : Pertes de charge sur D2 en fonction du débit volumique, et écart-types associés

(triangle vert : culture IV-SP, Y. lipolytica - carré brun : culture VI-SC, Y. lipolytica )

On observe a nouveau une évolution similaire des pertes de charge avec l'augmentation de la
concentration dans le milieu, jusqu’a un maximum identifié & 104 g I'*. Au-dela de cette concentration,
comme sur la conduite D1, il y a une diminution des valeurs mesurées de perte de charge. Comme
indiqué précédemment, cette évolution doit étre confirmée, mais un seuil de concentration, ou les
propriétés rhéologiques se modifient, semble étre validé. Cependant, a propos de la culture IV,
I'hypothése d'une évolution de la souche suite aux conditions subies lors de la précédente culture ne
peut pas étre totalement écartée car ce seuil n'a pas pu étre confirmé par la culture VI (parfaitement

maitrisée) qui n'a pas atteint les mémes concentrations.

La différence de propriétés physiques entre E. coli et Y. lipolytica, ainsi que I'environnement physico-
chimique des milieux pour ces différentes cultures restent importants. L’impact de I'environnement

sera plus précisément investigué lors du chapitre V par la confrontation a des analyses

complémentaires.

C. Bilan des mesures a débit sequencé

Les mesures a effectuer au cours des séquences de débit doivent étre analysées avec précaution car
I'évolution des mesures permet certes de caractériser le mo(t, mais biaise également en partie la

dynamique en fonction du débit volumique.

En effet, 'analyse des mesures de masse volumique en ligne indique la mise en place de deux
phénomeénes provoquant une réaction opposée sur les mesures. La premiére concerne l'aspiration
sélective du modt dans le bioréacteur. La diminution du débit de circulation provoque une diminution

de la force d'aspiration au point de prélevement dans le bioréacteur, impliquant I'aspiration d’'un mo(t
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contenant moins de bulles, et donc une phase gaz moins importante dans le modt circulant dans la
boucle de dérivation. Le second effet concerne la diminution de la pression dans la boucle de
dérivation. La diminution du débit de circulation engendre I'abaissement de la pression dans le circuit,

impliquant une dilatation de la phase gazeuse circulant dans le circuit.

A propos de la conductivité électrique, celle-ci nous permet d'identifier I'apparition d'un seuil de
séparation de phase. Pour les cultures d’E. coli, ce seuil est identifié a 37 g I, contre 86 g I pour les
cultures d'Y. lipolytica. De plus, les cultures d’E. coli ont également permis d’identifier un second seuil
de concentration ou le moQt ne se déphase plus ou n’a plus le temps de se déphaser. Il est observé a
partir d'une concentration de 100 g I*. Un équivalent de ce seuil de concentration n'a pas pu étre

observé pour les cultures d'Y. lipolytica présenté dans ce travail.

Enfin, le suivi des pertes de charge montre clairement, pour les conduites D1 et D2, un impact de la
concentration en biomasse, traduisant une augmentation de la viscosité du milieu.

Globalement, I'allure des séquences de débit effectuées semble également avoir un impact sur les
mesures obtenues. La mesure idéale n’existant pas, il est nécessaire de trouver, pour une
caractérisation correcte du milieu, un compromis entre le déroulement d’'une séquence pyramidale et
en créneaux. Les séquences pyramidales impliquent un grand temps de séjour pour les cellules (et
donc un stress nutritionnel) tandis que les séquences en créneaux entrainent des mesures moins
stables et I'application d'un stress hydrostatique.
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CONCLUSION

Le développement de I'outil expérimental a permis de développer une instrumentation cohérente et
adaptée a I'étude souhaitée. Les expérimentations montrent, pour chaque culture, une amélioration de
la gestion, du contréle et de I'utilisation de ce nouvel outil d'investigation.

Le développement de I'environnement du bioprocédé a permis la mise en place de conditions de
stérilité autorisant la réalisation de cultures axéniques parfaitement maitrisées. Cet ensemble
instrumental, complété par les résultats des six cultures réalisées, permet I'obtention d’informations
par différentes approches. L'analyse peut porter sur le suivi des dynamiques physiques sous des
conditions hydrodynamiques constantes ou volontairement perturbées (séquences de débits).
L'approche peut également s’orienter sur le suivi de dynamiques biologiques, sur la comparaison
possible entre les cultures de deux microorganismes distincts et pour différentes conditions d’'activité
biologique. Dans tous les cas, il est désormais possible d'affirmer que la métrologie mise en place
pour I'analyse physique en ligne de milieux de culture peut étre adaptée et validée par ces différentes

expérimentations, et particulierement par les cultures Il et VI.

Les dynamiques observées a débit constant montrent, comme cela était attendu, un impact de la
biomasse pour les fortes concentrations sur les différentes variables physiques. Plusieurs seuils de
concentration ont pu étre identifiés en fonction de la variable étudiée. Cependant, I'ensemble des
cultures n'ayant pas été parfaitement maitrisé pour une production de biomasse (culture IV et V), les
seuils identifiés sont multiples et ne se recoupent pas forcément entre cultures d'un méme
microorganisme (exemple d'Y. lipolytica). L'analyse des séquences met en avant d'autres aspects
spécifiques de I'outil expérimental a prendre en compte dans I'analyse des résultats. Outre I'impact de
la biomasse sur 'augmentation des pertes de charge impliquant une augmentation de la viscosité du
milieu, une attention particuliére a été portée a I'analyse de la phase gazeuse. Un premier seuil de
concentration permet d'identifier les débuts d’une séparation de phase entre les phases liquide-solide
et la phase gaz. Les bornes ont été identifiés & 37 g I'* pour E. coli et 86 g I estimée pour Y. lipolytica.
De plus, un second seuil de fin de séparation de phase semble exister. Il a pu étre observé chez E.

coli pour une concentration de 100 g I, mais n'a pas pu étre remarqué pour une culture d'Y. lipolytica.

Certaines amélioration pourraient étre apportées de maniere a faciliter ['utilisation de [I'outil
expérimental, améliorer la sécurité ou la qualité des informations obtenues. Par exemple, la mise en
place d’'une soupape de sécurité sur le bioréacteur limiterait le risque d’explosion en cas de colmatage
du filtre de sortie des gaz (cause de I'arrét prématuré de la culture VI).

L'instrumentation existante pourrait étre complétée. La mise en place d’'un capteur de pression relative
en sortie de la boucle de dérivation permettrait I'établissement d’une nouvelle courbe de frottement.
La mise en place de conduites calibrées de diameétre intermédiaire a D1 et D2, ou plus petite que D2,
et de longueur plus faible, permettrait d’améliorer et d’accroitre les informations obtenues a débit
constant et séquencé. De plus, le suivi dynamique de la concentration en biomasse par un systeme
de turbidimétrie en ligne ou mesure de la permittivité permettrait de corréler les mesures de
concentration hors ligne afin de suivre en ligne I'évolution de la concentration en biomasse. Le
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systeme instrumental pourrait également étre complété par un couplemétre monté sur I'axe de
I'agitateur permettant de suivre I'évolution rhéologique du moQt par une mesure de couple (Metzner
and Otto, 1957). Enfin, la détermination de la quantification de la séparation de phase, au sein des
conduites, est primordiale a développer pour réajuster les courbes de frottement et les valeurs

obtenues en ligne en fonction de la séparation de phase réelle.

L'ensemble des mesures en ligne doit étre confronté avec les caractérisations hors ligne effectuées
de maniére a mieux comprendre les dynamiques observées in situ. Les phases solide (cellule) et
liquide (surnageant) sont alors caractérisés hors ligne afin de mieux comprendre leur contribution sur
les mesures effectuées en ligne. Les résultats issus de cette caractérisation complémentaire, et qui

nous permettront d’'affiner I'analyse sont présentés dans le Chapitre V.
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INTRODUCTION

Ce dernier chapitre se focalisera sur les analyses complémentaires permettant une caractérisation
plus approfondie. Ces analyses ont pour objectif de compléter les informations obtenues in situ.
L'ensemble des mesures en ligne a été présenté exclusivement dans le Chapitre IV. Plusieurs
hypothéses ont été avancées sur différents aspects tels que I'impact de la biomasse en continu,

I'existence d'un seuil de concentration, I'activité biologique, I'évolution de la phase gaz, etc.

Dans ce chapitre, on se propose donc d'approfondir ces résultats a partir des caractérisations de la
morphologie de la biomasse, des propriétés physiques du modt par la densimétrie et la rhéologie, de
I'évolution des propriétés physico-chimique de la biomasse et du surnageant, ainsi que de la

composition chimique des cellules.

Nous présenterons les différentes analyses effectuées principalement sur les cultures Il (E. coli) et VI
(Y. lipolytica), de maniere a enrichir et compléter notre discussion. Pour cela, nous présenterons
'ensemble des résultats obtenus hors ligne, avant d’effectuer un comparatif avec les grandeurs

physiques in situ.

|. CARACTERISATION HORS LIGNE COMPLEMENTAIRE

L'analyse et l'interprétation des mesures en et hors ligne ne peuvent étre conduites sans caractériser
préalablement la biomasse catalytique du point de vue physique, physico-chimique et chimique au
cours des cultures. Parallelement, nous caractériserons le surnageant et le modt par quelques
analyses hors-ligne. L'objectif est de mieux comprendre la dynamique des signaux enregistrés avec
I'outil expérimental sur la boucle de dérivation. Ces analyses sont classées en trois groupes comme
indiqué dans le Tableau 42.

Analyse Mesure Phase caractérisée

Microscopie optique

Granulométrie laser Biomasse

Physique Morphogranulométre

Rhéométrie

L Surnageant et moQt
Densimétrie

Potentiel Zeta Biomasse
Physico-chimique Pression osmotique
. Surnageant
Force ionique
Composition élémentaire Biomasse
Chimique Protéines Biomasse et surnageant
Cendres Biomasse

Tableau 42 : Analyses physiques, physico-chimiques et chimiques hors ligne réalisées sur le

modt, la biomasse et le surnageant
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Les analyses physiques permettent d’obtenir des informations sur I'état physiologique de la cellule, la
taille et la forme de la biomasse. Les analyses physicochimiques apportent des informations
complémentaires sur le surnageant, assimilé a la phase liquide, et sur la membrane de la biomasse.
Enfin, les analyses chimigues renseignent sur I'évolution de la composition élémentaire de la
biomasse, le suivi de la consommation d’éléments inorganiques dans le milieu, et I'évolution de la
proportion de protéine dans le surnageant par rapport a la matiére séche des cellules et a la quantité
de protéine dans la biomasse.

A. Analyses morpho-granulométriques de la biomasse

Les analyses physiques de la biomasse apportent des informations sur I'état physiologique de la
cellule, ses dimensions caractéristiques et sa morphologie. Elles permettent d'en extraire des
dimensions caractéristiques, mais également de suivre leur évolution au cours de la culture. Dans un
premier temps, la microscopie optique permet de décrire qualitativement la biomasse catalytique.
Dans un second temps, la granulométrie laser caractérise la distribution du diametre de sphére
équivalente (ou diametre en volume, d,) associé a la population microbienne. Enfin, la morphométrie
permet de déterminer les caractéristiques morphologiques (dimensions, formes) des
microorganismes. Ces deux derniéres analyses peuvent permettre une comparaison des valeurs
obtenues entre elles.

1. Observation par microscopie optique

La microscopie optique permet d'accéder a une information qualitative sur I'état physiologique de la
population microbienne (présence de contaminant, changements morphologiques majeurs, division
cellulaire). Cette technique est couramment utilisée pour étudier des changements morphologique
majeurs en fonction des conditions de culture (Cho et al., 2002; Choi et al., 2000; Lim et al., 2002).
Lors des cultures | a VI, des observations sous microscope et des prises de vues sont effectuées pour
déceler la présence de contaminants, contréler la division cellulaire et suivre une possible évolution
morphologique des populations par des critéres purement qualitatifs.

Les Figure 158 et Figure 159 présentent respectivement des prises de vue au cours des cultures |l
(E. coli) et VI (Y. lipolytica).
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Chapitre V - Mesures en ligne et hors ligne lors des phases de croissance

1 E. coli LoCoPREL

100

AT ORI .
Inoculum (t = 0 h) t=153h-X=09¢gl"

T=36.5h-X=5.8g1" T=49.7h-X=25.7g1"'

Figure 158 : Observation par microscopie optique (x50, sous huile) at =0, 15.3, 36.5 et 49.7 h,
échelle = 10 um (culture 1ll, E. coli).

Pour chaque culture, nous noterons une évolution morphologique de la population lors de
I'inoculation. Les cellules rencontrent, lors de cette étape, des conditions de culture (environnements
physico-chimique et mécanique) différentes de celles de I'inoculum (préculture). Les cellules doivent

notamment s'adapter a un environnement induisant un stress hydrodynamique singulier lié a la
circulation dans la boucle de dérivation (débit nominal et séquence).

Pour les cultures d’E. coli (cultures I, Il et 1ll), malgré un allongement des cellules visible sur les prises

de vue, les changements morphologiques semblent peu importants. Les bactéries E. coli se

présentent sous la forme de batonnets d’une longueur de 1 a 3 pm environ.
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Y. lipolytica LoCoPREL

100

t=21.6h-X=135¢g" t=329h-X=586gI"

Figure 159 : Observation par microscopie optique (x50, sous huile) at=0, 8.7, 21.6 et 32.6 h,
échelle = 10 um (culture VI, Y. lipolytica )

Pour les cultures d'Y. lipolytica (cultures VI, V et VI), les prises de vue de linoculum et de fin de
culture montrent des cellules plus longues dans ce dernier cas. De plus, les cellules de I'inoculum
semblent plus larges. Ces changements morphologiques sont évalués qualitativement par
microscopie optique sur un échantillon de petite taille de quelques dizaines de particules. Les levures
Y. lipolytica exhibent une forme ovoide avec une longueur allant de 4 a plus de 10 pm.

Pour une meilleure représentativité, la granulométrie laser et la morphogranulomeétrie nous
permettront de confirmer ou non ces modifications apparues lors de I'observation au microscope.
L'utilisation d’indicateurs morphologiques et statistiques est alors une aide précieuse pour une

analyse de ces caractéristiques.

Pour I'ensemble des cultures, nous noterons que les modifications morphologiques restent peu
importantes par rapport a des formations de type clump ou pellet précédemment observées dans la
littérature sur des champignons filamenteux (Hwang et al., 2004; Lim et al., 2002; Pamboukian and
Facciotti, 2005; Sinha et al., 2001).
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2. Granulométrie

La granulométrie laser nous permet d’accéder a deux informations. La premiére, plutét qualitative, est
le taux d’obscuration du faisceau par I'échantillon, celui-ci étant dilué dans un volume approximatif
d’eau osmosée. La seconde information nous renseigne sur la distribution volumique des diameétres
de sphére équivalente appelés aussi diamétres en volume.

Les mesures effectuées par granulométrie laser sur la culture Il d’E. coli ont montré des résultats
anormaux par rapport aux précédentes cultures. Pour cette analyse, la culture Il est ainsi prise en

référence.

La Figure 160 représente I'évolution du taux d'obscuration pondéré par le taux de dilution en fonction
de la concentration en biomasse. Nous noterons la relation de proportionnalité entre I'obscuration
pondérée du facteur de dilution et la concentration en biomasse. Cette relation confirme I'absence de
dégradation de la biomasse durant les cultures qui aurait induit une évolution non linéaire. Cette
relation, au méme titre que la corrélation entre suivi de I'absorbance et évaluation de la concentration
par gravimétrie, est « culture-dépendante ». Il est possible d'observer que les deux cultures
représentées ne suivent pas la méme relation de proportionnalité. Cependant, cette corrélation
autorise au final une analyse semi-quantitative de la distribution de taille. La Figure 161 illustre
I'évolution de la distribution volumique du diamétre équivalent pondérée du taux de dilution et du taux
d’obscuration, en fonction du diamétre en volume d,. L'exemple présenté avec la culture VI d'Y.
lipolytica montre que, du fait de la division cellulaire et d’'une possible évolution morphologique, le
poids de la population initiale (concentration & 0.8 g I*) tend & diminuer au cours de la culture.
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Figure 160 : Taux d'obscuration pondéré par le taux de dilution en fonction de la concentration

en biomasse (culture Il, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )
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Figure 161 : Distribution volumique du diamétre équivalent pondéré par le taux de dilution et le
taux d’obscuration en fonction du diamétre équivalent d v (culture VI, Y. lipolytica )

Rappelons que chaque distribution de population peut étre caractérisée par diverses grandeurs
couplées aux fonctions de distribution et de distribution cumulée. Dans nos conditions, il est important
de définir un diamétre moyen (et un écart type associé) pour une population donnée a un temps
donné. En nous appuyant sur les fonctions de distribution volumique, nous retiendrons les criteres
suivants : les diamétres a 10, 50 et 90% de la population, désignés par d,(0.1), d,(0.5) et d,(0.9), et le
d, 3, appelé diametre moyen volumique. Chaque critére sera défini avec un écart-type associé.

Les Figure 162 et Figure 163 illustrent I'évolution de ces critéres sur les cultures Il (E. coli) et VI (Y.
lipolytica.) respectivement. Pour la culture Il, on observe une population monomodale avec un d, 3 de
1.48 £ 0.25 pm.

La culture VI présente une population monomodale avec un d,3 de 4.10 + 0.51 pum, sans perturbation

apparente de l'instrumentation.
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Figure 162 : Diamétre en volume, d , pour 10, 50 et 90% de la population, d 43, et écart-types
associés, en fonction de la concentration en biomasse (Culture I, E. coli).

Globalement, sur la durée de la culture Il, on observe que la taille varie peu au cours de la culture. On
note cependant une stabilisation de la taille plus prononcée, avec une variabilité des mesures plus
faible, a partir de 2 g I'', ce qui correspond & un age de culture de 36.1 h. A cet instant, I'alimentation
avec le substrat concentré est démarrée, ce qui provoque une augmentation des débits en sels

d’alimentation mais permet une meilleure alimentation des cellules en éléments inorganiques.
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Figure 163 : Diamétre en volume, d , pour 10, 50 et 90% de la population, d 43, et écart-types
associés, en fonction de la concentration en biomasse (Culture VI, Y. lipolytica ).

Concernant la culture VI d'Y. lipolytica, I'évolution de taille est centrée avec un d, 3 moyen de 4.10 pum.
On remarque cependant une augmentation prononcée pour le d,(0.9) pour une concentration de
25.7g 1" (age de 24.8 h). A cet instant, 'alimentation en substrat dilué est importante, diluant les
éléments minéraux dans le milieu. Pour une concentration de 31.8 g It (4ge de 26.0 h), I'alimentation
avec le substrat concentré démarre, augmentant ainsi le débit des sels d’alimentation. Dés que ceux-
ci sont percus par les cellules, le diametre des particules diminue jusqu'a ce que le d,(0.9) passe en

dessous de 6 um comme cela était le cas avant la dilution des sels par l'utilisation d’un substrat dilué.

Malgré des hypothéses fortes en termes de forme de particules, le diamétre de sphére équivalente
issu de I'estimation de d, définit bien les dimensions approximatives avancées lors de la microscopie
optique. L'analyse de I'obscuration en fonction de la concentration en biomasse montre, comme pour
la mesure d’absorbance en cours de culture, que l'indice de réfraction de la biomasse semble rester
constant au cours des cultures, et différe bien entre les deux cultures de microorganisme. Cette
mesure permet une analyse semi-quantitative des données obtenues en termes de concentration. Les
dimensions moyennes de chaque microorganisme restent en adéquation avec la microscopie optique.
Sous I'hypothése que les microorganismes aient une forme sphérique, les mesures effectuées lors
des différentes cultures permettent d'obtenir les mesures ci-dessous rassemblant les tailles
caractéristiques moyennes sur I'ensemble de la durée des différentes cultures. Les données obtenues
pour les cultures d’E. coli sont rassemblées dans le Tableau 43, alors que les données moyennes d'Y.

lipolytica sont présentées dans le Tableau 44.
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Culture | I i
dy(0.1) 0.712+0.033 | 0.616 % 0.039 O
dy(0.5) 1.061+0.022 | 1.021 +0.097 O
d,(0.9) 1.64 +0.11 2.21+0.62 O
dystSqas | 1.127+0.034 | 1.48+0.25 O

Tableau 43 : Diametre en volume d , a 10 %, 50 % et 90% de la population et diamétre volumique
moyen d 43 en [um] pour les différentes cultures d'  E. coli

On remarque que la culture | présente une dispersion des données moindre comparée a la culture Il

d’E. coli. Ceci peut s’expliquer par les concentrations de la culture | qui sont nettement plus élevées

dés le départ. La population globale de la culture a simplement été doublée au sein de I'outil

expérimental, alors que la culture Il a nécessité bien plus qu’'un simple doublement de génération.

Dans le cas de la culture I, les cellules ont eu plus de temps pour s’adapter aux conditions

hydrodynamiques de I'outil expérimental.

Culture \Y% V VI
dy(0.1) 2.48+£0.18 2.42+£0.15 2.16 £0.13
dy(0.5) 4.32+£0.93 4.03 £0.27 3.65+0.33
dy(0.9) 9.2+4.8 6.86 £ 0.78 6.6+1.2

das £ Sgas 5.1+1.8 4.40 £ 0.35 4.10+£0.51

Tableau 44 : Diamétre en volume d , a 10 %, 50 % et 90 % de la population et diameétre
volumique moyen d 43 en [um] pour les différentes cultures d' Y. lipolytica

Dans le cas des cultures d'Y. lipolytica, les valeurs moyennes des cultures V et VI semblent proches

et distinctes de la culture IV. A nouveau, la culture IV est en marge des deux autres, ce qui peut

s’expliquer par son étape de « préculture » avec une alimentation par de I'acide oléique. Dans cette

culture, la limitation en transfert de dioxygene a appliqué un stress continu aux cellules, les forgcant a

s'adapter a cet environnement. Un changement de taille par rapport aux cultures V et VI pourrait étre

un signe de I'adaptation de la cellule.

3. Morphométrie

La morphométrie permet d’augmenter le degré de précision par rapport a la granulométrie car elle
permet I'obtention d’informations pour chacune des cellules identifiées. Cette analyse morphologique
permet d'accéder a des données géométriques pour un nombre important de cellules, permettant ainsi
de les suivre et d'observer des évolutions géométriques. Le morphogranulometre (Morphologi G3S, cf.
Chapitre 11 111.B.2.a.iii Morphogranulométrie) effectue une mesure surfacique, alors que la mesure du
granulomeétre laser effectue une mesure en volume. Ainsi, les déterminations du diametre peuvent
étre comparées entre les appareils. En effet, le diamétre issu du morphogranulométre est un diamétre
en surface ds, appelé aussi diamétre du cercle équivalent, alors que le diamétre issu du granulométre
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laser est un diameétre en volume d, (cf. Chapitre Il Ill.B.2.a.ii Granulométrie laser). Nous comparerons

ces grandeurs pour la culture VI.

Le logiciel du morphogranulometre permet également d'identifier les parameétres géométriques (cf.
Chapitre Il Tableau 25 : Liste des paramétres morphologiques intégrée par le Morphologi® G3S)
ayant évolué de maniére spécifique, par une analyse statistique de type classification hiérarchique. La
visualisation des dendrogrammes pour I'ensemble des données permet de détecter, par
regroupement d'échantillons, les analyses dont le comportement (la distance statistique intra-
échantillons) se détache de I'ensemble des données (distance statistique inter-échantillon).
L'arrangement des échantillons se traduit par un certain nombre de groupes rassemblant les

échantillons répétés ou différents.

a. Comparaison de diametres équivalents

Les analyses effectuées avec le morphogranulomeétre nous permettent de pouvoir retrouver les tailles
caractéristiques des microorganismes étudiés. Les fonctions de distribution de quatre concentrations
en biomasse proches pour chacune des cultures de référence (lll et VI) sont présentées ci-dessous en
Figure 164.

8- 111-0.9 g/l = |Il-58¢/l —= I - 25.7 gl I -37.1g/l
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Figure 164 : Fonction de distribution volumique cumulée des diamétres en surface (culture 1,

E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Il est possible de remarquer que les fonctions de répartition de chaque microorganisme traduisent
bien la différence de taille entre E. coli et Y. lipolytica. De plus, la fonction de répartition de la culture

VI pour la concentration de 0.8 g I correspondant au premier préléevement, montre une légére
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augmentation moyenne de la taille des levures pour cet échantillon. Cette tendance ne s’observe pas
sur la suite de la culture VI.

Les fonctions de répartition des diamétres équivalents en surface et en volume sont ensuite
comparées pour les analyses effectuées sur les mémes échantillons. Les résultats sont représentés

en Figure 165 pour la culture VI d'Y. lipolytica.
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Figure 165 : Fonctions de répartition de la distribution volumique des diameétres équivalents d v
et d issus du granulométre laser et le morphogranulométre - (a) 25.8 g | 1 t=248h/(b)0.8gl"
1t=33h/(c)58.7g1 ™" t=329h

Les mesures obtenues avec le morphogranulometre, correspondant a un diameétre en surface, sont
systématiquement supérieures aux diamétres en volume issus du granulomeétre laser. La mesure
obtenue avec le morphogranulomeétre étant issue de la surface projetée d’'un objet, I'estimation du
diamétre équivalent en surface sera maximisée lorsque la mesure est effectuée sur un objet s’écartant
de la sphéricité. Sous l'effet de la gravité, I'objet s'orientera préférentiellement sur sa longueur,
augmentant ainsi la surface projetée moyenne, et par conséquent, I'estimation du diameétre en surface

par rapport au diameétre en volume.

307



La comparaison des diameétres moyens volumiques obtenus avec le morphogranulométre et le

granulomeétre est présentée, dans la Figure 166, en fonction de la concentration en biomasse.
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Figure 166 : Evolution du diamétre moyen volumique en fonction de la concentration en

biomasse (culture VI, Y. lipolytica )

A nouveau, on remarque que l'estimation du diametre moyen volumique en surface reste
systématiquement supérieure au diamétre moyen volumigue en volume avec un écart moyen entre les
différentes analyses effectuées au cours de la culture VI, de 0.77 £0.17 um. Cet écart s'explique par
'analyse de la surface projetée qui maximise la détermination du diamétre moyen pour les objets non
sphériques. Le Tableau 45 rassemble les valeurs moyennes de diamétre moyen volumique d,3

obtenues par le granulométre (d,) et le morphogranulomeétre (ds).

Diameétre équivalent dsas dvas
Culture Il 0.808 £ 0.051 O
Culture VI 4.89 +0.51 4.10+0.51

Tableau 45 : Diamétre moyen volumique d 43 issu de diamétres en surface ou en volume

(cultures lll, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

b. Changement morphologique chez E. coli

L'analyse morphologique avec E. coli est difficile a obtenir car le microscope optique utilisé est a la
limite de sa résolution. La mise au point, effectuée a vue, reste sensible. Cependant, le logiciel de
traitement d’'image fourni avec l'appareil permet de récupérer correctement les objets analysés
permettant ainsi de faire ressortir certaines évolutions morphologiques.
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A partir des données obtenues sur les échantillons de la culture I, on impose au logiciel de traitement
des données de trouver quatre groupes, correspondant aux quatre échantillons analysés et répétés.
Sur la Figure 167, les échantillons répétés se distinguent entre eux par une lettre (A, B ou C). Sur les
quatre échantillons analysés au morphogranulométre pour la culture lll, seuls quatre paramétres
géométriques permettent de rassembler les échantillons similaires. Seuls les échantillons de début
d’expérimentation ressortent de I'ensemble des données. La longueur, le volume de la spheére
équivalente (SE Volume), le diameétre en surface (CE Diameter) et l'aire sont les parameétres
géométriques permettant de discriminer les échantillons de début d’expérimentation (15.3 h - 0.9 g/l).
La Figure 167 montre un exemple de la classification hiérarchique ascendante obtenue avec la

largeur comme variable géométrique analysée.
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Figure 167 : Dendrogramme basé sur la largeur des cellules, issu de I'analyse de 107821 objets

détectés (culture lll, E. coli,)

Cette évolution se distingue mieux en tracant la fonction de répartition de la largeur des cellules,
comme présenté dans la Figure 168 ci-dessous.
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Figure 168 : Fonction de répartition de la largeur des cellules (culture I, E. coli) - en marron,
les échantillons de début d’expérimentation

En début de culture, les cellules doivent s’adapter rapidement a I'environnement du bioréacteur et de
la boucle de dérivation. Cette adaptation se traduit par une diminution de la largeur des cellules,
comme présenté sur la Figure 168. Cette diminution de largeur traduit une réponse physiologique de
la bactérie suite a son adaptation a I'environnement physicochimique (stress osmotique) et
hydrodynamique imposé par I'outil expérimental. Les modifications morphologiques de bactéries, suite
a un stress osmotique, sont des cas d'étude rencontrés dans la littérature comme en témoigne
'équipe de Pianetti avec A. hydrophila (Pianetti et al., 2009). De plus, au-dela des modifications
morphologiques géométriques, le stress osmotique peut également étre la cause de modifications de
la paroi cellulaire (Jydegaard-Axelsen et al., 2005), pouvant ainsi expliquer également cette Iégére

modification géométrique.

c. Changement morphologique chez Y. lipolytica

Une analyse géométrique a été également effectuée lors de la culture VI avec Y. lipolytica. Des
échantillons de linoculum ont été conservés avant que la préculture ne soit inoculée dans le
bioréacteur. La comparaison des cellules avant et aprés inoculation est présentée, sur la Figure 169,
par le dendrogramme obtenu par I'analyse des données issues de la longueur. Une classification
similaire peut étre effectuée sur les paramétres analysés suivants : I'aire, le diameétre en surface (CE
Diameter), la distance maximale, le périmétre, le volume de la sphére équivalente (SE Volume), la
largeur, la circularité, la circularité haute sensibilité, la solidité et I'écart-type de l'intensité lumineuse

des particules analysées.
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On obverse que les cellules de linoculum (présentées en bleu dans la Figure 170) voient leur
longueur diminuer aprés inoculation dans le bioréacteur. Malgré un milieu identique avant I'ajout des
cellules pour le stade IIl de préculture (cf. Chapitre II), la phase liquide a évolué sous I'action de la
croissance des cellules. Au moment de I'inoculation, la phase liquide du stade Il de préculture et le
milieu minimum du bioréacteur sont proches, mais suffisamment différents pour obtenir une réponse
physiologique détectable et quantifiable. De plus, le premier prélevement ayant été effectué 3.3 h
apres l'inoculation, les cellules ont pu commencer, voire s’adapter, a leur nouvel environnement de
croissance. Dans le cas présenté, cette modification géométrique ne peut étre expliquée que par deux
hypothéses. La premiére est un stress osmotique des cellules entre le milieu de préculture et le milieu
initial contenu dans le bioréacteur. La deuxiéme possibilité est un stress hydrodynamique lié a
'adaptation des cellules a des passages répétés au sein de la téte de pompe. Aucune séquence de
débit n’ayant été effectuée avec les cellules, I'hypothese d’'une limitation en substrat ou en transfert en
dioxygéne n’est pas possible.

De maniére a s’affranchir d'un doute lié a la préparation et la conservation des échantillons, les
analyses sur la préculture Ill ont été répétées sur différentes lames (A, B, C, D), en différentes
localisations (1, 2) de la lamelle, et pour différents temps de conservation (jusqu’'a 8 jours apres le
début des analyses sur le morphogranulometre). Cependant, ces facteurs ne sont pas discriminants,

et ne permettent pas de regrouper les essais effectués le méme jour.

Afin de détecter une possible évolution des cellules au cours de I'expérimentation, les échantillons de
début et de fin sont analysés. Dans ce cas, seuls les dendrogrammes effectués sur le parameétre
géomeétrique de solidité (cf. Chapitre Il 1ll.B.2.a.iii Morphogranulométrie et Annexe 5 : Description des
paramétres morphologiques) permettent de discriminer ces deux groupes, comme cela est présenté
dans la Figure 171.
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Figure 171 : Dendrogramme effectué sur le parameétre géométrique « solidité » de la culture VI
(nombre total de particules : 40156)

Dans ce cas, si la solidité permet de discriminer les échantillons de début et de fin d’expérimentation,
cela impligue que la forme externe se modifie avec le temps d’expérimentation. A nouveau, la
préparation de I'échantillon a été testée comme pouvant avoir un impact. Cependant, cela n'a pas été
identifié dans le dendrogramme en termes de rassemblement des échantillons pour une méme lame

utilisée. La fonction de répartition de la solidité est présentée par la Figure 172.
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Figure 172 : Fonction de répartition de la solidité (culture VI, Y. lipolytica )

La Figure 172 montre que les cellules de fin d’expérimentation ont une solidité plus élevée par rapport
a celles du début. Cela implique que I'aire convexe des cellules s’est accentuée au fur et a mesure de
I'expérimentation pour tendre vers l'aire réelle des cellules. L'allongement des cellules a diminué
impact du bourgeonnement des cellules sur la valeur de la solidité. De plus, la proportion de cellules
allongées s’accentuant, la valeur de la solidité a également augmenté, comme cela est illustré sur la

Figure 173.

< @ >
Solidité (a) < Solidité (b) <Solidité (c)

Figure 173 : Augmentation de la solidité par modification de la forme des cellules

La levure Y. lipolytica a été étudiée sur ses aspects morphologie car elle présente naturellement un
dimorphisme (Vanderwalt and Vonarx, 1980). Ce dimorphisme peut étre généré par des conditions
opératoires causant un stress (Kawasse et al., 2003). La brusque modification osmotique du milieu
suite a I'inoculation, ainsi que le stress hydrodynamique induit par la boucle de dérivation, sont autant
de facteurs physicochimiques et physiques pouvant avoir un impact sur la morphologie du
microorganisme. Dans I'étude de Kawasse, la formation d’hyphe de la levure Y. lipolytica est causée
par I'application d'un stress thermique et oxydatif (Kawasse et al., 2003). Les stress appliqués sur
cette levure par I'outil expérimental peuvent étre de type osmotique et / ou hydrodynamique. Méme si
ce dernier est minimisé par une gestion des apports les plus proches des besoins de la cellule, on
note néanmoins une modification géométrique entre I'inoculum, le début et la fin de I'expérimentation.
Par nature, la levure Y. lipolytica présente une polarité lors de sa multiplication asexuée par

bourgeonnement, que celle-ci soit sous forme ovoide ou sous forme d’hyphe (Herrero et al., 1999).
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Cette polarité indiquerait que I'évolution de la solidité schématisée sur la Figure 173 se confirme, sans

pour autant présenter un réel dimorphisme.

En conclusion, la caractérisation de taille des cellules effectuée avec le granulométre et le
morphogranulométre présente des diameétres équivalents en volume et en surface proches, mais
systématiquement différents. Sur la culture VI d'Y. lipolytica, on remarque que le diamétre en surface,
issu du morphogranulomeétre, est plus élevé que le diameétre en volume, provenant du granulomeétre.
Les parameétres géométriques pouvant traduire un changement morphologique drastique, tel que le
rapport d'aspect (cf. Chapitre Il Tableau 25 : Liste des parametres morphologiques intégrée par le
Morphologi® G3S) n’'ont pas été détectés comme étant des paramétres évoluant significativement au
cours de la culture. Les modifications morphologiques détectées sur I'évolution de la largeur des
cellules d’E. coli, ou I'évolution de la longueur, entre autres, observé chez Y. lipolytica, montrent que la
culture subit un léger stress, mais ne présente pas d'importante évolution morphologique pouvant
modifier drastiquement les propriétés du milieu.

Il semble néanmoins que I'inoculation produise un stress osmotique forcant les cellules a s’adapter a
la dilution du modt dans le nouveau milieu. Concernant I'évolution entre début et fin de culture, I'outil
expérimental applique un stress continu sur les cellules, et [lidentification d'une évolution
morphologique malgré une culture effectuée dans des conditions d'alimentations en substrats
maitrisés, impligue une réponse physiologique s’apparentant a un début de dimorphisme pour la
levure Y. lipolytica. Néanmoins, cette réponse physiologique reste faible par rapport au potentiel
d’évolution indiqué dans la littérature (Herrero et al., 1999). Il est donc possible de considérer que

'impact de I'outil expérimental est faible, sans le considérer pour autant comme négligeable.
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B. Analyses physico-chimiques sur la biomasse et le
surnageant

Dans le Chapitre IV, nous avons vu qu’une proportion importante de gaz est comprise dans le moQt
lors de sa caractérisation in situ. De plus, le suivi de la conductivité électrique indique des allures
opposées selon la culture considérée. Pour la majorité des cultures, les sels semblent
progressivement consommeés (culture |, I, Il et VI), mais cette évolution n’est pas systématique
comme cela a été remarqué pour les cultures IV et V (voir Chapitre IV 111.B.2 Conductimétrie en ligne).
Il est donc intéressant de mieux appréhender I'impact des especes chargées sur le suivi de la

conductivité électrique, et sa possible contribution dans l'incorporation d’'une phase gaz dans le modt.

Une caractérisation hors ligne des phases est nécessaire afin de détecter la contribution de la phase
solide représentée par la biomasse, et de la phase liquide, représentée par le surnageant du milieu de
culture. La mesure du potentiel zeta des cellules nous informera d’une contribution de la biomasse a
la mesure de la conductivité électrique. La mesure de la pression osmotique et de la force ionique
nous informeront sur la dynamique globale d'évolution des especes chargées en solution afin de

savoir si leur contribution sont en adéquation avec les mesures effectuées en ligne.

1. Potentiel Zeta de la biomasse

La caractérisation des cellules s’est donc poursuivie par une estimation du potentiel zeta de la surface
des cellules. Ce parameétre, s'il se modifie au cours de la culture, peut intervenir sur la dynamique
observée sur les mesures de conductivité électrique. Les valeurs obtenues ne représentent pas une
information absolue sur la valeur réelle en cours de culture car le milieu de culture et le pH différent
des conditions de I'analyse. Néanmoins, elle permet de détecter une possible évolution au cours de la
culture. De maniére a pouvoir comparer les valeurs entre les cultures, les cellules ont subi une

préparation identique. Les résultats sont représentés dans la Figure 174.
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Figure 174 : Potentiel Zeta en fonction du temps (culture 111, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Malgré des écarts-types importants, on observe une distinction nette du potentiel zeta moyen entre E.
coliavec -47.9 + 1.8 mV et Y. lipolytica avec -28.98 + 0.86 mV. De plus, le suivi temporel nous informe
gue le potentiel zeta ne semble pas ou peu modifié au cours du temps, malgré le peu de données
pour la culture lll. Le comparatif permet d’observer qu’E. coli présente une charge de surface plus
prononcée qu'Y. lipolytica. Cette différence pourra étre mise en avant pour expliquer des différences
rhéologiques entre ces deux types de culture. Pour la suite de la discussion, nous retiendrons que le

potentiel zeta de chacune des cultures reste globalement constant.

2. Pression osmotique du surnageant

La pression osmotique est la pression nécessaire pour empécher la pénétration de I'eau dans un
compartiment a travers une membrane rigide semi-perméable (perméable a I'eau mais pas aux ions).
Ainsi, sa mesure dans la phase liquide permet de nous apporter une information supplémentaire
concernant la quantité globale d’'ions présents dans la phase liquide, en posant I'hypothése que
seules les espéces inorganiques contribuent a I'évolution de la pression osmotique mesurée. Lors des
cultures, la phase liquide (surnageant) a été rapidement séparée de la phase solide pour chaque
prélevement de maniére a analyser, post expérimentation biologique, les pressions osmotiques
(Figure 175).
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Figure 175 : Pression osmotique en fonction du temps (culture I, E. coli -culture VI, Y.
lipolytica )

Pour les deux cultures, malgré une précision de + 5 mOsm kg™ pour chaque échantillon analysé, nous
observons une diminution globale de la pression osmotique du milieu. Cette baisse continuelle est
plus prononcée pour la culture Il d’E. coli. Cependant, méme si la dynamique est plus faible pour la
culture VI, la tendance observée semble de moindre amplitude, tout en étant similaire a celle de la
culture 1l (le premier point de la série d’analyse a 8.6 h semblant aberrant).

Si I'on considére le modéle de Vant'Off, adapté pour les solutions diluées, la pression osmotique est
proportionnelle a une concentration en soluté. Or, si la mesure de pression osmotique au cours du
temps indique une diminution, il semble que le milieu s’appauvrit en espéces ioniques. De maniére a
confirmer cette derniére remarque, la pression osmotique sera complémentaire de la force ionique

pour indiquer I'évolution de la teneur en sel dans le surnageant.

3. Force ionique

La force ionique du surnageant est déterminée en effectuant la quantification des différentes espéces
chargées inorganiques présentes dans le surnageant a partir de dosages en ICP-MS. Ces espéces
sont initialement présentes dans le milieu minimum, et apportées en continu par I'alimentation en sels.
La quantification de chacune des espéces permet de calculer la force ionique du milieu selon
I'Equation 135.

_15 2
_E;ci 54

Equation 135 : Expression de la force ionique
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Le cumul des concentrations pondérées de leur charge permet de calculer un coefficient de variation
moyen pour chaque point déterminé de 13 %. La représentation de la force ionique au cours du temps
est présentée, pour les cultures Il et VI, sur la Figure 176.
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Figure 176 : Force ionigue du surnageant en fonction du temps (culture 111, E. coli - culture VI,
Y. lipolytica )

A nouveau, comme pour la pression osmotique, on observe une diminution moyenne de la force
ionique au cours du temps pour les cultures Ill et VI. Au contraire de la mesure de pression osmotique
ou les composés chargés ne sont pas les seuls a intervenir sur cette grandeur, la méthodologie
employée pour la détermination de la force ionique ne contient pas ce biais possible. Seuls les
composés inorganiques et chargés peuvent modifier cette grandeur. La similitude des dynamiques
obtenues pour la pression osmotique et la force ionique confirme I'appauvrissement des milieux en

éléments salins au cours des cultures.
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C. Analyses chimiques

Plusieurs analyses chimiques (composition élémentaire, cendres et protéines) ont été réalisées.
L'objectif est de caractériser la physiologie du microorganisme, mais également de conforter la
pertinence des mesures physiques en ligne en démontrant que la biomasse reste homogéne au cours
de la culture. De maniére a poursuivre I'analyse des résultats in situ, la caractérisation de la biomasse

est approfondie sur des aspects plus spécifiques.

Une analyse élémentaire de la composition des cellules a été effectuée pour vérifier que celle-ci
n'évolue pas vers une composition spécifique en lien avec une adaptation possible au sein de I'outil
expérimental. Le suivi de la composition élémentaire Azote/Carbone permet également de détecter

une possible évolution.

Pour conforter et compléter I'analyse élémentaire de la biomasse, les protéines totales sont dosées
dans la biomasse et dans le surnageant. Les résultats sont présentés sous la forme d’'une teneur
protéique. Il est alors possible de détecter la présence d'une lyse cellulaire s’il y a une augmentation

de ce ratio au cours de la culture.

Enfin, une mesure des cendres est effectuée de maniére a suivre la composition de la cellule en
éléments inorganiques. L'intérét de cette derniére analyse est de vérifier la consommation de sel par
le microorganisme, et de s’assurer que celle-ci est constante au cours de la culture. Cette vérification
apportera des éléments de réponse sur le suivi de la conductivité électrique en ligne, en lien avec la

mesure de la pression osmotique et de la force ionique du surnageant.

1. Composition élémentaire

La composition élémentaire consiste a déterminer les proportions de carbone, hydrogene, oxygéne et
azote présentes dans la biomasse. La Figure 177 illustre la masse molaire de la biomasse [g Cmol'l]

et le rapport élémentaire N/C [/] durant les cultures Il et VI.
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Figure 177 : Masse molaire de la biomasse en [Cmol] et rapport élémentaire intracellulaire N/C
[/] en fonction du temps (culture 1ll,  E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

La masse molaire de chaque culture présente une variabilité importante entre les points de mesure,
malgré une précision garantie par le prestataire de 0.3 % pour chaque analyse effectuée. Ces
mesures ne permettent pas de conclure a une évolution significative de la masse molaire. Sous
I'hypothése d’une constance de la composition cellulaire, les bactéries de la culture Il (E. coli) ont une
composition élémentaire moyenne de CHjg1700.404No222 COrrespondant a une masse molaire de
23.42 g Cmol™. Concernant les levures de la culture VI avec Y. lipolytica, on obtient une composition
élémentaire moyenne de CH;g4800575N0.163 COrrespondant a une masse molaire de 25.36 g Cmol™.
Néanmoins, méme si la variabilité inter-mesures est élevée sur la masse molaire, on observe que le
rapport azote / carbone (N/C) dans la biomasse suit une tendance a I'augmentation pour la culture VI.
La composition élémentaire de la biomasse semble bien suivre une évolution, méme si la
caractérisation et le suivi de ce changement restent difficiles a prouver. Rappelons que dans le cadre
d'une analyse élémentaire de l'azote, celui-ci est dosé intégralement, sans distinction de l'azote
organique (par exemple les protéines) et minéral.

Globalement, on retiendra de cette analyse que la précision des mesures et la variabilité des mesures
obtenues ne permettent pas de mettre en évidence une dérive significative de ces grandeurs de la

composition élémentaire des cellules des cultures Il et VI.

2. Protéines

La Figure 178 rapporte, pour les cultures Il et VI, I'évolution des rapports protéines du surnageant /

concentration en matiére séche et protéines dans le surnageant / protéines dans la biomasse.
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Figure 178 : Ratios des concentrations en protéines présentes dans le surnageant par rapport
a la concentration en biomasse, et de la quantité de protéine dans le surnageant par rapport a
la quantité de protéine dans la biomasse

Quelle que soit la culture, on observe une diminution des différents ratios suivis au cours du temps. La
diminution de chacun des ratios indique que la proportion de protéines dans le surnageant diminue
plus rapidement que la croissance des microorganismes. Ceci indique que les cellules ne sont pas
perturbées au cours de leur croissance par la boucle de dérivation. Cela semble étre vérifié pour les
deux cultures. Cependant, pour la culture 1ll, on note une stagnation des ratios a partir de 47 h, soit
plusieurs heures avant I'étape de diminution de I'activité cellulaire. A partir de 45.5 h, la température a
été régulée avec un degré en moins (36 C) par rapp ort a la consigne initiale de 37 C. A partir de cet
instant, et jusqu’a la fin de la croissance, on observe que les différents ratios semblent s'étre
stabilisés.

Globalement, ces différents ratios diminuent pour atteindre, a concentration en biomasse plus élevée,
une valeur faible constante. On peut donc conclure que, au cours des cultures, il n’y a pas de lyse des
cellules induite par le passage répété a travers la boucle de dérivation, tout au moins dans une

proportion qui soit détectable par un dosage de protéine.

3. Teneur en cendre
En complément a l'analyse élémentaire, nous quantifions le taux de cendres (minéraux) contenues
dans la biomasse comme le rapporte la Figure 179. Cette teneur nous permet d’une part de compléter
les informations sur la composition élémentaire de la biomasse, la physiologie du microorganisme en
cours de culture, et d'autre part d’obtenir des informations sur un stockage hypothétique de sels dans
la biomasse par rapport a ceux présents dans le milieu initial (apportés par la solution saline

d’alimentation).
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Figure 179 : Teneur de la biomasse en éléments inorganiques [g 100g « '] en fonction du temps
(culture 1ll, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

L'incertitude associée a cette analyse est directement fonction de la concentration en biomasse
présente, et réveéle une erreur maximale de 0.3 % sur les pourcentages obtenus. Ainsi pour les faibles
concentrations en biomasse, X <1g I, ces valeurs sont & considérer avec précaution. Pour les
cultures Il et VI, nous observons ainsi une diminution de la teneur en cendres en fonction de la
concentration en biomasse. Cependant les taux de cendres considérés tendent a atteindre des
valeurs de l'ordre de 8.5a10g 1009><'1 pour E.coli et Y. lipolytica. La variabilité inter-mesures pour les
débuts de culture implique un biais important par les faibles masses mesurées et ne permet pas de
conclure sur une évolution de la teneur en cendres au cours des cultures. Par conséquent, nous

considérons que les cendres sont maintenues constantes au cours des cultures Il et VI.

Conclusion

L'ensemble des analyses effectuées a permis d’identifier des paramétres physiques ou physico-
chimiques constants, pouvant étre exclus des discussions sur la compréhension des dynamiques
observées in situ pour les cultures Il d’E. coli et VI d'Y. lipolytica.

Les analyses physiques permettant la détermination de taille des cellules ont permis d’identifier une
Iégére évolution en fonction de la conduite, mais on conclura tout de méme que celle-ci reste
globalement constante. De méme, le suivi de la morphologie a permis d’identifier des changements
sur certains paramétres géométriques par comparaison de cellules dans des stades de culture bien
distincts (préculture, début et fin d’expérimentation). Cependant, ces modifications restent mineures
par rapport aux modifications morphologiques recensées dans la littérature (Herrero et al., 1999;
Pamboukian and Facciotti, 2005; Sinha et al., 2001).
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Les analyses physico-chimiques n’ont pas permis de détecter une évolution, au cours de la culture, du
potentiel zeta des cellules. Par contre, la mesure de la pression osmotique et de la force ionique
fournissent des résultats cohérents entre eux, et tendent, pour les cultures Ill et VI, & montrer un
appauvrissement des milieux en espéces chargées.

Enfin, les analyses chimiques n’ont pas permis d'identifier une évolution significative de la biomasse
en termes de proportion de cendres ou de composition élémentaire au cours des cultures. Cependant,
le dosage des protéines intra et extra cellulaire a permis de vérifier que les cellules, parallélement a
leur croissance, ne semblent pas lyser, comme on aurait pu le craindre suite aux passages répétés
dans la boucle de dérivation.

Ces différents résultats doivent maintenant étre confrontés aux dynamiques in situ observées afin de

mieux appréhender les phénomeénes physiques mis en jeux au sein de I'outil expérimental.
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II. MASSE VOLUMIQUE

A. Suivi en ligne et hors ligne

La description de I'évolution temporelle de la masse volumique enregistrée sur I'outil expérimental a
été effectuée au Chapitre IV. Nous allons procéder a une analyse plus précise de la dynamique
observée. L'une des hypothéses mises en avant pour expliquer l'allure de la masse volumique du
mo(t est I'impact de la biomasse. Pour cela, la masse volumique enregistrée en ligne est comparée a
'analyse hors ligne de celle-ci. L'analyse hors-ligne permet de suivre le moQt sans la phase gazeuse
présente sur la boucle de dérivation. La masse volumique en ligne prend I'expression de 'Equation
136.

enligne _ mo(t modit mo(t
pmoﬂt - psolide—liquide |:((psolide + (pliquide)+ pgaz l:((pgaz )

Equation 136 : Masse volumique du mo(Qt en ligne

V,

hors-ligne _ "solide-liquide

Au sein de I'Equation 136, on considérera Psolide—tiquide = Pmoat ~ + Psolide—tiquide — , et Pga; SEra

total
assimilé & p,,. De plus, @ symbolisant la fraction volumique de cette matrice triphasique, 'Equation
137 imposera la condition :
Plide + Pauice + g =1

Equation 137 : Somme des fractions volumiques des différentes phases du modt

Les différentes mesures de masse volumique sont représentées en fonction de la concentration en
biomasse dans la Figure 180. La concentration en biomasse est obtenue a partir d'un lissage des
valeurs de concentrations obtenues avec les mesures de concentration en matiere seche de la

biomasse.
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Figure 180 : Masse volumique en fonction de la concentration en biomasse pour les cultures llI
et Vi

Tout d'abord, les mesures en ligne semblent montrer un seuil en concentration au-dela duquel la
masse volumique en ligne diminue brusquement. Plus précisément, pour les deux cultures, on
observe trois étapes. La premiére correspond a un modt non perturbé par la présence de cellules. Il
sera pris en référence pour I'analyse de 'augmentation de la phase gazeuse. Une seconde étape
montre une lente perturbation, accompagnée d'une augmentation de la variabilité des mesures en
ligne et d'une petite diminution des valeurs moyennes enregistrées. Enfin, la derniere étape est
marquée par une brusque diminution des valeurs de masse volumique enregistrées par l'outil
expérimental. Au final, il semble que ce soit deux seuils, et non un seul, qui permette de décrire cette

évolution. Les valeurs identifiées pour les cultures 11l et VI sont rassemblées dans le Tableau 46.

Expérimentation Seuil 1 [g | '1] Seuil 2 [g | '1]
Il - E. coli 2.8 24.6
VI - Y. lipolytica 4.3 33

Tableau 46 : Seuils de biomasse identifiés sur I'analyse de la masse volumique en ligne

Parallelement, les mesures hors ligne montrent deux tendances différentes en fonction du
microorganisme utilisé. Dans le cas de la culture VI avec Y. lipolytica, on observe une augmentation
continuelle de la masse volumique du modt exempt de sa phase gazeuse (Psoiide-iquide). POUr la culture
[l d’E. coli, on observe une diminution, suivie d’'une augmentation lors des analyses hors ligne de la
masse volumique. La diminution s’explique par une réaction des cellules suite a I'appauvrissement du

milieu en élément minéral. Au minimum observé, le bioréacteur commence a étre alimenté avec un
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substrat concentré, ainsi qu’un apport plus important en sel. La masse volumique des cellules se

modifie de maniére a s’adapter a leur environnement.

B. Discussion sur I'analyse hors ligne

L'analyse plus approfondie des valeurs de masse volumique obtenues nous impose de considérer les
échantillons comme une suspension solide-liquide. En ce sens, I'expression de la fraction volumique
de I'échantillon prend la forme de 'Equation 138.
suspension suspension _
Dcoiige T Piiguide =1

Equation 138 : Somme des fractions volumiques du modt hors ligne

La suspension cellulaire se compose de différents éléments, schématisés dans la Figure 181.

suspension € Vit
(pliquide Vliquide 0

suspension
(psolide

Vs ’ Biomasse hydratée - Xy

Biomasse anhydre - Xys

Figure 181 : Représentation schématique d'un échantillon de moQt apres prélévement du

bioréacteur

Dans un volume d’échantillon de suspension cellulaire nommé V,,;, deux phases sont a considérer. La
premiére phase est la phase liquide. Elle est décrite par sa fraction volumique (pﬁ;jﬁ'fe”s“’” et sa masse

volumique p;,,q4 - La seconde phase est la phase solide, symbolisée par la biomasse X. Elle est

suspension
solide

caractérisée par sa fraction volumique @ et son volume Vg . La phase solide est

décomposée en deux espéces : la biomasse hydratée Xy (cercle en trait plein), caractérisée par sa
masse volumique p, . Elle integre le pourcentage massique en eau de la cellule a, ainsi que la
matiére séche de celle-ci. Si I'on considére uniquement la matiére séche de la biomasse (cercle en
pointillé, intérieur ray€), on parlera de biomasse anhydre Xys, caractérisée par sa masse volumique
Px,s -

A partir de la masse volumique hors ligne et de la concentration en matiere séche de la biomasse, on
obtient 'Equation 139. Le détail de ces calculs est reporté en Annexe 14 : Détermination de la masse

volumique de la biomasse.

hors-ligne _ pXH _ pliquide _
mofit I D(MS + pliquide - asuspension |:)(MS + pliquide

Pxys  Pxys

Equation 139 : Masse volumique hors ligne
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Expérimentalement, a partir de la détermination du coefficient directeur asspension €t de l'ordonnee a
l'origine pPrquices il €St possible de déterminer la masse volumique de la biomasse séche Xus par
I'Equation 140, et de la biomasse humide X, réellement présente dans le bioréacteur par 'Equation
141.

Piiquide
1

1-a - asuspension

Px,s =

Equation 140 : Masse volumique de la biomasse anhydre

_ Piiquide
1 - asuspension qu - G)

Equation 141 : Masse volumique de la biomasse hydratée

Px,

La représentation de la masse volumique hors ligne sur une échelle linéaire de concentration en
biomasse nous permet de distinguer des gammes de concentration ou une régression linéaire est

possible. Les deux tableaux ci-dessous nous informent sur les résultats des régressions linéaires

hors-ligne — f

appliquées pour des plages de biomasse ou la relation p g (X) est linéaire. Le Tableau 47

présente les résultats de la régression linéaire obtenus pour la culture Il avec E. coli.

Bsuspension [/ Piguce [917] R[] n[] X[g 1]
0 1009.30 / 2 0.72<X<0.95
-0.5329 1009.82 0.9859 8 0.95< X <3.46
0.2309 1006.85 0.9876 4 438<X<9.75
0.1094 1008.10 0.9959 5 9.75<X<31.1
Tableau 47 : Régression linéaire des données de masse volumique hors ligne (culture lll, E.
coli)

Le Tableau 47 montre que, malgré un nombre limité de prélevements n, il est possible de traduire des
plages de concentration en biomasse avec un coefficient de corrélation R acceptable. La régression
linéaire nous permet d’avoir accés aux masses volumiques de la biomasse hydratée et anhydre. De
plus, il est possible de déterminer des concentrations critiques physiques qu'il est possible
d’atteindre’. Sous I'hypothése d’'une morphologie sphérique des cellules avec un arrangement type
cubique faces centrées (CFC), la fraction volumique solide serait fixée a @ige = 0.74. Les
concentrations critiques maximales Xcrc sont alors calculées pour la fraction volumique de 0.74. Les
données obtenues pour la culture Il d’E. coli sont rassemblées dans le Tableau 48 pour des teneurs

en eau o extrémes de 0.6 et 0.9.

! La détermination de la concentration critique ne prend pas en considération la possibilité

physiologique des cellules cultivées.
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Age [h] pxus [0 17] pxii [917] Xere [917]
al/] 0.6 0.9 0.6 0.9 0.6 0.9
11.1<t<15.3 403.7 100.9 1009.3 1009.3 298.7 74.7
153<t<32.9 332.9 95.9 832.3 958.7 246.4 70.9
348<t<41.4 443.7 103.1 1109.3 1030.6 328.4 76.3
41.4<t<52.0 421.6 101.9 1054.2 1019.2 312.1 75.4

Tableau 48 : Masse volumique et concentration critique en microorganisme déduite (culture 111,
E. coli)

On observe qu’en fonction des phases de I'expérimentation, le microorganisme module sa masse
volumique. Le passage d’'un substrat dilué a un substrat concentré a 34.1 h reste un facteur modifiant
significativement le microorganisme. En effet, la masse volumique des microorganismes passe d’'une
valeur légérement en dessous de la masse volumique de la phase liquide a une valeur nettement
supérieure a celle de I'eau. Evidemment, la teneur en eau des cellules n’étant pas connue, I'amplitude
des modulations peut étre amortie par une modification de cette teneur en cours de culture.
Cependant, au regard des valeurs extrémes de pourcentage d’eau intracellulaire de 60 et 90 %,
I'évolution semble se confirmer. Toutefois, méme si I'hypothése d’'un arrangement cubique faces
centrées des cellules dans le bioréacteur n'est pas réaliste, il parait peu probable que le pourcentage
d’eau dans les cellules d’E. coli soit de 90 %, la concentration critique ayant été dépassée lors de la
culture 1.

Le Tableau 49 présente les résultats de la régression linéaire obtenue pour la culture VI avec Y.

lipolytica.
a[/] Piguice [917] R[] n[/] X[g ]
0.2226 1004.26 0.9994 2.35<X<8.23
0.5078 1001.72 0.9948 8.23<X<20.34
0.1647 1008.84 0.9779 20.34 < X < 58.65
Tableau 49 : Régression linéaire des données de masse volumique hors ligne (culture VI, Y.
lipolytica )

A nouveau, on observe que les régressions linéaires effectuées sont tout a fait acceptables au vu des
coefficients de corrélation associés qui sont supérieurs a 0.95. Malgré le faible nombre d’échantillons
par régression, il est encore possible de traduire une tendance sur I'ensemble de la culture VI. Les
résultats de masses volumiques et de concentration critique en biomasse sont estimés pour une

teneur en eau o de 0.6 et 0.9. lIs sont rassemblés dans le Tableau 50.
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Age [h] pxus [0 17] pxii [917] Xere [917]

a /] 0.6 0.9 0.6 0.9 0.6 0.9
11.0<t<18.7 440.9 102.7 1102.4 1027.1 326.3 76.0
18.7<t<23.6 502.8 105.3 1257.0 1055.3 372.1 78.0
23.6<t<32.9 432.0 102.6 1080.0 1025.7 319.7 75.9

Tableau 50 : Masse volumique et concentration critique en microorganisme déduite (culture VI,

Y. lipolytica )

La culture VI s’est effectuée avec une conduite permettant une croissance deux fois plus rapide des
microorganismes par rapport a la culture Ill. L’échantillonnage n'ayant pas pu étre effectué pour la
mesure de la densité hors ligne avant 11.0 h, nous ne pouvons pas comparer les deux cultures pour
savoir si la tendance a la diminution de la masse volumique hors ligne est également observée sur la
culture VI avant I'alimentation par un substrat concentré. L’alimentation du bioréacteur avec un débit
physiquement réalisé de substrat concentré et de sels s’effectue a partir de 12.1 h. Ces apports
suivent un débit exponentiel jusqu’a 26.0 h. Ensuite, un débit constant est fixé de maniére a gérer le
volume de liquide dans le bioréacteur.

Si I'on considére une teneur en eau a des cellules constante au cours de I'expérimentation, il est alors
possible d'observer plusieurs tendances. Au cours de I'alimentation par un débit exponentiel, on peut
observer deux phases avec des masses volumiques de biomasse distinctes. Ces phases tendent a
indiquer, a nouveau, la présence de deux seuils de concentration. Sur le méme principe de I'évolution
de la masse volumique sur I'outil expérimental, on observe une masse volumique hors ligne distincte
et plus élevée sur I'age de culture entre 18.7 et 23.6 h par rapport au début de I'expérimentation. Au-
dela de 23.6 h, on observe une diminution de la masse volumique des cellules. La variabilité des
mesures sur cette étape ne nous permet pas de savoir si cette nouvelle modification est induite par le
passage, a 26.0 h d’expérimentation, a un débit constant en substrat et en sels. Si ce changement de
masse volumique n’est pas induit par le changement de consigne des alimentations, le second seuil
de concentration en biomasse correspond a une modification des propriétés de surface de la
biomasse permettant au microorganisme un accroissement considérable d'incorporation de la phase

gaz dans le moQt.

C. Comparatif

Dans la littérature, la détermination de la masse volumique des cellules (p, ) est souvent effectuée

par une centrifugation isopycnique des cellules sur une matrice permettant une migration des cellules
en fonction de leur masse volumique. Cependant, méme si I'analyse est effectuée rapidement, le
risque de dénaturation des cellules reste élevé, malgré certaines précautions prises telles que le
réajustement de I'osmolarité de la matrice utilisé. Dans I'étude de Baldwin et ses collaborateurs, une
corrélation entre l'augmentation de I'osmolarité du milieu utilisé et I'augmentation de la masse
volumique de cellules de E. coli (Baldwin et al., 1995) est mise en évidence. Selon ces auteurs,
l'augmentation de la masse volumique des cellules indiquerait une diminution de leur hydratation (ou
teneur en eau a). Les résultats du précédent paragraphe montrent clairement que cela est le cas.
Cependant, dans le cas de la culture Ill, I'évolution de l'osmolarit¢é de la phase liquide reste
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indépendante de la masse volumique de la biomasse hydratée. En effet, alors que la pression
osmotique diminue continuellement sur 'ensemble de la culture Ill, on remarque que I'estimation de la
masse volumique de la biomasse hydratée dépend de I'historique de la culture plutét que de
I'évolution de la pression osmotique. De plus, le changement de I'osmolarité du milieu s’effectuant
progressivement, les cellules ne doivent pas subir de choc osmotique. Si cela est le cas, la masse
volumique des cellules évoluerait en réponse a ce choc, comme cela est indiqué dans I'étude de
Baldwin (Baldwin et al., 1988). L'équipe de Kunitschek vient conforter I'existence d'une masse
volumique dépendant de I'historique de I'expérimentation. En effet, dans leur étude, ils montrent que
la masse volumique des cellules de E. coli reste constante autour d’'une valeur de 1083.2 + 1.4 kg m
qguel que soit le taux de croissance des cellules (Kubitschek et al., 1983). En croissance exponentielle,
ils parviennent a une conclusion similaire sur la levure Schizosaccharomyces pombe, avec une valeur
de masse volumigue moyenne de 1094.50 + 0.37 kg m* (Kubitschek and Ward, 1985). Ils notent que
la valeur moyenne de la masse volumique de la levure S. pombe se modifie si celle-ci passe d'une
phase exponentielle & une phase stationnaire. De plus, Martinez-salas et ses collaborateur notent que
la masse volumique instantanée de la cellule se modifie en suivant le cycle cellulaire, mais reste
toujours centrée autour d’une valeur moyenne constante de 1109 +6 kgm™ pour E. coli K12
(Martinez-salas et al., 1981). Baldwin et Kubitschek ont observé ce phénoméne sur la levure S.
cerevisiae et ont corrélé le phénoméne a la formation du bourgeon sur la levure mére (Baldwin and

Kubitschek, 1984), comme présenté dans la Figure 182.
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Figure 182 : Cycle de la masse volumique cellulaire de S. cerevisiae Y55 (Baldwin and

Kubitschek, 1984)
Baldwin et Kubitschek montrent que la division cellulaire modifie la masse volumique de la cellule au

cours de sa division, tout en conservant une masse volumique moyenne de 1112 + 10 kg m™ au cours
d’une croissance exponentielle (Baldwin and Kubitschek, 1984). Les travaux plus récents de Bryan et
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ses collaborateurs confirment la variation de la masse volumique des levures en fonction de leur
bourgeonnement, avec une masse volumique moyenne de 1102.9 £ 2.6 kg m* (Bryan et al., 2009).

Dans notre cas, la détermination de la masse volumique cellulaire semble constante, sur plusieurs
plages horaires d'une méme expérimentation. En fonction de I'historique subi par les cellules dans
I'outil expérimental, celles-ci auront une masse volumique proche voir [égérement inférieure a celle de
'eau lors de l'alimentation avec le substrat carboné dilué. Cette alimentation diluera les éléments
inorganiques dans le milieu, faisant également diminuer I'osmolarité du milieu. Cependant, les
alimentations du milieu s’effectuant par des débits exponentiels, les masses volumiques des cellules
sont alors maintenues constantes, comme indiqué dans les précédentes études (Baldwin and
Kubitschek, 1984; Baldwin et al., 1995; Kubitschek et al., 1983; Kubitschek and Ward, 1985). Dans
ces conditions, les changements sont plutét attribués a des seuils de concentration ou d'autres
parametres physiques (enregistrés par I'outil expérimental) interferent de maniére plus prononcée sur

le modt (pertes de charges, fraction gaz dans le mo(t).
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[Il. EVOLUTION DES ESPECES CHARGEES

La confrontation des analyses hors ligne telles que les mesures de pression osmotique, de force
ionique, du potentiel zeta et de teneur en cendres, avec la mesure de la conductivité électrique en
ligne nous permet de suivre I'évolution des espéces chargées dans le mo(t.

En complément a la mesure de conductivité électrique qui est une réponse intégrée sur 'ensemble du
mo(t (phase solide, liquide et gaz), les analyses hors ligne permettent une caractérisation plus fine de
la suspension cellulaire sans la phase gaz. La phase solide (biomasse) est caractérisée par le
potentiel zeta des cellules et sa teneur en élément inorganique, alors que la phase liquide
(surnageant) I'est par sa pression osmotique et sa force ionique.

Nous savons également que le caractére multiphasique du modt, et plus particulierement la présence
d’'une phase gaz (isolant électrique), est susceptible d'affecter la conductivité électrique. En intégrant
les diverses informations, nous traduirons le comportement global des espéces chargées présentes et

intervenant sur les changements des propriétés physiques du mo(t.

A. Bilan des analyses hors ligne

Les analyses hors ligne permettent d'identifier des paramétres constants pouvant étre écartés dans
notre discussion. Tout d’abord, le potentiel zeta des cellules semble constant sur la durée des cultures
lll et VI. Ces derniéres sont prises en référence car les conduites de cultures y sont parfaitement
maitrisées. Les dynamiques des signaux de conductivité électrique sont alors régies par I'évolution
d’autres parameétres qui sont a prendre en considération. Les teneurs en cendres des cellules
semblent également constantes, écartant I'’hypothése d’'une accumulation ou dilution des éléments
inorganiques présents dans les cellules. Cet aspect est également confirmé par l'analyse de la
composition élémentaire qui ne présente pas non plus d'évolution significative. En revanche, les
mesures de pression osmotique et de force ionique présentent toutes deux des dynamiques
analogues a la conductivité électrique in situ. La dynamique de la mesure de la conductivité électrique
semble alors directement liée aux espéces ioniques présentes dans la phase liquide, en lien avec la
vitesse de consommation et le flux intrant des sels.

B. Suivi de la dynamique in situ

Expérimentalement, nous avons accés a plusieurs informations relatives aux sels sous la forme de
charges libres en solution car les analyses hors ligne n'ont pas détecté de modification de stockage
au niveau de la biomasse. Il est alors possible de considérer les points suivants :
» L'apport total de sels (Osmol) lié a la concentration initiale du milieu salin et au flux de sels
d’alimentation,
» La quantité de sels incorporée dans la biomasse,
» La pression osmotique et la force ionique permettant de traduire la concentration en sel du
surnageant,
» La conductivité électrique en ligne du milieu dans sa globalité (biomasse + surnageant + gaz).
Dans le Chapitre 1V (cf. 1ll.B.2 Conductimétrie en ligne), nous avons montré des évolutions similaires

mais singulieres de la conductivité électrique en ligne pour les cultures Il et VI. En représentant la
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variation de conductivité en fonction de la biomasse, nous observons lors de I'alimentation avec le
substrat dilué (apport en sels négligeable) une décroissance de la conductivité électrique. Cette
diminution est directement proportionnelle a la concentration en biomasse traduisant la vitesse
spécifiqgue de consommation des sels lors de la culture a taux de croissance constant.

Lors de l'alimentation avec le substrat concentré (apport en sels), il apparait deux zones clairement
identifiables. La premiére zone traduit une évolution proportionnelle de la biomasse et de la différence
de conductivité avec une diminution du coefficient directeur du fait du flux de sels apporté. Le milieu
s'appauvrit moins rapidement en espéces chargées. En revanche, la seconde zone, correspondant
aux concentrations en biomasse les plus élevées, démontre une augmentation du coefficient directeur
(zone entourée sur la Figure 183 pour E. coli, et sur la Figure 184 pour Y. lipolytica).

Nous savons que la conductivité électrique est une grandeur proportionnelle a la concentration en
charge libre et inversement proportionnelle a la viscosité. De méme, le caractere multiphasique du
modt, et plus particulierement la présence d'une phase gaz (mauvais conducteur électrique) est
susceptible d’affecter la conductivité électrique du modQt.
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Figure 183 : Conductivité électrique et variation de conductivité électrique in situ en fonction

de la concentration en biomasse (culture IlI, E. coli)
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de la concentration en biomasse (culture VI, Y. lipolytica )

Les mesures de pression osmotique et de la force ionique confirment qu’il y a, sur toute la durée des
expérimentations, un appauvrissement en espéces chargées que l'on peut assimiler a des sels.
Indépendamment de la vitesse de consommation de sels, il est possible d’émettre deux hypothéses
afin d’expliquer cette rupture pour les fortes concentrations en biomasse. Soit cette rupture est en lien
avec l'augmentation de la viscosité apparente du mout, soit c’est la résultante de 'augmentation de la
fraction gaz. Or, dans le Chapitre IV (cf. 1ll.B.2 Conductimétrie en ligne), les mesures de conductivité
électrique ont été corrigées sous l'appellation de conductivité électrique équivalente. Cette grandeur
traduit une conductivité électrique, corrigée de la diminution mesuré induite par la fraction gaz, en
considérant que la fraction volumique de gaz présent fait diminuer de la méme proportion la valeur de
la mesure. Or, cette correction ne modifie pas I'allure (non présenté dans ce travail), et conserve le
décrochement observé sur la Figure 183 et Figure 184. L’hypothése de I'impact de 'augmentation de
la viscosité sur la conductivité électrique in situ semble se confirmer. Cependant, la viscosité
dynamique du surnageant restant constante et proche de celle de I'eau, cette modification ne peut
étre qu’attribuée qu’a la concentration en biomasse et a son activité biologique.

Pour chacune des cultures, le décrochement est identifié & 25 g I pour la culture 1ll d’E. coli, et &
33 g ™" pour la culture VI d'Y. lipolytica. Or, dans le Chapitre 1V, nous avons pu identifier des seuils
identiques de concentration en biomasse (cf. Chapitre VI Tableau 40 et Tableau 41) lors du suivi de la
variable de la masse volumique et de la perte de charge normée sur la conduite D1. Ceci indique que
ces trois grandeurs sont synchronisées par une concentration en biomasse précise, sous condition
gue les cellules soient des cellules de biomasse catalytique. Sinon, dans le cas de la culture VI, les
seuils de concentrations en biomasse identifiés pourraient se rapprocher de la culture IV ou V.
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IV.RHEOMETRIE

Les résultats en lien avec la rhéométrie sont présentés en trois parties. A partir des données de
viscosités estimées en ligne de la culture VI, les dynamiques des courbes d'écoulement sont
discutées, principalement en lien avec les hypothéses identifiées préalablement. Une analyse de la
conservation des mo(ts sur les propriétés rhéologiques est ensuite investiguée a partir de du
recoupement avec des analyses hors ligne. Enfin, une confrontation des courbes d'écoulements
obtenues avec I'outil expérimental et sur le rhéometre est effectuée en vue d’'une comparaison des

phénomeénes physiques mis en jeux.

A. Viscosimétrie en ligne

Comme nous I'avons montré dans le Chapitre Il, les courbes de frottement des 2 conduites calibrées
constituent des courbes « étalon » pour la détermination de la viscosité apparente en ligne et du
cisaillement imposé. Pour chaque culture, nous traitons simultanément les mesures effectuées a débit
nominal et lors des séquences.

La Figure 185 représente I'évolution de viscosité apparente mesurée dans D1 et D2 en fonction de la
concentration en biomasse pour les cultures Il et VI. Pour la culture 111, la vitesse de cisaillement est
comprise entre 391 et 2081 s? dans la conduite D1, et 2525 et 34954 s pour la conduite D2.
Concernant la culture VI, la vitesse de cisaillement est comprise entre 364 et 1547 s?, et 8445 et
27174 s™ respectivement dans les conduites D1 et D2. Contrairement aux pertes de charge normées
Ap/Q,, la viscosité estimée nous permet de nous affranchir de la dérive éventuelle du débit volumique
et des variations de masse volumique. Le suivi de la viscosité estimée, pour les cultures Ill et VI est
présenté en Figure 186.
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Figure 185 : Viscosité estimée sur I'outil expérimental pour les conduites D1 et D2 a débit
nominal (culture Ill, E. coli - culture VI, Y. lipolytica )

Globalement, on remarque que, pour des conduites identiques, les cultures d'Y. lipolytica ont une
viscosité estimée plus élevée que les cultures d’E. coli. Pour les faibles concentrations, ceci s’explique
par la différence de la température de culture. Les cultures d’E. coli sont effectuées a 37 C, alors que
les culture d'Y. lipolytica sont régulées a 28 C. Cependant, pour les concentrations élevées, on
remarque que la culture d’E. coli, pour une concentration de 37.3 g I™, présente une viscosité plus
élevée que la culture d'Y. lipolytica pour la méme concentration, malgré une température de culture
plus haute. De plus, on remarque que, comme la perte de charge normée sur D2, la viscosité chute a
une concentration de 25.4 g I'* en bactérie. Le cisaillement appliqué sur D2 étant plus important que
sur D1 (32715 st pour D2 contre 419 s? pour D1), il semble que le moilt d’E. coli présente un
comportement non newtonien plus prononcé que la culture d'Y. lipolytica pour les concentrations

élevées en biomasse.

L'utilisation de I'outil expérimental nous permet d’atteindre une information sur la viscosité du milieu de
culture de maniére dynamique en minimisant sa dénaturation. L'utilisation de deux conduites calibrées
sur I'outil expérimental présente I'avantage de pouvoir recouper des estimations de viscosité pour des
plages de cisaillement équivalentes. La Figure 186 présente les viscosités estimées sur I'outil
expérimental pour la culture VI, pour un milieu allant d'une concentration en biomasse nulle (milieu
minimum) et jusqu'a une concentration de 55.3 g I*. Les résultats obtenus pour chacune des
conduites sont distingués afin de pouvoir discuter des valeurs obtenues pour chaque conduite. Les

données expérimentales sont représentées en Figure 186.
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Figure 186 : Comparaison des viscosités déterminées sur I'outil expérimental pour les
conduites D1 et D2 (culture VI, Y. lipolytica )

Quelle que soit la concentration, on observe une tendance générale a I'augmentation de la viscosité
estimée. Si nous comparons les valeurs de viscosité obtenues avec S. cerevisiae dans 'étude de
Mancini, on note un comportement newtonien pour une concentration de 50 g I* de biomasse. De
plus, la viscosité dynamique est légérement inférieure & 3 10° Pa's pour une plage de cisaillement
comprise entre 120s™<y<240s™ (Mancini and Moresi, 2000). Or, les valeurs expérimentales
montrent nettement un comportement non newtonien supérieur a 10 10°Pas pour des cisaillements
du méme ordre de grandeur que I'étude de Mancini. Dans I'étude de Mancini, I'activité biologique n'est
pas prise en compte puisque les suspensions étudiées sont issues de levures réhydratées. Or, cette
différence majeure pourrait expliquer I'important écart entre les résultats de viscosités obtenus. La
proximité de forme et de taille entre S. cerevisiae et Y. lipolytica impliquerait de retrouver des résultats
similaires. Ceci n'étant pas le cas, la contribution de I'activité biologique dans la viscosité du mo(t
estimée in situ semble indéniable.

L'impact de l'activité biologique sur les propriétés de la suspension cellulaire a pu étre observé dans
I'étude de Chen et ses collaborateurs. Leur étude porte sur le comportement rhéologique de cultures
de l'algue H. lacustris dans des conditions de croissance mixotrophique ou hétérotrophique. Pour
chaque condition de croissance, la viscosité dynamique de la suspension est significativement
différente pour des concentrations en biomasse identiques (Chen et al., 1997), ce qui confirme
l'impact de I'activité biologique sur les propriétés physiques de la suspension. En comparaison avec la
culture VI ou les cellules ont une taille de I'ordre de 4 um, la taille des algues est de 30 um et 40 um
respectivement pour des conditions de culture hétérotrophe et mixotrophe. Pour une différence de
taille d’'un facteur 10, la viscosité dynamique des suspensions d’algues balaie une large gamme. Pour

une vitesse de cisaillement de 73.6 s7, la viscosité dynamique de la suspension est de l'ordre de
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11 10° Pa's pour une concentration de I'ordre 37 g I en condition hétérotrophique, et Iégérement
supérieur & 310° Pas en condition mixotrophique. Les valeurs obtenues dans les conditions
mixotrophiques, malgré des tailles distinctes de cellule, se rapprochent des valeurs obtenues pour la
concentration de 30.5 g I avec Y. lipolytica. L'activité biologique peut alors redéfinir les propriétés de

la suspension, indépendamment de la taille des cellules.

Sans distinction des conduites, on note la présence de deux plateaux de viscosité pour une vitesse de
cisaillement de lordre de 70 et 700 s™. Outre l'observation d'une discontinuité de la courbe
d’écoulement entre les deux jeux de données calculées issus des conduites calibrées, la dynamique
des viscosités estimées est perturbée suite a différentes interférences inhérentes a [loutil
expérimental. En effet, au cours du Chapitre IV, une séparation de phase solide-liquide et gaz avait
été détectée lors de l'analyse des séquences a faible débit. A nouveau, on retrouve ce phénomene
dans l'estimation de la viscosité a partir des données de I'outil expérimental. Ce phénoméne de
séparation de phase impacte directement la viscosité estimée par son action sur le diamétre
hydraulique. En effet, la séparation de phase engendre I'apparition d'une surface libre au sein de la
conduite, particulierement pour la conduite D1 qui a le diametre géométrique le plus important (~
12 mm) des deux conduites. Si I'on considére I'apparition d’'une surface libre due au déphasage de la
phase gazeuse préalablement présente dans le modt, le diamétre hydraulique a considérer devient
alors différent. En effet, dans les cultures Il et VI, on observe une diminution de la masse volumique
en ligne jusqu’a 15 % par rapport au début de I'expérimentation pour les débits de circulation élevés.
La masse volumique en ligne, suite a l'inoculation du bioréacteur, reste identique aux valeurs
mesurées sur le milieu minimum. Afin de prévoir I'évolution de la viscosité estimée sur l'outil
expérimental, la Figure 187 présente I'évolution du diamétre hydraulique en fonction du pourcentage

occupé par le mo(t solide-liquide exempt de la phase gaz.
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Figure 187 : Evolution du diamétre hydraulique sur la conduite D1 en fonction de la fraction
volumique du modt en séparation de phase

Pour une proportion de gaz dans le moQt jusqu'a 15 %, on observe que I'évolution du diamétre
hydraulique, représenté en rouge sur la Figure 187, augmente jusqu'a plus de 21 % de sa valeur
initiale de 12.1 mm. Cette augmentation engendre une estimation erronée des valeurs de viscosité en
ligne. Au cours des calculs de viscosité estimée en ligne, il serait nécessaire d'intégrer cette
modification afin de corriger les valeurs obtenues. Or, la séparation de phase s'effectuant
progressivement, et n'ayant pas de moyen de quantifier dynamiquement la séparation de phase en
cours de culture, il parait difficile, avec les possibilités actuelles de I'outil expérimental, d’intégrer ce
parameétre dans des corrections fiables. Cependant, au regard des valeurs de viscosité estimées pour
les débits les plus faibles, I'intégration d’'un diameétre hydraulique plus élevé permettrait d’amoindrir les
paliers détectés a 70 et 700 s™. Cela diminuerai I'écart visible entre les deux conduites afin d’obtenir
une diminution continuelle de la viscosité jusqu'a un plateau pour des vitesses de cisaillement
élevées. Dans ces conditions, le seuil détecté pour des vitesses de cisaillement élevées semble étre

celui de la viscosité de la phase liquide, proche de la viscosité dynamique de I'eau.
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B. Viscosimétrie hors ligne

Dans un second temps, nous nous focalisons sur l'analyse du comportement rhéologique des
suspensions a partir des échantillons prélevés. Ces analyses sont conduites comme mentionnées
dans le Chapitre 1l sur des échantillons exempt de phase gaz et conservés a 4C de maniére a éviter

une lyse des cellules.

Les analyses rhéologiques des échantillons n'ont pu étre effectuées directement apres les
prélevements. Ainsi pour les cultures I, Il, IV et V, ces analyses ont été effectuées au minimum 4 jours
apreés le prélevement dans le bioréacteur. Sur la culture VI d'Y. lipolytica, I'impact du temps de
stockage des échantillons est étudié comme le rapportent la Figure 188 et la Figure 189. Les temps

de référence t, correspondent a des analyses effectuées 2 h maximum aprés prélévement.
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Figure 188 : Comparaison de rhéogrammes a une concentration en biomasse de 25.7 g |

(culture VI - Y. lipolytica )
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Figure 189 : Rhéogrammes des concentrations en biomasse de 49.6 g | Tet58.6gl™ ades

temps de conservation t0 et tO + 6 jours (culture VI, Y. lipolytica )

Quel que soit le cisaillement appliqué, les courbes d’écoulement des échantillons « frais » (tg) ont une
viscosité apparente plus faible ou au mieux égale a celle analysée quelques jours plus tard (t; + 6
jours). Nous constatons d’une part que la viscosité apparente suit une fonction monotone croissante
en fonction de la concentration en biomasse quel que soit le temps de stockage. L'impact du temps de
stockage semble moins prononcé avec I'augmentation de la concentration en biomasse. Le temps de
conservation semble étre un paramétre important sur la détermination de la viscosité apparente du
modt en particulier pour les faibles concentrations. Nous préciserons également que le rhéométre est
adapté aux mesures de faibles couples et donc a la détermination de faibles viscosités apparentes.
Par ailleurs, au dela de 500 s™, des effets d'inertie apparaissent et n'autorisent pas de comparaison
entre les mesures. En conséquence, nos discussions sur les mesures rhéologiques hors ligne

s’appuieront exclusivement sur les analyses effectuées aprés un temps de stockage données.

Cette évolution du comportement rhéologique peut s’expliquer par une modification des cellules
pendant leur période de conservation, malgré le maintien a une température basse (+ 4C) pour limiter
une évolution due a une activité cellulaire résiduelle. Nous avons préalablement montré dans le
Chapitre V 1.A.3 que ce temps de stockage n’affectait pas la morphologie des microorganismes. Nous
pouvons donc émettre une hypothése sur une évolution des propriétés mécaniques des cellules
(paroi/membrane) couplée a une activité cellulaire non nulle au cours du stockage. Pour conforter
partiellement cette hypothése, nous comparons a t, et ty+ 6 jours les mesures de pressions
osmotiques effectuées sur le surnageant des microorganismes. Les résultats issus de cette

comparaison sont présentés en Figure 190.
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Figure 190 : Evolution des échantillons aprés prélévement par la comparaison de la pression

osmotique (culture VI, Y. lipolytica )

La diminution de pression osmotique durant la culture n'est pas maintenue aprés une durée de
stockage des échantillons ou celle-ci augmente significativement. Une mesure analogue effectuée sur
les échantillons utilisés pour la détermination du potentiel zeta montre un comportement analogue.
Ces deux tendances, sur différentes séries d'échantillons renseignent sur le fait que la perte d’activité
biologique se traduit par une perméabilité des parois et membranes cellulaires, entrainant un passage

d’ions ou molécules intracellulaires vers le surnageant.
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C. Rhéomeétrie en ligne et hors ligne : comparaison

Dans une derniere phase, nous comparons et discutons les rhéogrammes établis a partir des mesures

en ligne et hors ligne de la culture 111.

La comparaison des viscosités obtenues sur I'outil expérimental et sur le rhéomeétre nous confirme des
hypothéses avancées précédemment. La Figure 191 présente une confrontation des viscosités

déterminées a partir de I'outil expérimental et d'un rhéometre.
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Figure 191 : Comparaison des viscosités déterminées sur un rhéometre et sur I'outil

expérimental (culture Ill, E. coli)

Sur la Figure 191, on observe que la viscosité du milieu minimum est estimée de maniére identique
avec l'outil expérimental et le rhéometre. Cependant, lorsque la culture présente des concentrations
en biomasse plus élevées, on remarque un décalage systématique des estimations entre ces deux
instruments. Au vu des valeurs, I'estimation de la viscosité hors ligne semble systématiquement plus
faible que la viscosité en ligne. Le travail ayant étudié une suspension bactérienne se rapprochant le
plus d’une suspension d’E. coli est I'étude de Al-Asheh. Bien qu'il n'utilise pas la souche E. coli, nous
pourrons comparer nos valeurs avec ces valeurs obtenus avec P. aeruginosa, cette bactérie étant
gram négatif comme E. coli. P. aeruginosa est mis en culture dans un milieu riche a une température
de 37 T. Dans I'étude de Al-Asheh, les concentrations en biomasse varient de 0.83 4 5.5g . Le
comportement rhéologique de cette suspension est associé a un fluide non newtonien pouvant étre
associé a une loi en puissance ou un modele de type Herschel-Bulkley. Dans I'étude, pour une vitesse
de cisaillement fixée de 254 s, la viscosité de la concentration la plus faible (0.83 g ") est déja

supérieur & 10 10° Pas (Al-Asheh et al., 2002). Au cours de nos expérimentations, la viscosité
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estimée en ligne n’évolue pas avec une concentration minimum de I'ordre de 20 g I'". Un tel décalage
parait surprenant, d’autant plus que la viscosité apparente obtenue hors ligne pour une vitesse de
cisaillement proche est légérement inférieure & 2 10° Pa s. Si nous comparons la suspension la plus
concentrée de I'étude de Al-Asheh (X = 5.5 g I'"), celle-ci présente une viscosité apparente de 16.5 10
% Pa's. A nouveau, cette valeur est totalement différente de nos valeurs expérimentales. De plus, la
valeur de viscosité hors ligne pour une concentration de 5.5 g I'* de P. aeruginosa se rapproche de la
viscosité estimée en ligne pour la culture Il d’E. coli pour une concentration de 37.3 g It (n=1510
% Pas). Le facteur de taille entre ces deux bactéries ne semble pas expliquer une telle différence. La
forme de celle-ci pourrait étre une premiére piste. Ces deux bactéries étant gram négative, cet aspect
ne peut pas étre mis en cause. Par contre, les conditions de culture entre les deux microorganismes
sont totalement différentes, impliquant une activité biologique nécessairement distincte. Une
hypothése serait que les propriétés de surface de chaque microorganisme impliqueraient des
interactions entre cellules pour les trés faibles concentrations. Ces propriétés de surface pourraient
étre attribuées au potentiel zeta de surface ou au caractere hydrophile/hydrophobe de la membrane.
Cependant, malgré les mesures effectuées dans ce travail concernant le potentiel zeta, on remarque
que, de maniére générale, toutes les analyses hors ligne doivent étre effectuées avec un temps de
stockage d’échantillon minimum. Sinon, I'échantillon se dénaturera de lui-méme plus ou moins
rapidement en fonction de I'analyse. Cela a pu étre observé lors de la caractérisation rhéologique hors
ligne et sur les mesures de la pression osmotique.

Il faut garder a I'esprit que, au contraire d'un bioréacteur classique mécaniquement agité, I'outil
expérimental développé applique des contraintes répétées sur les microorganismes. Ces contraintes
de cisaillement sont hotamment importantes au niveau de la pompe de mise en circulation dans la
boucle de dérivation. Certes, le stress hydrodynamique li¢ a I'agitation et au mélange dans le
bioréacteur ne cause pas autant de probléme sur les microorganismes que sur les cellules animales
(Barbouche, 2008). Cependant, 10 % du volume de la culture circule continuellement dans la boucle
de dérivation & un débit moyen de 250 | h™. Ceci implique que chaque cellule passe dans la boucle de
dérivation toutes les 2 minutes 40 secondes. Les expérimentations pouvant durer plusieurs dizaines
d’heures, il serait risqué de ne pas considérer ce stress spécifique. Certes, son impact ne cause pas
de perturbation majeure sur la croissance (identification d'un léger changement morphologique).
Néanmoins, il est impératif de considérer ce facteur qui reste un parameétre nouveau a prendre en
compte dans une culture microbienne, méme si I'objectif du développement de I'outil expérimental
restait la minimisation de ce genre d'impact.

Des précautions doivent étre prises sur l'utilisation du diameétre hydraulique dans I'estimation de la
viscosité in situ. En effet, celui-ci évolue s'il y a séparation de la phase gaz avec le reste du mo(t
(pour les faibles débits de circulation dans la boucle de dérivation). Le plateau de viscosité observé
pour les faibles vitesses de cisaillement sur les données en ligne ne serait alors qu’un biais lié a la
séparation de phase du modt. Sans estimation du diamétre hydraulique « dynamique », il est impératif
de préciser comment sont obtenues les valeurs de viscosité avec I'outil expérimental. Les courbes de

frottement utilisées ayant été obtenues pour des diameétres hydrauliques identiques aux diameétres

345



géomeétriques des conduites, il est alors nécessaire de parler de viscosité estimée équivalente a un
fluide homogéne. Cette remarque permettra d’indiquer que le diamétre hydraulique est alors fixé sur
'ensemble des estimations de viscosité en ligne. Afin de se rapprocher au plus juste de la viscosité
réelle en ligne, une valeur moyenne du diametre hydraulique devra étre calculée pour chaque palier
de la séquence de débit, proportionnellement a la fraction gaz présente dans le mo(t ou a un systéeme
développé spécifique pour ce besoin.
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CONCLUSION

L'ensemble des analyses hors ligne a permis de caractériser séparément les différentes phases du
modt de maniére a mieux comprendre la contribution de chacune dans les propriétés physiques
mesurées in situ.

Les analyses morpho-granulométriques ont permis de vérifier I'état physiologique des cellules au
cours des expérimentations, mais également de détecter une légere modification morphologique entre
l'inoculation, le début et la fin de la culture. Cette modification morphologique reste difficile a intégrer
dans la discussion des résultats. Les analyses physico-chimiques ont permis d’identifier des potentiels
de surface des cellules constantes au cours des cultures, mais différents entre les deux
microorganismes utilisés. Les mesures de pression osmotique et de force ionique ont été utilisées
toutes deux conjointement pour évaluer I'appauvrissement du surnageant en espéces chargées.
Enfin, les analyses chimiques sur la biomasse ont permis de vérifier qu'il n'y avait pas de lyse au
cours de la croissance, par l'analyse de ratios protéiques dosés dans la biomasse ou dans le
surnageant.

Puis, la comparaison des mesures in situ et ex situ de la masse volumique a permis d’identifier des
changements de masse volumique cellulaire en fonction de la conduite de culture, ainsi que des
concentrations limites en cellule atteignables dans le bioréacteur, sous certaines hypothéses de
teneur en eau de la cellule.

Le suivi des espéces chargées par I'évolution de la conductivité a également mis en évidence un seuil
de concentration en biomasse préalablement identifié au cours du chapitre IV avec les mesures de
pertes de charge normées sur la conduite D1, et le suivi de la masse volumique. Cela indique que
l'activité biologique prend une importance d'autant plus grande pour un seuil de concentration
conjointement lié a la phase gaz et les pertes de charge in situ.

Enfin, les analyses rhéologiques montrent que le mo(t se dénature rapidement aprés son
prélevement. La comparaison des valeurs de pression osmotique issue des échantillons de modt frais,
utilisées pour l'analyse rhéologique ou de mesure du potentiel zeta, prouve une évolution des
propriétés aprés conservation. De plus, I'analyse du comportement rhéologique in situ et ex situ
montre que les informations obtenues sont différentes, mettant en avant l'intérét du développement de
I'outil expérimental.
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Conclusion et perspectives

Les enjeux sociétaux mondiaux actuels relévent d’'une prise de conscience, par les politiques, de
l'impact de I'activité humaine sur son environnement. Une des alternatives écologiques proposées est
le développement de procédés biotechnologiques permettant, entre autres, une utilisation de matiéres
premieres renouvelables plutdét que fossiles. Les ressources utilisables s’élargissent et offrent des
alternatives aux procédés actuels, alternatives tendant a améliorer le bilan environnemental. Dans le
cas des biotechnologies blanches (dites industrielles), le biocatalyseur est utilisé sous des impératifs
de concentrations élevées pour une intensification des productions effectuées. Or, les performances
des bioprocédés sont difficiles a maintenir dans ces conditions car un grand nombre de limitations
peuvent intervenir (scale up, transfert). Dans ce cadre, les populations cellulaires subissent des
conditions physico-chimiques différentes en fonction de leur localisation spatiale, ce qui peut perturber

et modifier le comportement global et les performances du bioprocédé.

C’est dans l'objectif de mieux comprendre ces limitations, et les circonvenir, que les propriétés
physiques du modt sont investiguées. Or, I'obtention d’'informations représentatives des phénomeénes
se déroulant au sein du bioréacteur n'est pas aisée, car la structure tri-phasique du modt est
éphémere (phase gaz, activité biologique). La caractérisation d'un milieu de culture de
microorganismes nécessite donc la mise en place d’une métrologie spécifique, adaptée aux conditions
de stérilité relative aux cultures axéniques, et permettant de gérer a la fois la conduite de culture et la

caractérisation viscosimétrique.

L'étude a imposé la conception et la réalisation d'un outil expérimental, construit a partir d’'un
bioréacteur et pourvu d'une boucle de dérivation spécifiguement instrumentée. Puis, il a été
nécessaire de caractériser les conduites calibrées par I'établissement des courbes de frottement. De
maniéere a piloter ce nouvel outil, le logiciel LoOCoOPREL fut développé, permettant simultanément le
contréle de la culture cellulaire, la gestion de séquences de débit dans la boucle de dérivation et
'acquisition des données issues de linstrumentation spécifique. Les mesures en ligne ont été
réalisées a débit constant et selon des stratégies de séquences de débit spécifiques. Le modt a ainsi
été suivi en ligne et hors ligne, et sa caractérisation a été complétée par un ensemble d'analyses

complémentaires en lien avec les performances de la culture.

Dans un premier temps, l'objectif de ces travaux a consisté a mettre en place cet outil de
caractérisation afin de permettre des investigations des caractéristiques physiques et du
comportement rhéologique des milieux de culture en bioréacteur, et ce, in situ afin de minimiser
'impact des mesures sur le comportement tri-phasique du mo(Qt. Le développement s’est axé a la fois
sur I'environnement hydraulique, aéraulique et instrumental afin d’intégrer, de maniére cohérente, un

ensemble de capteurs adaptés sur une boucle de dérivation montée sur un bioréacteur de 20 I.
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La boucle de dérivation posséde deux conduites calibrées permettant la détermination d’une viscosité
estimée via I'établissement de courbes de frottement et I'application du concept de Metzner et Reed.

Notre approche s’est appuyée sur des mesures physiques et physico-chimiques en ligne et hors ligne
réalisées sur un bioréacteur instrumenté. Les mesures mises en place respectent les conditions
imposées par les contraintes biologiques propres aux microorganismes et a la stratégie de culture
choisie. Les cultures ont été effectuées a taux de croissance contrélé par I'apport de substrat, avec
Escherichia coli et Yarrowia lipolytica comme microorganismes modeles, et pour une gamme de

concentration allant de 0.1 & 100 g I'.

L'ensemble instrumental a été géré, dans un premier temps, par un logiciel effectuant deux
fonctionnalités de base et nécessaire a I'outil expérimental : I'acquisition des données et le pilotage de
la pompe permettant I'analyse viscosimétrique in situ. Il a ensuite été nécessaire de développer une
interface, beaucoup plus flexible et plus riche, intégrant un plus grand nombre de fonctionnalités. Le
logiciel LoCoPREL, développé en C# WinForm, a permis de répondre a ce besoin technique
nécessaire a notre étude. Cette interface informatique s’est alors substituée au premier programme, et
offre maintenant une assez grande richesse de fonctionnalités : configuration d’'une expérimentation
biologique, acquisition des données, annotation d’évenements manuelle ou automatique, conduite de

culture, correctifs automatiques des flux, rhéologie et calculs en ligne.

L'étude présentée dans ce document permet ainsi de prendre en référence les cultures les mieux
maitrisées pour chacun des microorganismes. En effet, la gestion des flux de substrat apportés
permet de contrbler finement I'activité du microorganisme. La comparaison des données obtenues
avec les autres cultures permet de compléter les informations acquises sur les propriétés du mo(t
associé a un microorganisme. Dans toutes les cultures présentées dans cette étude, I'objectif a été
une croissance des cellules afin d’atteindre une concentration finale la plus élevé en biomasse (0.1 a
100 g I'.

L'analyse des résultats s’est tout d’abord portée sur la compréhension des dynamiques observées in
situ. Dans ce cadre, le pilotage par le logiciel LoOCoPREL offre deux possibilités complémentaires : la
caractérisation physique du milieu en continu avec un débit constant sur la boucle de dérivation, et
des caractérisations ponctuelles plus fines avec un changement séquentiel du débit volumique de la

pompe de mise en circulation du modt dans la boucle de dérivation.

Lorsque le débit volumique dans la boucle de dérivation est constant, on a pu observer de multiples
seuils de concentration en fonction du parametre physique suivi, principalement a propos de la masse
volumique. Celle-ci a permis de mettre en évidence une proportion importante de la fraction gaz dans
le modt, pouvant aller, dans le cas de culture d’E. coli, a une fraction volumique de I'ordre de 30 %
pour les concentrations en biomasse avoisinant les 100 g I'*. La conductivité électrique ne semble pas
ou peu affectée par la phase gaz sous condition que le débit de circulation reste a son maximum. Elle

permet ainsi de suivre la consommation d'especes chargées (sels) dans le milieu, permettant de
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vérifier, de maniére indirecte, la croissance cellulaire. Enfin, le suivi des pertes de charge sur les deux
conduites permet de proposer I'hypothése d’'un comportement rhéofluidifiant, visible pour chaque
culture, avec des réponses spécifiques en fonction du microorganisme étudié.

Quand le débit de circulation dans la boucle de dérivation est modifié ponctuellement, de maniére
séquentielle, il est possible de suivre les variables physiques selon un nouvel angle d’observation. Au
cours des séquences de débit, la masse volumique in situ a permis de mettre en avant la
représentativité des mesures en fonction des conditions de débit au sein de la boucle de dérivation.
Dans le cas d’'une diminution de débit volumique, la force d'aspiration du mo(t dans le bioréacteur est
modifiée, impactant sur la proportion de phase gaz circulant dans la boucle de dérivation, mais
également sur la dilatation de cette méme phase gaz a cause de la diminution de la pression
hydrostatique dans le circuit. La conductivité électrique permet de suivre a la fois I'impact de la baisse
de la pression hydrostatique sur la réponse des cellules (régulation de la pression de turgescence), et
le débit seuil pour lequel il y a séparation de phase au sein des conduites. Enfin, le suivi des pertes de
charge montre nettement une augmentation de viscosité du milieu en lien direct avec I'augmentation

de la concentration en biomasse.

L'ensemble des hypothéses et remarques de la partie analyse des dynamiques in situ ont été
complétés par un ensemble d'analyses hors ligne de maniere a vérifier les hypothéses
progressivement avancées. Les tailles de chacun des microorganismes ont été mesurées par deux
méthodes basées sur différents principes physiques aboutissant dans un cas, a la détermination d'un
diamétre en volume et, dans le second cas, d'un diamétre en surface. Cette étude a permis de
montrer une Iégére évolution morphologique pour chaque microorganisme en réponse a l'adaptation
des cellules a [I'environnement osmotique et hydrodynamique de Tloutil expérimental. La
consommation continue des especes chargées pour les cultures de référence, suivie par la
conductivité électrique, a été vérifiée par des mesures de pression osmotique et de la force ionique du
surnageant, tout en vérifiant que le potentiel zeta et la teneur en cendre des cellules ont été maintenu
constant au cours des expérimentations. L'analyse de la composition élémentaire de la biomasse n'a
pas permis de détecter une possible dérive au cours des cultures. De plus, le suivi des ratios
protéines/concentration en biomasse et protéines du surnageant/protéines dans la biomasse a pu
vérifier qu’au cours des phases de croissance présumeées, aucune lyse cellulaire détectable n'a été
générée. La confrontation de la masse volumique in situ et ex situ fait apparaitre des changements de
la masse volumique cellulaire dépendant de la conduite de culture. Enfin, la caractérisation
rhéologique in situ met en avant un comportement rhéofluidifiant du modt, différent de la
caractérisation hors ligne, et faisant apparaitre un seuil de concentration ou la fraction gaz, la viscosité
et la biomasse évolue de maniére synchrone. De plus, il a pu étre mis en évidence que les propriétés
rhéologiques du modt évoluent rapidement, prouvant ainsi l'intérét de la mise en place dune

métrologie de caractérisation in situ afin d’éviter les problemes liés aux prélevements.

Notre démarche combine des analyses dynamiques a différents niveaux d'observation (analyses

macroscopiques, microscopiques et moléculaires) et une approche pluridisciplinaire couplant génie
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microbiologique, transfert, bioprocédé et physiologie quantitative pour un objectif de compréhension et
de cohérence du systeme. Cependant, le contrble et l'interaction de ces diverses contraintes
(instrumental, informatique, rhéologique, microbiologique) restent difficiles a associer afin de répondre
a l'ensemble des contraintes imposées par chacune d'entre elles. L'outil expérimental illustre

parfaitement cette complexité.

A partir de cette premiére phase de développement aboutissant a un outil expérimental opérationnel,
celui-ci peut dorénavant étre amélioré et différentes propositions semblent particulierement
intéressantes : ainsi I'ajout d’'un second capteur de pression relative en fin de circuit permettra
d’ajouter une mesure hydrodynamique sur la boucle de dérivation, vue comme une singularité, venant
ainsi compléter les deux mesures existantes en lien avec les conduites. Un deuxieme type de
caractérisation rhéologique pourrait également étre mis en place a partir d'une mesure de couple sur
'axe du mobile d'agitation (préalablement caractérisé). Le circuit de la boucle de dérivation pourrait
également étre modifié par I'ajout de conduites calibrées de diameétre plus petit, moins longues et/ou
de géométrie différente, permettant ainsi d’éviter la séparation de phase du modt, et d’augmenter le
nombre de courbe de frottement autorisant une caractérisation et une estimation de la viscosité sur
l'outil expérimental. De plus, la mise en place d'un systéme de détection de niveau au sein des
conduites permettrait d’identifier, quantitativement, la proportion de séparation de phase lorsque celle-
ci se produit. D'autres mesures physiques pourraient également s’articuler au sein du panel déja
proposé par l'outil expérimental tel que des mesures spectrophotométriques, électriques, ou
thermiques, permettant de considérer le modt sous différentes approches. Enfin, des éléments de
sécurité tel qu'une soupape de surpression peuvent étre également rajouter afin d'éviter les risques

en cas de colmatage du filtre de sortie, comme cela a été le cas lors de la derniéere culture.

Au niveau de l'interface informatique représenté par LOCoPREL, un certain nombre de fonctionnalités
en lien avec la conduite de culture restent encore a vérifier et/ou contréler. Méme si les fonctionnalités
de base permettent d’effectuer un apport exponentiel du substrat, d’appliquer des consignes de débit
constantes ou proportionnelles, la gestion de conduite spécifique a partir de pulse ou correspondant a
une limitation nutritionnelle reste encore a développer. Les calculs en ligne permettant les bilans
matiéres doivent encore étre corrigés.

En ce qui concerne la viscosimétrie en ligne, I'intégration des courbes de frottement dans le logiciel
reste une priorité car elles permettront, in fine, de suivre, pendant la culture, la viscosité estimée.
Cette finalité de développement permettra de mettre en avant l'originalité de ce travail d’interfacage
couplant caractérisation physique et contréle du bioprocédé simultanément. De plus, l'intégration de
modeles de mécanique des fluides dans le logiciel permettra d’analyser les données, et d’estimer un
grand nombre de paramétres spécifiques a la caractérisation rhéologique mise en place. Les
scénarios de débit devront, dans I'idéal, alterner entre des allures pyramidales et en créneaux, car les
réponses obtenues par ces deux stratégies d'investigations restent différentes en termes
d’informations et d'impact au niveau du mo(t.

Enfin, la recherche d’'erreurs sur LoOCoPREL devra étre poursuivie, des erreurs logicielles ou des

ambiguités pouvant toujours étre trouvées, liées a un grand nombre d'utilisateurs, aux trés
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nombreuses connexions mises en place, a la multiplicité des instruments gérés, aux calculs
effectués...

L'interface informatique mis en place offre également de multiples possibilités de conduite de culture
grace a la gestion, depuis le logiciel, de trois pompes d’alimentation. Le suivi des propriétés physiques
d'un mo(t pour différents substrats peut étre effectué. Méme si le logiciel ne permet pas encore une
conduite de culture idéale pour une limitation nutritionnelle, I'outil expérimental pourrait tout de méme
suivre une production de métabolites, a partir de la phase d’induction, et suivre son impact sur les

changements de propriétés du milieu.

Les possibilités d'utilisation de ce nouvel outil d'investigation étant multiples, les investigations
effectuées pourront trés largement s’éloigner de son utilisation premiére du fait de sa grande
potentialité. Bien sdr, des améliorations de I'outil expérimental sont toujours possibles, mais dans I'état
actuel, il permet néanmoins de proposer une approche adaptée et cohérente pour une meilleure
compréhension des caractéristiques physiques des milieux de culture bactériens et levuriens.
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ANNEXE 1 : SIMILITUDE

Cette approche s’est développée suite a un besoin de chiffrer des phénomenes, plutdét que de se
baser sur I'empirisme. Les théories de la similitude sont utilisées aussi bien pour calculer des
prototypes par extrapolation de maquettes, que pour calculer des coefficients de transferts entre
phases.

Dans le cas de la comparaison de deux écoulements, on dit qu'il y a similitude complete s'il y a
similitude géomeétrique, cinématique et dynamique. Plus généralement, on parlera de similitudes

géométriques et de similitudes physiques.

A. Similitude géométrique

Si deux figures sont semblables, elles possedent des propriétés qui permettent de déduire I'une par
rapport a l'autre. Le rapport entre la longueur quelconque d'une des figures, avec la longueur
correspondante de l'autre figure, est une constante comme illustré sur la Figure 192. On appelle ce

rapport « échelle d’'agrandissement des longueurs » |,.

Figure 192 : Schéma d’une similitude géométrique

Ainsi, on obtient les égalités de 'Equation 142 pour I'échelle d’agrandissement des longueurs de la
Figure 192.

Equation 142 : Echelle d'agrandissement relatif aux longueurs

Sur le méme principe, I'échelle d’agrandissement s’obtient sur le méme principe pour une surface A

ou un volume V, comme présenté a 'Equation 143.

AOD_A'D

vV

Equation 143 : Invariants de similitude relatifs & des longueurs

De maniére générale, ces rapports s’appellent « invariants de similitude ».
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B. Similitude physique
Cette notion de similitude, présentée pour les similitudes géométriques, peut s’étendre aux opérations
physiques. Dans ce cadre, deux opérations sont semblables si les appareils sont géométriguement
semblables et si les échelles d'agrandissement des grandeurs correspondantes sont constantes
(invariants de similitude identiques pour chaque opération). Ainsi, si I'on regarde un écoulement entre
une maquette et le prototype a I'échelle pilote, on peut poser le rapport de vitesse d’écoulement en
deux points de l'installation (maquette ou pilote), comme schématisé en Figure 193.

—l —l

Ib | Vo
I'p | Vb
[

Maquette Prototype

Va

Figure 193 : Similitude physique relative aux vitesses

Ainsi, comme pour la similitude géométrique, on retrouve des rapports appelés invariants de similitude

relatifs aux vitesses (Equation 144).

]

Va Va
v

Vv

o =~

b

Equation 144 : Invariants de similitude relatifs aux vitesses

C. Conséguences

En généralisant cette approche avec différentes grandeurs telles que les masses volumiques, les
forces, les énergies, etc., il est possible de retrouver les facteurs d’agrandissement d'une installation a
une autre.

Par exemple, si I'on prend l'invariant de similitude de la longueur I, = 20 et de la vitesse v, =10, on
obtient I'invariant de similitude du temps t. = 2. Ainsi, 1 m pour une maquette correspondra a 20 m
pour le pilote, et 1 s pour la maquette correspondra a 2 s pour le pilote. De la méme maniére, les lois

de la physique nous permettent de calculer les échelles d’agrandissement :

> des surfaces A, =1> =400 ;
> des volumes Vv, =1 =8000 ;
> des accélérations a, =1, 07%=5;
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Si nous poursuivons notre exemple en considérant l'invariant de similitude de la masse volumique
p: = 1, nous considérons alors que nous utilisons le méme fluide dans les deux installations. Nous
obtenons pour échelles d’agrandissement :

» des masses m, =V, [p, =8000
» des forces F. =m, [&, =40000
> des pressions p, =F 7 =100

» des énergies Q, =F, [0, =2000
> des puissances P, =Q, ;' =1000

Or, la similitude totale n’est pas possible en pratique. Par exemple, si nous reprenons les données ci-
dessus, le changement d’échelle d’une installation impliquerait une échelle d’agrandissement :

> des viscosités dynamiques n, =m, * ¥ = 200

» des tensions superficielles o, =F, 0 =2000
Ces derniers cas ne sont évidemment pas possibles dans la réalité. Il en est de méme pour
I'évaluation des transferts de matiere et de chaleur qui impliguent des constantes physiques
(diffusivité, conductivité) qui ne peuvent de maniere générale étre cohérentes avec les autres données
disponibles. Il est alors nécessaire de définir les bornes du probléme a étudier permettant de définir
les grandeurs intervenant dans le calcul des échelles d’agrandissement, mais définissant par

convention comme celle intervenant dans le phénomene d’étude.
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ANNEXE 2 : DIAGRAMME DE CONNEXION DE L’INSTRUMENTATION

On-line rheom set-up (May 2011)

Instrumentation and connection

Reference : Sensor or Actuator - Main stream - N°

=2 CRPTEUR S weson]
§~Cable 001 77— % ] Couplemete FGPSensors CD1140 | _Sn: 50606447 | _Couple
X Cpo) : , —
Cable %47—@“ o O Fonayweil ST5 150 WoRS0
8 o4 Cable 004 %4——(23!7\5 04 O Honeyuell STD 120 oes0 o cassesezonipor
Cable 5 (5 )4 ——cave o W T e NS |
L oq——Cable @:®4——Cab\e 06— §Rior | PReswiorreemives | vzt | R
Rack 1: Connectiohs + alimentations BT
able @47—Cable B0 G325 | SN:238 599 2518 [Conducivy
- -Cable 0 Bfif—Cab\e 4 802 -PG325 | SN:238 999-2519 Temperaturg
Cable @ < able 005— L1 | Conductmene Kemovon 9147 | 61136035 [Conducivi]
bt cCable @ (| cabe ¥ TR S | sNaovs remperaud
Cable 011 @ 4" Cables 11/011— Lo | Dbimete Kioe WFS-7050:566 | SNo7i00306 | Wasston |
o4 Cable 012—4@ Cables 121012 AVoi | bébimers Kiome WFS-7056:50 | SN 02100306 | ey |
Cable 01 @ 1 Cables 13/013—(Fior | oa s TR | SNoziooae rempeand
¢ Cable @‘%Came 20— @ntor [ puEsyempuwvemn | summm | o]
able @ able 02 G | piieemrusveizm | Sz fempeand
tee—Cable 6—44‘—Cab\e 20— oatol [ poroqemeomz | suzmm | o1 ]
able 01 @ able fFre ] $OZ Gyferm FOAILED [ Suzmis [remperad
 oq———Cable @q——cable Fl— ozeor | Chemaps [ wesore | 5oz ]
Cable 01 @4 able F: rmo ] Chemap [ wesore [ v ]
't Cable @47—@“9 [ hemeps [ esore Fompsrand
d__Cable 021 (Courant) 7@ ¥ I ! [
! eq——Cable 022 (C. uranr)—@ i 7 7 7
Rack 2: connectior}s
<20)ye-4—(D/Oy—
Carte 2: ¢ o (D/O)
Multfonction @7 (DIO-
34907A able 103 (TTL}—} 7 ‘Couplemétie FGPSensors CD1140| _ Sn: 50608447 RPM
i able 104 (-NA)—D@—fcable 104 (CNA—pFESL [ Waswiecpuco szt | S [Sbsaz]
Goye4—Cable 105 (CNA)—%\,& Je 105 (CNA)———PF-61 [ Pormpe TUTHIL Crossshoppe Pifaara] Ssseize | Toow ]
GDe-§—(DIo—I-
Carte e o
Multfonction »p-
— 34907A ——Godeg—(TTL—
T able 101 (CNA w@iyame 101 (CNAY—— pFEws | waseerparcoturmsziaie; | sv Tsuswri]
L able 102 (C L@-H»cabm 102 (CNAy—pFE0 | Watowatonioo sciPwrao sy ] S| sar ]
o ): P e
Qi Rack 4: connection)s 349704 (1204, 304 e1.305)
4
o
=8
33
g8 i s ] 7
g3
k34 i s 7 7
USB-003/RS232:
A N Y
USB-005/RS232—WfiE5 | 527 Saros cAszniry | Suzasoaseo | Sai |
USB-006/RS232———w{M-B-01 [ B751 Sartorius QATDCE-S(™) | SN:22011061 | Substrat-1]
[f=USB-001 (up):
Portable:
Latitude D520 |a—USB-002 (down) T ) W |
(GBAREC146) ol ol
[ HUB-Port USB
Login: admin SEDNA

Password: vs28ts@

Software
LoCoPReL v1.0

Conn

Network

ction

F-G0L
DB15PFG02
FG03

SE-USB-HUB-13Al

[ Débimewe gar Broois | Snorazng
| obimere gaz Brooks | sn-rorssaor
T Debimee gaz Broos | SnrooL1a002

NB: Identiication des nde port COM lors

L USB-009/RS232—— 1806 | B52-1 Sartorius CPAS201(™) | SN:24806235 | Base ]
T, USB-010/RS232—pfirEez T T Saronis SWSDCP116H | SNzes01087 | Subsvatz]
9 @ o
@ Voir bals
@
&
‘GBAREC78
(gbarec78)’ (Y:)
Login: GBAREC78/mfcs— [ GAGoL v WVESURE AR ]
Password: Sartorius2.
Local Network ()
‘CRI05294
(gbarec-spectro)’ (W:) —W{_GAG02 Prima6oos MESURE PAR

Login: gbarec-spectro/user
Password: Prima600s!
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ANNEXE 3 : PARAMETRAGE DES PORTS DE COMMUNICATION

La communication entre les instruments de l'outil expérimental est détaillée dans les différents

tableaux de cette annexe.

Matériel visé Conngxmn Spécificité Materle[ Gamme
Voie concerné
Portable . -
D520 Sous reseau local | 5)3 Inés;(;( ?(xxx LoLC(:)gII:(’:IfIIEL /
GBAREC146 passe -
USB/RS-232
COM XX . )
(9600/7/ Module multifonction / /
Impaire/2/matériel)
Carte n°l - Carte Signal lu : Capteurs &
34901A 04-2V Bioréacteur /
101 a4 120 :
Carte n°l - Carte Signal Iu -
34901A 19A . Non utilisé /
Module 121 a 122
acquisition Carte n2 - Carte Signal envoyé : Pompe 6 - 600
AGILENT 34907A 0-10V Substrat 2 tr min™
34970A 204
Carte32;20—7garte Signal envoyé : Pompe boucle de | 0-300
0-5V dérivation N
205
Carte32;30—7garte Signal envoyé : Pompe 1-100
0-10V Substrat 1 tr min™
304
Cartzzgso%garte Signal envoyé : Pompe Sels 0-50
305 0-10V d’alimentation tr min™
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Matériel Connexion Spécificité Gamme Utilisation
USB/ RS-232 . Calcul
Balance COM XX B_ZsA_%DSgg?S”us 0-7000g | « biologique »
Substrat 1 (9600/7/ (SIN: 22011061) (x0.2) dans
Impaire/2/matériel) ' LoCoPREL
USB/ RS-232 Sigmun 1 - Sartorius Calcul
Balance COM XX SgIWSDCP-1-16-H 0- 16000 g | « biologique »
Substrat 2 (19200/7/ (SIN:24901087) (x0.2) dans
Impaire/1/matériel) ' LoCoPREL
USB/ RS-232 . Calcul
Balance COM XX 5'5'§I;1A§gg‘l’“”5 0-5200g | « biologique »
Sel'1 (19200/7/ (SIN: 24806235) (+0.1) dans
Impaire/1/matériel) ' LoCoPREL
USB/ RS-232 .
Balance COM XX B-5-c2:|-3>'(0\§g(r)tfr|us 0-5200g | Calcul hors-
Sel’ 2 (19200/7/ (SIN: 24806235) (+0.1) ligne
Impaire/1/matériel) '
USB/ RS-232 .
Balance pH COM XX B-Sgéiggggrlus 0-52009g | Calcul hors-
(Régulation) (29200/7/ (SIN: 24806235) (x0.1) ligne
Impaire/1/matériel) '
USB/ RS-232 .
Balance pH COM XX B-S-gl;iiggclmus 0-5200g | Calcul hors-
(Régulation) (29200/7/ (SIN: 24806236) (x0.1) ligne
Impaire/1/matériel) '
Matériel Connexion Spécificité Gamme Type
Mass Flow controler Brooks 0-30 Debitmetre
USB/ RS-232 SLA5860S Régulateur I mint régulateur
COM XX (SN: T97833/003) " contrbleur
(9600/8/
At Aucune/l/aucun) | Mass Flow controler Brooks Debitmétre
Débitmétre -
! Brooks Instruments SLA5860S Regulateur Iomii(')l régulateur
gaz 0254 - (SN: T97833/001) n contréleur
Model:0254AB2B1
1A Mass Flow controler Brooks L
(SN: 98328/01) SLAS860S 039 | Deptmetre
(SN: F00114/00002) n Min controleur

! Sels principaux majoritaires
% Sels complémentaires aux sels 1 majoritaires
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Débit

Matériel Connexion Spécificité L Analyseur
minimum
D$ sur 'gbarec78
Sous réseau (Gbarec78)' (Y:) 5]
local login : GBAREC78\mfcs 61h Innova
mot de passe : Sartorius2.
Analyseur
gaz Rapport sur 'CRI105294
Sous réseau (gbarec-spectro)' (W:) 60 | ht Prima 600s

local

login: gbarec-spectro/user
password: Prima600s!
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ANNEXE 4 . SPECIFICATIONS TECHNIQUES DU SYSTEME OPTIQUE
DU MORPHOLOGI G3S®

Systéme optique Systéme optique Nikon® CFI 60 Brightfield / Darkfield
Agrandissement
1X 2.5X 5X 10X 20X 50X
(sur la caméra)
Grossissement
o 49X 123X 247X 494X 987X 2468X
approximatif
Taille mini des
) 32 13 6.5 3.5 1.75 0.5
particules [um]
Taille maxi des
) 3000 1000 420 210 100 40
particules [um]
Ouverture
. 0.040 0.075 0.15 0.30 0.40 0.55
numeérique
Profondeur focale
343.75 97.78 24.44 6.11 3.44 1.82
(total) [um]
Distance de travail
3.2 8.80 18.00 15.00 13.00 9.80
[mm]
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ANNEXE 5 : DESCRIPTION DES PARAMETRES MORPHOLOGIQUES

Les paramétres morphologiques sont définis a partir des paramétres géométriques bruts suivants : la
longueur (Lon), la largeur (Lar), le périmetre (Per), I'aire (Air). A partir de ces grandeurs géométriques,
et de l'aire projetée de la particule (voir figure ci-dessous), il est possible de définir des descripteurs

morphologiques.

i Aire de la particule (Air)

N

Cercle de surface

équivalente

Périmétre réel de la

particule (Per)

Diamétre du cercle de

1] surface équivalente (Dce)

A partir du cercle ou disque dont la surface est équivalente a I'aire de la particule, il est possible de

définir le diameétre du cercle équivalent (Dce), et donc le périmétre du cercle équivalent Pce.

. P PP . _Pce
La circularité Cir est définie par : Cir :P—
er

2

. s S, . . _ . Pce
La circularité haute sensibilité Chs découle de la circularité : Chs = Cir? = (P_j
er

Cir et Chs sont toutes les deux sensibles a la forme générale et a la rugosité des bords.

Le rapport d’aspect Asp est défini par : Asp = %
on

L'élongation Elo est définie par: Elo =1- (tij =1-Asp
on

L'élongation est un parameétre sensible a la symétrie (centrale ou axiale) de la particule. Une particule

symeétrique aura une élongation de O.

Pour définir la convexité Con, il est nécessaire d’'introduire le périmétre de I'enveloppe convexe Pco,
correspondant au périmetre d'un élastique tendu autour de la particule comme représenté sur le

schéma ci-dessous :
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Périmetre de I'enveloppe Périmetre réel de la

convexe Pco particule Per

B : Aire de la G : Aire de la
surface bleue surface grise

o g Pco
La convexité est définie par : Con = Per
er

Sur le schéma ci-dessus, la solidité Sol est définie par : Sol = %

Les derniers parameétres définis par le logiciel sont liés aux niveaux de gris des particules. L'intensité
moyenne Imo correspond a la moyenne des niveaux de gris des pixels contenus dans chaque
particule. L'écart-type de l'intensité Isd correspond a I'écart-type des niveaux de gris des pixels dans
chaque particule.
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ANNEXE 6

CARACTERISTIQUES

CHROMOLEON

La colonne utilisée sur la chaine HPLC chromoléon est la colonne HPLC Organic Acid Analysis
Column, Aminex ® HPX-87H lon Exclusion Column, 300 mm x 7.8 mm, de référence dans le

catalogue Dionex 125-0140. Les conditions d'utilisation de cette colonne sont rassemblées dans le
tableau ci-dessous

DE LA CHAINE

Parameétre

Spécification

Forme ionigue de la résine

H+

Composition de la phase stationnaire

Copolymere de divinyl-

benzéne-styréne sulfonaté

QO

Taille de particule 9 um
Pression maximum 1500 psi
Débit maximum 1 ml min™
Température maximum 65 C
Phase mobile typique 5 mmol I'' de H,S0,
Gamme de pH 1a3

Les caractéristiques des différents éléments de la chaine HPLC chromoléon sont rassemblées dans le

tableau ci-dessous.
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Elément de la chaine

Spécification

Pompe

Injecteur automatique

Passeur d’échantillon

Précolonne

Colonne

Détecteur a barette de diode

Vanne 3 voies

Détecteur Réfractométrique RI

Support pour alimentation en phase mobile

Tubulures

Ultimate 3000 Pump, Dionex

Fuse
Device LPG-3400A 2ATT
S/N 8000441 2ATT
P/N 5035.0015 136
Seringue :
MSU 014-00A
Volume 100 ul

Scale 60 mm
ID 04
CTC Analytics - SNo. 141479
Rev. B.H - HCT-PAL
Rack et portoir 6 x 54 Echantillon réfrigéré a
4<C
BIORAD - Catalog (Dionex) 125-0128
Colonne BIORAD
Ultimate 3000 Photodiode Array Detector,

Dionex
Fuse
Device PDA-3000 4AF
SIN 6020439 4AF
P/N 5080.0020 162
Fabriquant Rheodyne
Serial Number 67074

Model Number EV700-100-S2

Fuse
Device RI-101 3.15AT
SIN 113856 3.15AT
P/N 5060.0030 150
Support Eluant, Dionex
Device SR-3000
S/IN 8000764
P/N 5035.9200

Matériaux : métal ou PEEK

ID maximum : 0.013 inch

Longueur maximum : 10 inch
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ANNEXE 7. TEMPS D’'INTEGRATION PAR ELEMENTS POUR LE
DETECTEUR DE L'ICP-MS
Les temps d'intégration du détecteur pour chaque espéce quantifiée sont rassemblés dans le tableau

ci-dessous en fonction du mode de tune (gaz présent au niveau de la cellule de réaction de I'octopole)

effectué au cours de I'analyse.

Répétition 4 Etape 1 Etape 2 Etape 3
Fichier Tune nogas.u he.u he-he.u
Temps de stabilisation [s] 5 10 10
Masse Elément Temps d'intégration par point et par masse [s]

10 B 0.1 - -
11 B 0.1 - -
23 Na 0.01 - -
24 Mg 0.01 - -
25 Mg 0.1 - -
26 Mg 0.01 - -
31 P 0.01 - 2.0
32 S 0.01 - 2.0
33 S 0.01 - 2.0
34 S 0.01 - 2.0
35 Cl 0.5 - -
37 Cl 0.5 - -
39 K 0.01 0.01 -
42 Ca 0.01 - -
43 Ca 0.01 - -
44 Ca 0.01 - -
55 Mn - 0.3
56 Fe - 0.3
57 Fe - 0.3
59 Co - 0.3
63 Cu - 0.3
65 Cu - 0.3
66 Zn - 0.3
67 Zn - 0.3
68 Zn - 0.3
95 Mo 0.3 - -
97 Mo 0.3 - -
113 In 0.1 0.3 2.0
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Annexes

ANNEXE 8 : INTERFACE HOMME-MACHINE A PARTIR DU PROGRAMME
DE GESTION SOUS LABVIEW®

De maniére a éviter une gestion manuelle du débit de circulation dans la boucle de dérivation, un
premier programme a été rapidement développé sous LabView® de maniére a pouvoir établir les
courbes de frottement et commencer les expérimentations biologiques. Ce programme permettait
différentes actions, qu'il est possible de retrouver dans le logiciel LoOCoPREL.

Avant le lancement de chaque fichier d'acquisition, I'opérateur avait la possibilité d'écrire un
commentaire dans I'en-téte du fichier de sauvegarde par I'intermédiaire de I'encadré de la Figure 194.

Figure 194 : Insertion d’'un commentaire avant l'initialisation du fichier de sauvegarde

Aprés validation, le nom du fichier de sauvegarde était demandé avant que les fonctions du
programme soient activées.

La seconde étape consistait a entrer le nom des capteurs, la gamme de leur échelle et 'unité dans le
panneau représenté par la Figure 195.

IR

Figure 195 : Panneau de paramétrage des capteurs

390



Ce panneau permet d’'enregistrer, dans un fichier annexe (P_Nom_du_fichier.txt), le paramétrage des
capteurs utilisés afin de pouvoir convertir les grandeurs électriques enregistrées en grandeurs
physiques.

La gestion de l'acquisition et des séquences de débit s’effectue par le panneau représenté par la
Figure 196. On retrouve principalement deux encadrés permettant la gestion de l'acquisition en
dehors (Mode 1 - Qcste) et au cours d’'une séquence de débit (Mode 2 - Séquences). De maniere a

prendre en compte chaque modification effectuée sur l'acquisition, les débits de circulation ou le

paramétrage des capteurs, une validation sur le bouton approprié doit étre effectuée.

Qeste= [0 Lht S o
Q este= |0 o
U = [0 v Q maxi = jo
esatian = S
= Durée (min)= o ‘
Période d'éch Qeste (s) S } NE Palier = ic
" Nb Cycle ,:jo )
i Choix de la ‘ At palier= o
Lancement Séquence Constaot NS . ., iy
' Acguisition . ~pémdedéch(s) o)1
!,\_\\
\‘\\ Lineaire |
:i? ' Tps Qeste ' 0
o i ‘ ‘c /e Palier Descendant 0 AN ' 2
Validation b @l e pdierhseendamt [ /fo @
¥
v e N du cycle o Lle
N° Parametrage
a — —
Penode d'ech (s) (0 Pénode dech (s) |0
=10 910

Figure 196 : Acquisition de données et séquences de débit

Des voyants en différents points du panneau permettent a I'opérateur de savoir ou en est I'exécution
du programme.

Le « Mode 1 - Qcste » permet de modifier le débit de circulation dans la boucle de dérivation et
lintervalle de temps entre chaque acquisition, ainsi que le lancement ou l'arrét de I'acquisition
lorsqu’on est dans le mode 1.

Le « Mode 2 - Séquence » permet de programmer la pompe pour effectuer des séquences de débits a
allure pyramidale. L'avantage est que I'exécution des séquences s’effectue par une gestion
informatisée issue d’'un paramétrage préalablement effectué par I'opérateur. Ainsi, ce programme a
permis de réaliser des séquences de débits en commencant ou en terminant par une certaine durée a
un débit nominal fixé, avant de réellement modifier les débits pour I'application des séquences. Ainsi,
la séquence de débits est appliquée en suivant un débit minimal, maximal, un intervalle de temps par
palier et un nombre de paliers. Ces parametres sont fixés avant le lancement du cycle de séquences.
Un cycle de séquences est composé d'un intervalle de temps a un débit constant et d’'une séquence
de débits, pouvant étre répétées plusieurs fois. Cette étape pose néanmoins un probléeme en termes
de contrdle. En effet, lorsque le mode 2 est activé, I'opérateur ne peut plus interagir avec le
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programme. Le paramétrage des capteurs, l'intervalle entre chaque acquisition, les débits appliqués
ou le paramétrage des séquences est alors figé jusqu’a la fin de 'ensemble des cycles.

Un dernier panneau existe de maniére a s’assurer que les capteurs sont réellement actifs. Celui-ci est
représenté par la Figure 197.

Récapitulatif |

N° Voie

- 0
—{TH
- o
- o
- s

Nom

N® Voie

-0
- 107]
R 108
- 0|
. |

Hom|

N° Voie

-1
-
= 113
-
- s

HNom

N° Voie

- 16|
- 11|
- |
C )
- 10|

Ne Voie

- 1
- 1

HNom

Figure 197 : Récapitulatif des capteurs utilisés

Dans ce dernier panneau, lorsqu’un capteur est en acquisition, un voyant s’'allume avec le nom

enregistré par le programme ainsi que la voie sur laquelle il est connecté.

Le programme LabView® ne permettait pas de visualiser les variables enregistrées au cours de

l'acquisition. De maniére a avoir acces a lI'information, une macro développée en VBA sous Microsoft

Excel était lancée en continue, parallelement au programme LabView®, de maniére a suivre les
valeurs numériques des grandeurs physiques.
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ANNEXE 9 : CALCUL D’INCERTITUDE

A. Rappel de vocabulaire

Mesurage : action de mesurer

Incertitude de mesure : paramétre associé au résultat d'un mesurage, qui caractérise la dispersion
des valeurs qui pourraient raisonnablement étre attribuées au mesurande.

Y : mesurande

X; : une des N grandeurs d’entrée permettant d’obtenir la valeur du mesurande a travers une relation
fonctionnelle.

y : estimation du mesurande Y

X; : estimation d’'une des N grandeur d’entrée Xi

u(x;) : incertitude-type.

U(x;) : incertitude élargie.

Xi) .. . )
— :incertitude relative.

i
Remarque : les notations u et U viennent de I'anglais « uncertainty ».
Concernant la visualisation graphique :
e Ecart-type : permet de visualiser la dispersion des résultats obtenus par des mesures
répétées.
» Intervalle de confiance : permet de visualiser la précision des mesures (sous conditions et
hypothéses statistiques).
Répétabilité : étroitesse de l'accord entre les résultats des mesurages successifs du méme
mesurande, mesurages effectués dans les mémes conditions de mesure. Ces conditions sont
appelées conditions de répétabilité, elles comprennent :
 méme mode opératoire,
* méme observateur,
* méme instrument de mesure utilisé dans les mémes conditions,

* répétition durant une courte période de temps.

B. Evaluation des incertitudes

L'instrument de mesure, construit et certifié initialement par un étalon, aura toujours, malgré la
meilleure des précisions, une incertitude liée a I'acte de mesurer. Cet acte entraine deux types
d’erreurs :

= Incertitude de type A:

Cas ou l'opérateur fait toute une série de mesures. Le traitement des erreurs est statistique :

moyenne, écart-type, ... Cette analyse statistique se fait lorsqu'on a peu d'indication sur les

sources d’erreurs.

= Incertitude de type B :

Cas ou il est impossible, voire difficile de faire un calcul statistique (cas de la mesure unique).

L'opérateur doit chercher a évaluer les sources d'erreurs. Le constructeur de l'instrument de
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mesure fournit des données telles que la casse de I'appareil, le calibre, la résolution. Il est
nécessaire d’avoir alors une connaissance générale sur I'expérience.

= Incertitudes composées (ou incertitude-type) :

Dans un certain nombre de cas complexes, il est nécessaire de combiner les méthodes
d’évaluation de type A et de type B. Ceci permet d'obtenir une meilleure évaluation de I'incertitude

réelle :

C. Méthodes d’évaluation des incertitudes

1. Type A

Nous sommes dans le cas de plusieurs mesures indépendantes répétées (conditions de répétabilité).

La valeur x;, mesure de la grandeur X;, est alors prise comme la moyenne arithmétique des mesures :

Dans ce cas, l'incertitude se calcule a I'aide de I'écart-type, ayant n-1 degrés de liberté, encore appelé

écart-type de I'échantillon ou écart-type expérimental :

Si la distribution des mesures suit une loi gaussienne, alors les observations montrent que g,; est un
bon estimateur de I'incertitude pour un tres grand nombre de mesures. Cependant, il est rare que la
puissance du test, permettant la vérification de la normalité des mesures, soit élevée, du fait du faible
nombre de mesures possibles (rarement proche de la dizaine de milliers).

A partir des mémes valeurs expérimentales, il est possible de déterminer un autre estimateur de la
variabilité autour de la moyenne, et issu de I'écart-type expérimental. Cet estimateur est nommé écart-

type expérimental de la moyenne et se définit par I'expression ci-dessous :

Dans la pratique, I'écart-type expérimental de la moyenne est appelé incertitude de répétabilité.
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2. Type B

Si un laboratoire de mesure disposait de ressources et d'un temps illimités, il pourrait effectuer une
recherche statistique exhaustive de toutes les causes imaginables d'incertitude, en utilisant par
exemple des instruments de différents types et de différents fabricants, avec différentes méthodes de
mesure, différents modes opératoires et différentes approximations dans les modeéles théoriques du
mesurage.
Les incertitudes associées a toutes ces causes pourraient étre alors évaluées par l'analyse statistique
de séries d'observations et l'incertitude due a chaque cause pourrait étre caractérisée par un écart-
type évalué statistiquement. Finalement, toutes les composantes de l'incertitude seraient obtenues par
des évaluations de Type A.
Comme une telle étude n’est pas envisageable économiquement et temporellement, de nombreuses
composantes de lincertitude doivent étre évaluées par tous les autres moyens disponibles.
L’ensemble des informations recherchées peut comprendre :

» Des résultats de mesures antérieures,

» La connaissance générale ou empirigue du comportement des instruments utilisés,

e Les spécifications du fabricant,

e Les certificats d’étalonnage,

» L'incertitude attribuée a des valeurs de référence provenant d’ouvrage, manuels et autres

normes.
Pour arriver a exprimer l'incertitude de Type B sous forme d'un écart-type, il faut recourir a des lois de

probabilité dont les plus employées sont la loi normale (ou gaussienne) et la loi rectangulaire (ou
uniforme).
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ANNEXE 10: EVALUATION DE L’'INCERTITUDE DE MESURE AU COURS
DE L'ETABLISSEMENT DE LA COURBE DE FROTTEMENT

Pour chaque capteur, on détermine une incertitude-type composée intégrant des incertitudes-type de
Type A et des incertitudes-type de Type B.
Le tableau ci-dessous présente I'ensemble des variables nécessaires aux calculs d'incertitude avec le

type de chaque incertitude pour chacune :

Capteurs Evaluation des incertitudes-type
Débitmetre massique Qp, [kg.h™] Composée
Masse volumique p [kg.m™] Composée
Perte de charges Ap [mBar] Composée
Diamétre hydraulique Dy, [m] Composée
Longueur de la conduite L [m] Type B
Viscosité [Pa.s] Composée

A. En régime Laminaire

En régime laminaire d’écoulement dans une conduite circulaire, le facteur de frottement et le nombre
de Reynolds généralisé sont donnés par :
pLvd,

y o :i et Re. =
2|am|nalre Reg 9 p‘app

Dans cette section, le facteur de frottement calculé correspondra au facteur de frottement estimé en

VZ = /Zlaminaire

1. Facteur de frottement

régime laminaire :

Les relations précédentes nous permettent de conduire le caclul suivant :

5
%_ Ty :Apth 1 :(QOODT)ZDépEﬁhE‘b

T2 AL plv? 43
:>0'(V2):omp+ddh _dL_dp_2dv
% Ap d, L op v
1 _Q, _ dv_dQ, 2dd, dp

vV=—— =
900 d?p v Q, d, p

) _dnp , dd, _g_@_z(w_m_%_g
% Ap d, L p Qn dy p

d(%):dAerdeh_%Jr@_Zde
f, o d L op Q
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L'incertitude-type composée relative du facteur de frottement déterminée pour la construction de la
courbe de frottement est alors donnée par :

olig). {{UC(AMT [osdal] [l [ zﬂ”

f
Amodel Ap dh L p

2. Nombre de Reynolds généralisé
Re, =PVt

g

Neoniin
1 EIQm :d_v_de_deh _%

S 900m d’p vV Q, d, p

T Bonin - 9T 8 U (oonan) ﬂuc(rp)}2 . {_ My)TF

n _P
Bohlin . B
Y Neoniin L Y Neohiin

La documentation du rhéometre Bohlin nous indique les valeurs suivantes pour une géométrie

cone/plan type CP2760mm, correspondant a une incer titude-type de type B :

U1, _ 0.08% et UB—(V) =0.21%
Tp

1
2 2%
Ue (nBohlin) - {UA(nBohlin):| +{UB(nBohlin)} ’
Neohiin Neoniin Neohiin
dRe, _dp + dQ, _ 2dd, _dp +% _ ANgonin

Reg o] Qn dh P dh Neoniin

& :d& _% _ ANgonin
Re, Qn d, Nsoniin

o] e ]

B. En régime turbulent

En régime turbulent, la relation entre le facteur de frottement et le nombre de Reynolds suit une loi de
Blasius du type :

f =c [Re!
Aturbulent 9

Dans cette section, le facteur de frottement calculé correspondra au facteur de frottement estimé en

% = Aturbulenl

1. Facteur de frottement

régime turbulent :

L'expression de la propagation des incertitudes de mesure du facteur de frottement en régime

turbulent restera de la méme forme qu’en régime laminaire :
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d%):dAp+5ddh_d_L+@_2de
% Apdy Lop Q,

L'incertitude-type composée relative du facteur de frottement reste de la méme forme :

% ) ﬂ T2 GRS R N {_Zuc(em)ﬂ

Il est nécessaire de porter attention au fait que les incertitudes-type de type B restent constantes
(méme appareillage utilisé), mais qu'il est nécessaire de déterminer a nouveau les incertitudes-type

de type A pour ce nouveau régime d'écoulement.

2. Nombre de Reynolds généralisé

Sur le méme modele que le facteur de frottement, I'expression différentielle de la propagation des
incertitudes de mesure du nombre de Reynolds généralisé restera de la méme forme qu’en régime

laminaire :

dRe, _dQ, _dd,  dnggy
Reg Qm dh r]Bohlin

L'incertitude-type composée relative au nombre de Reynolds reste de la méme forme :

) fefo)] [ [ st

Comme dans le cas du facteur de frottement, on notera que les incertitudes-type de type B restent

N

constantes (méme appareillage utilis€), mais qu'il est nécessaire de déterminer a nouveau les

incertitudes-type de type A pour ce nouveau régime d’'écoulement.
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ANNEXE 11 EVALUATION DE L’'INCERTITUDE DE MESURE AU COURS
DE L'ESTIMATION DE LA VISCOSITE EN LIGNE

Régime laminaire

L'estimation de la viscosité en ligne en régime laminaire dans une conduite cylindrique est effectuée a

% = Alaminaire = Aen ligne

_( pvid,
“‘en ligne (Aen ligne ) x 8

L'estimation de l'incertitude sur la viscosité en ligne, résultat des mesurages des différents capteurs

partir des relations suivantes :

de la plateforme, est donnée par :

OWon s Olen Ol T
duen igne = m d(%)_'_( Hen iigne ) dp +[ Men iigne j du +( Hen ligne ] ddh
al f P ) o, od,
2en ligne A‘V'd" /Z,p,dh é,p,v

p.v,dy

f
duen ligne _ d(éen ligne j + % + ﬂ + %

. f
Men ligne Aen ligne p \ dh

Avec V:LQQ_m:d_V:dQ_m_%_@
9007t d? [p v Q. d, P

f
Ol e _ d(@n "gne) ,dp, dQ, _2dd, dp dd,
Men ligne %en ligne p Qm dh p dh

f
duen ligne _ d(éen Iignej + de ddh

. Tf
Men ligne Aen ligne Qm dh

L'incertitude-type composée relative a la viscosité en ligne déterminée en conduite cylindrique et en

régime laminaire est donnée par :

Hen iigne %en ligne

oobie) || %[ )| {uc(qm)}z /- uc(dhqz

m

Régime turbulent

L'estimation de la viscosité en ligne en régime turbulent dans une conduite cylindrique est réalisée a

partir des relations :
f = d
Aturbulent ¢ [Reg

1
V d
= 21urbu|enl - 1 D Qm
c 900Tt uen ligne E(Hh

f d
éturbulenl B! 1 EIQ m
c 9001t d,

uen ligne
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L'estimation de l'incertitude de la viscosité en ligne, résultat des mesurages des différents capteurs de
la plateforme, est donnée par :

f
duen ligne — (_lj Dd(/Zturbulem )+ de _ dDh
d f D
/Zturbulent Qm h

L'incertitude-type composée relative a la viscosité en ligne en conduite cylindrique en régime turbulent

“en ligne

est donnée par :

M _ [_ 1) “c(%mrbulem ) 2 +[uc(Qm)T J{_ uC(Dh):|2 3

_ d) f
Men ligne Aturbulent
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ANNEXE 12: LISTE DES DIAMETRES EQUIVALENTS

Cette liste rassemble les tailles ayant I'appellation « diametre » et pouvant étre rencontrées en dehors

de nos travaux (Allen, 1997; Tourbin, 2006).

Définition

Symbole Appellation
Diameétre en surface-
dSV
volume
dq Diametre de glisse
d Diameétre de chute libre
dst Diameétre de Stockes
q Diameétre de l'aire
P projetée aléatoire
q Diameétre lié au
‘ périmétre
du’ Diameétre de Martin
dg Diamétre déroulé
d; Diamétre de tamisage
dqg Diamétre de diffraction

Diameétre de la sphére qui a le méme rapport surface
- volume que la particule
Diamétre de la sphére qui a la méme résistance au
déplacement dans un fluide de méme viscosité
dynamique pour une méme vitesse
Diameétre de sphére qui a la méme densité et la
méme vitesse de chute libre que la particule dans un
fluide de méme masse volumique et de méme
viscosité
Diametre de chute libre dans un écoulement
laminaire
Diametre du cercle qui a la méme aire projetée que la
particule dans une orientation aléatoire
Diamétre du cercle qui a le méme périmétre que la
projection du contour de la particule
Longueur de la corde, paralléle a une direction
donnée, qui partage I'image de la particule en deux
aires égales
Longueur de la corde passant par le centre de gravité
du contour de la particule
Co6té de la plus petite maille carrée au travers de
laquelle la particule peut passer
Diametre du cercle équivalent qui engendre la méme

déviation du faisceau que la particule en raison de la

nature ondulatoire du rayonnement
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ANNEXE 13 : PROTOCOLES DE MESURE EN RHEOMETRIE

Le contrdle du gradient de vitesse s’effectuera par I'application d’une vitesse de rotation w sur un
mobile donné. La conversion vitesse de rotation en vitesse de cisaillement sera alors dépendante de
la géométrie du mobile.

Dans le cas d'une expérimentation longue, ou de fluides trés peu visqueux, une géométrie de type
cylindres coaxiaux pourra étre utilisée afin de contrler le cisaillement sur 'ensemble de I'échantillon
tout en diminuant les risques d’évaporation. Ce dispositif est plus long a utiliser que les géométries
cone-plan ou plans paralleles (mise en place et nettoyage de la géométrie). En outre, le moment
d’inertie du mobile est assez élevé et il est donc peu adapté aux mesures en instationnaire
(oscillations par exemple).

Quelle que soit la géométrie, le contréle du gradient de vitesse ou de la contrainte de cisaillement
s'effectuera par I'application, respectivement, d'une vitesse de rotation w ou d’'un couple C au mobile.
Les mesures pourront alors se dérouler par paliers, avec I'application d'une vitesse de cisaillement
précise pendant un temps donné avant le changement de la consigne. Cela permet au gradient de
vitesse d'atteindre une certaine stabilité au sein de I'échantillon avant de passer a la vitesse suivante,

comme lillustre la figure ci-dessous.

t t

Schéma d’un protocole de mesures par paliers

Dans ce cas, la mesure est faite lorsque I'écoulement est établi.

Une autre méthode de mesure consiste a appliquer une rampe de gradient de vitesse permettant ainsi
de balayer la totalité d’'une gamme de cisaillement. Lorsque peu d’'informations sont disponibles sur
I'échantillon, cette méthode permet ainsi une approche exploratoire rapide, illustrée par la figure

suivante.

t t

Schéma d'un protocole de mesure par rampe
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ANNEXE 14 : DETERMINATION DE LA MASSE VOLUMIQUE DE LA
BIOMASSE

Rappel

s . m
Humidité relative : x = —=2%

e m
Humidité absolue : n = —%%

La biomasse hydratée Xy est constituée d’'une fraction d’eau, appelée teneur en eau, et d’'une fraction
seche Xys.
My, =My +m

eau

La teneur en eau est symbolisée par a et suit I'expression ci-dessous :

a= eau
meau +mXMS
a a
= Mey, = 1-0q Xus Peau = 1-a H)XMS

Les cellules sont caractérisées par la biomasse hydratée X, et la biomasse anhydre issue de la

détermination en matiére seche de la cellule Xys. En ce sens, il est possible de poser les relations

suivantes :
meS =X D/tot

My, = Px, BV

Vi X
} - X =Py, G- = Px,e Msoide = Poolice =
solide

Vtot Xus

My, =My +m

eau

rn)(H = pXH D/solide

L'expression de la masse volumique déterminée hors ligne prend la forme de I'expression suivante :
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hors-ligne
modQt

= Psolide-tiquide

= Priguide [Priquide T Px,, [Psoie

1
= Pliquide [(1_ Dsolice ) + (m] P Wsoice
_ 1
= Piiquide T Psolide EE(H] [Py, — pliquide:|

X 1
= Piiquice p_ EE(EJ Py, ~ pliquide:|
XMS

_ p)(H pliquide
= Piiquide T X -

Pxus Py
= pliquide + X &suspension

A partir d’une régression linéaire de la fonction p/losome = f(X), il est possible de déterminer asyspension-

modt

Nous pouvons alors avoir acces a p, et p, —a partir des expressions suivantes :

a Px. _Piquice _ 1 _ Piiuide

suspension Py Py 1-g Py
0, = Piiquide
X 1- asuspensicn [(1 - C()
_ Piiquide
Pro =g
1 _ a suspension
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