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Le présent travail s’inscrit dans un vaste projet de
recherches dans le domaine spatial, devant se poursuivre jusqu’au
début du vingt et uniéme siécle. Il est donc destiné a étre
utilisé et exploité par des personnes d’horizons scientifiques
trés différents. C’est pourquoi d’aucuns le trouveront sans doute
un peu trop long et détaillé, mais Jj’en assume pleinement la
responsabilité car il m’a semblé important d’en faire un document
relativement exhaustif qui puisse servir de base de travail.

Les unités adoptées dans cet ouvrage sont le plus souvent
celles du Systéme International. Deux exceptions notables sont
toutefois & signaler. Il s’agit des unités données au chapitre 2
qui sont adaptées aux méthodes présentées, et du choix de l’heure
comme unité de temps pour les cinétiques de croissance de

dynamique 1lente.

Le nombre de variables intervenant dans cet ouvrage étant
important, il n’a pas toujours été possible  de 1eﬁr faire
correspondre une lettre particuliere. Certaines lettres
représentent donc plusieurs variables, mais dans des parties
indépendantes, et leur signification est alors précisée avant

l’emploi de fagon a éviter toute confusion.
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INTRODUCTION

Les écosystémes clos artificiels sont des systémes de support
de la vie qui échangent uniquement de 1’énergie avec l’extérieur.
Ils sont donc capables de recycler les éléments principaux en
masse que sont le carbone, l’hydrogéne, l’oxygéne, l’azote, le
soufre, et le phosphore, et qui sont nécessaires & la vie.

Ces systémes sont composés de compartiments, assurant chacun
un rdle bien particulier de transformation de la matiére, et entre
lesquels existent de nombreuses opérations de séparation des flux.

Ils possédent obligatoirement un compartiment
photosynthétique chargé de produire de la biomasse consommable a
partir de minéraux, de COZ, et d’eau, avec une source d’énergie
lumineuse extérieure.

L’analyse et la conception de ces systémes nécessitent une
modélisation mathématique approfondie, mais leur complexité est
telle qu’il n’est pas envisageable pour l1l’instant d’aborder le
probléme globalement.

L’approche modulaire séquentielle, qui consiste en 1la
modélisation préalable de chague compartiment pour en calculer les
flux de sortie & partir des flux d’entrée en fonction de
contraintes imposées, semble 1la mieux adaptée & 1’étude des

écosystémes clos artificiels.

Le présent travail concerne l’étude cinétique et énergétique
d’un photobioréacteur, en vue de créer un module de simulation
d’un compartiment photosynthétique, destiné & s’intégrer dans un
ensemble plus complexe tel qu’un écosystéme artificiel. C’est le
cas, par exemple, du projét MEL1SSA (Microbial Ecological Life
Support System Alternative) de 1’Agence Spatiale Européenne, dans.
le cadre duquel la cyanobactérie Spirulina piatensis est utilisée
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pour produire de l’oxygéne et de la biomasse consommable.

Pour comprendre et par 14 méme modéliser le comportement de
microorganismes cultivés en réacteur, il est nécessaire
d’appréhender a la fois des phénoménes physiques et biologiques.

De prime abord, ceux-ci apparaissent comme disjoints et
répondent en tout cas & un formalisme et & une méthodologie bien
différents. Les phénoménes physiques comprennent la description
des transferts de matiére tels que le mélange, les échanges entre
les phases liquide et gazeuse, la description des transferts de
chaleur et, dans le cas des photobioréacteurs, la description du
transfert de l’énergie lumineuse et de sa distribution au sein du
volume réactionnel; ils sont décrits par des systémes d’équations
algébriques, différentielles ou intégro-différentielles. Les
phénoménes biologiques comprennent la description du métabolisme
et de ses modifications en fonction des conditions de limitation
en différents nutriments. Loin de privilégier 1’un ou 1l’autre de
ces aspects, ce travail tente de les réunir et de comprendre
comment et dans quelle mesure les microorganismes réagissent a des
modifications de leur environnement. Bien entendu, un soin treés
particulier sera apporté aux questions de diffusion de 1’énergie
lumineuse et & sa conversion en énergie chimique par les
microorganismes.

En effet, chez les microorganismes photosynthétiques,
l’établissement des cinétiques et du bilan énergétique repose sur
le calcul de la vitesse d’absorption de l1’énergie lumineuse en
chaque point du réacteur. Cette vitesse est une étape limitante au
méme titre que peuvent 1’é&tre de faibles concentrations en
minéraux ou en carbone inorganique dissous dans la phase liguide.

Le probleme le plus complexe réside alors dans la
connaissance de 1’évolution des rendements de conversion des
substrats en produits, en fonction des contraintes externes

imposées au métabolisme.




Introduction

Deux analyses des résultats expérimentaux seront envisagées.

- L’analyse stoechiométrique permettra au moins de traiter
les résultats en s’assurant que la conservation des éléments est
satisfaite. Ceci conduira notamment & la validation des méthodes
expérimentales dans le cas ol les mesures sont redondantes.
Certains rendements de conversion resteront cependant a identifier
a4 partir des résultats expérimentaux.

- Afin d’élargir le domaine de validité du modele, 1’écriture
de modéles biochimiquement structurés sera envisagée. Ceux-ci
reposent sur une connaissance plus approfondie du métabolisme, qui
permet d’étudier 1’efficacité avec laquelle s’effectuent les
couplages entre les différentes réactions métaboliques impliquant
les transporteurs d’énergie de la cellule, comme 1’/ATP et les
cofacteurs réduits. Les rendements sont alors calculés en
appliquant au métabolisme les lois de 1la thermodynamique
phénoménologique linéaire des processus irréversibles.

Ces modéles permettront d’envisager des simulations de
cultures en photobioréacteur, en discontinu ou en continu, et dans
une large gamme de conditions opératoires, ouvrant ainsi des voies

vers l’optimisation et le dimensionnement de tels procédés.

Le premier chapitre est un chapitre introductif qui reprend
et formalise certains points développés dans le cadre de cette
introduction, notamment sur les écosystémes clos artificiels et
l’approche modulaire séquentielle, ainsi que sur les potentialités

des microorganismes photosynthétigques.

Les méthodes expérimentales utilisées au cours de cette étude

sont décrites dans le deuxiéme chapitre.

Le troisiéme chapitre présente 1l’ensemble des résultats

expérimentaux obtenus sur Spirulina platensis, que ce soit &
1’échelle cellulaire ou a 1’échelle de cultures en masse. Les

informations recueillies sont a la base, d‘une part d’hypothéses
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cinétiques et métaboliques du modeéle, et d’autre part, de
l’identification numérique et de la validation des paramétres du

modele.

Les limitations physiques pouvant survenir dans les
photobioréacteurs, et notamment la limitation quasi-permanente par
le transfert de 1lumiére, sont détaillées dans 1le quatriéme
chapitre. Les résultats théoriques obtenus, indépendants du
microorganisme étudié,'seront repris et intégrés dans le modéle
mathématique proposé.

En raison de l’approche qui a été choisie, ce travail doit
également permettre d’obtenir des informations utilisables pour la
conception de photobioréacteurs, tant 11 est vral dgue les
microorganismes photosynthétiques présentent des intéréts
industriels, loin d’étre encore entiérement connus.

Le modele mathématique. est développé dans le cinquiéme
chapitre sous deux formes différentes.

— Un modéle non structuré dont le domaine de wvalidité est
limité aux conditions expérimentales utilisées pour
l17/identification des coefficients du modéle.

- Un modéle biochimiquement structuré qui permet d’envisager
la connaissance du comportement de S. platensis quelles que soient
les contraintes extérieures, physiques ou biologiques, régissant
son métabolisme.

A cette étape, certains résultats expérimentaux discutés au
chapitre trois seront repris et comparés aux résultats théoriques

donnés par les modéles proposés.




CHAPITRE 1

CAHIER DES CHARGES POUR

LA MODELISATION DES PHOTOBIOREACTEURS

ET SON APPLICATION AUX ECOSYSTEMES CLOS ARTIFICIELS.




Chapitre 1

1.1. INTERETS DES PHOTOBIOREACTEURS ET CONTEXTE GENERAL.

Le but de ce paragraphe n’est pas ‘de dresser une liste
exhaustive des potentialités des photobioréacteurs, mais plutdt de
situer dans le contexte actuel la présente recherche par rapport a
1’abondante littérature déja disponible sur le sujet.

La culture contrdlée de microorganismes photosynthétiques
s’est développée & partir des années 50 aux Etats Unis, et a
bartir des années 60 en France. A l’épogue, il s’agissait surtout
de trouver de nouvelles sources d’énergie renouvelable, et la
conversion de 1l’énergie solaire (inépuisable) par les algues
semblait intéressante. Ces recherches ont donné lieu & de nombreux
articles sur la culture d’algues en masse rassemblés dans
l’ouvrage de BURLEW (1964). Dans ce contexte, les recherches
engagées en France pendant cette période sont dues principalement
a 1l’Institut Francgais du Pétrole, et au Comissariat a 1’Energie
Atomique (CEA).

Ces cultures en masse étaient presque toujours réalisées en
bassins ouverts, éclairées par le soleil et donc peu contrdlées.
Mais des 1970, le Japon s’intéressa a 17étude des
photobioréacteurs & éclairage artificiel. Un tel regain drintérét,
1ié a4 l’essor des biotechnologies, était di & la possibilité de
produire, par 1’/intermédiaire des microalgues, des molécules a
haute valeur ajoutée Jjustifiant des investissements plus
importants. '

C’est dans cette optique dque se sont poursuivies les
recherches récentes sur les cultures contrdlées des microalgues.

Néanmoins, la conception de Dbiloréacteurs & éclairage
artificiel apparait comme un probléme majeur dqui encore
aujourd’hui empéche le développement industriel de tels proceédés.

Une alternative est fournie par le réacteur développé par le
CEA cadarache, et par USSI Ingénierie, mais ce procédé utilise
l’énergie solaire (GUDIN et THEPENIER, 1986).
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Les potentialités connues des microorganismes
photosynthétiques sont pourtant nombreuses. On trouvera dans les
documents de DERMOUN (1987), STADLER et al. (1988), DE LA NOUE et
DE PAUW (1988), et RICHMOND (1986), une 1liste relativement
exhaustive de molécules intéressantes issues de la culture de
microalgués. On citera briévement ici,'outre l/utilisation directe
de la .biomasse comme source de protéines d’origine unicellulaire
(P.0.U.) dans des pays comme la Martinique, les Etats Unis,
Israél, le Mexique, le Japon (LEE, 1986, FOX, 1986); les quatre
grandes catégories suivantes:

- Les lipides et hydrocarbures:

On retiendra essentiellement dans cette catégorie l’acide 7

‘linolénique qui est un acide gras essentiel précurseur des

prostaglandines et gque 1’on trouve en grande quantité chez
Spirulina platensis, ainsi que les hydrocarbures produits par
Botryococcus braunii.

Il est & noter qu’une découverte récente (GUSTAFSON et al.
1989), met en évidence le rdéle protecteur joué par un sulfolipide
de cyanobactérie dans les mécanismes d’infection par le virus du
Sida.

- Les pigments:

Les industries cosmétiques et alimentaires s’intéressent aux
pigments des microalgues comme colorants. Les principaux sont les
B-caroténes, les phycoérythrines, les phycocyanines, et
l’astaxanthine. Les espéces Porphyridium et Spirulina sont
particuliérement riches en pigments,
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- Les polysaccharides:

Toutes les microalgues et les bactéries produisent en plus ou
moins grande quantités des polysaccharides dont la structure et
les ©propriétés rhéologiques sont souvent intéressantes. La
microalgue 1la plus connue dans ce domaine est certainement
Porphyridium cruentum. Les débouchés potentiels de tel
polysaccharides sont nombreux: alimentation, emballage, textile,
pharmacologie, cosmétique, récupération assistée du pétrole.

-~ Les antibiotiques et antifongiques:

C’est probablement dans ce domaine que le plus grand nombre

de molécules reste & découvrir. De nombreux composés ont déja été
identifiés, notamment des polysaccharides sulfatés.

Enfin, on notera que les microalgues jouent un rdéle important

dans le traitement résiduaire des eaux usées.

Malgré ces marchés potentiels, le développement de
photobioréacteurs entiérement artificiels s’est toujours heurté au
probléme technologique de distribution de la lumiére & l/intérieur
du réacteur. Aussi les recherches en modélisation et optimisation
de procédés de ce type ont manqué de moyens matériels Fjusqu’au
début des années 80. A cette date, le probléeme a été relancé par
le biais de diverses agences spatiales, notamment aux USA, en

=

URSS, et au Japon, puis par 1l’Agence Spatiale Européenne (ESA) a

1la fin de la décennie.

Il s’agissait alors d’utiliser les microalgues dans le but de
produire de la biomasse consommable et de recycler l’atmosphére de
vaisseaux spatiaux, au sein de ce que l’on appela des écosystémes
clos artificiels ou C.E.L.S.S. (Closed Ecological Life Support
System). La réalisation de tels systémes constitue un pari qui ne
peut étre gagné que par une étude approfonq;e de chaque étape,
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devant mener & une modélisation compléte ainsi qu‘d une
optimisation de chagque compartiment, puis du systéme complet.

Ce sont donc ces projets qui ont relancé 1l’/intérét pour les
recherches sur les photoréacteurs et qui ont amené de nouveaux
moyens. Les travaux engagés devraient déboucher, a terme, sur une
meilleure connaissance de la mise en oeuvre de procédés
biophotochimiques. Cette étape est nécessaire pour la réalisation
d’écosystémes clos artificiels; elle 1l’est également dans
1l’éventualité ou il deviendrait industriellement rentable de

concevoir et d’exploiter des photobioréacteurs.

Le présent travail s’inscrit tout & fait dans le cadre qui
vient d’étre décrit. Il est né d’une collaboration entre 1/ESA, le
Centre National d’Etudes Spatiales (CNES), la société Matra
Espace, et le laboratoire de Biochimie Fonctionnelle des Membranes
Végétales du Centre National de 1la Recherche Scientifique
(CNRS) ,et sa vocation est double: »

- étudier les ©problémes physiques, physioclogiques et
biochimiques posés par les cultures de microorganismes
photosynthétiques en bioréacteur.

- appliquer les résultats obtenus et fournir les outils
nécessaires a la réalisation du compartiment photosynthétigque d’
un écosysteéme clos.

C’est cette derniére étape qui a hotamment guidé le choix du
microorganisme ainsi qu‘un certain nombre d’orientations de
l1/étude. Néanmoins, les principaux problémes pour la réalisation
de photobioréacteurs étant surtout d’ordre physique (limitation
par la lumiére et par le transfert de géz), on pourra considérer
que les résultats obtenus a cet égard au cours de cette étude,
sont indépendants du microorganisme choisi, et totalement
extrapolables quelle que soit la conception de réacteur envisagée

lors de développements futurs.
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Bioregenerative
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Fiqure 1.1: Caractéristiques d’un écosystéme clos artificiel

(d’aprés TAMPONNET et al. 1991).
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1.2. LES ECOSYSTEMES CLOS ARTIFICIELS.

1.2.1. Définitions et généralités:

En raison de l’extension de l’activité humaine dans l’espace
(vols habités, stations permanentes), la réalisation d’écosystemes
clos est devenue indispensable afin de réduire les cofiits
logistiques et de rendre possibles les voyages de longue durée.
Ainsi, les principales agences spatiales subventionnent des
programmes concernant les écosystémes clos artificiels ou
C.E.L.S8.S8. (Closed Ecological Life Support System).

Un C.E.L.S.8. peut étre défini comme un systéme écologique
biorégénératif composé d’un ensemble d’étres humains, de plantes,
et de microorganismes intégrés au sein de procédés mécaniques et
physico-chimiques (SKOOG et BROUILLET, 1981). Il doit posséder les
caractéristiques suivantes:

- régénération de l’atmosphére;

- recyclage de l’eaﬁ;

- recyclage des déchets solides et liquides;

- production de nourriture.

Les déchets solides doivent donc étre transformés pour
produire de la nourriture de maniére & recycler les principaux
éléments ¢,H,0,N,S,P, (figure 1.1). Du point de vue
thermodynamique, il s’agit donc d’un systéme fermé, et 1’emploi du
qualificatif "clos" se référe probablement au préfixe "éco-",
puisque les écosystémes naturels ne sont pas clos. On comprend
donc pourquoi il est nécessaire de préciser également qu’il s’agit
de systémes artificiels. |

Bien que les conceptions aient évolué au cours des dix
dernleres années, 1l ne semble pas poss1ble de réaliser un systéme
parfaitement clos, et il sera probablement nécessaire de faire un
apport en nutriments, tout en concédant une perte de carbone et de
déchets non recyclables (LEISEIFER et al. 1983).

Les principales différences entre écosystémes naturels et

11
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Natural Agricultural
Ecosystems
Behavior deterministic deterministic
of single
components
Longterm mainly not known
dynarnics stochastic
Shortterm partly deter- deterministic
dynamics ministic and with stochastic
stochastic infiuences of
: environment
and economy
Age ~billion yrs ~10000 yrs
Size earth some ha
Number of very large small
species
Time scales geological 110 10 yrs
time scale
" Variability large reduced
within by selection
species
Variability large large
of environ-
ment
Control e input of ferti-
Izers and pesti-
cides, irrigation,
crop rotation,
breeding of
resistent varieties
Nutrient closed only partly closed
cycles ’ .
Environment . - biosphere bioshpere
Figure 1.2: Propriétés fonctionnelles

Artifical

deterministic

not known

deterministic

10% 10° m?

small

reduced
by selection

small

controlled
environment

closed

artificial
environment,
technosphere,
spaceship

et dynamiques des

écosystémes (d’aprés RICHTER et DIEKKRUGER, 1990).
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artificiels ont été identifiées par RICHTER et DIEKKRUGER (1990)

et sont résumées sur la figure 1.2.

Ces définitions, on le voit, sont suffisamment vastes, pour
autoriser une grande diversité dans la conception et la conduite
des recherches sur les écosystémes clos artificiels.

Exposer ici l’état des recherches de la décennie passée dans
ce domaine serait hors de propos. Ce travail a d’ailleurs été
réalisé dans un récent congrés par GITELSON (1990) pour 1’URSS, et
par MAC ELROY (1990) pour les USA et le Japon.

Depuis 1970, des études sont menées & 1l’institut de
biophysigque d’URSS sur les C.E.L.S.S. (GITELSON et al. 1976).
Actuellement, des étres humains se relayent tous les 180 jours
dans un écosystéme clos baptisé "Bios 3", et ceci pour un total de
plus de deux ans. Ces études ont permis de mettre en évidence
l’apparition de phénoménes de toxicité 1liés a l’accumulation de
produits non régénérés. ‘

Aux USA et au Japon, les recherches se sont essentiellement
focalisées sur la mise au point technologique de compartiments
photosynthétiques, & base d’algues ou de plantes supérieures. Trés
peu de données sont disponibles sur des études de systémes
complets, méme trés simplifiés (SMERNOFF et al. 1986; VOLK et
RUMMEL, 1986; NISHI et al. 1986). Cela est certainement dl, entre
autres, a la difficulté de choisir parmi les nombreuses options
existantes pour le recyclage des déchets. Néanmoins, lorsque ces
données existent, c’est le plus souvent 1l’option physico-chimique
qui a été retenue (HOLTZAPPLE, 1989).

Ces choix restent malgré tout arbitraires, et 1l’on ne peut
pas dire, compte tenu de l’avancement des travaux, si 1’option
physico-chimique est ©préférable a 1l’option Dbiologigque. Les
avantages et inconvénients de ces deux options ont été dégagés par
GITELSON (1990), et sont consignés dans la figure 1.3.

i3
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Figure 1.3:

COMPARATIVE SPECIFICATIONS BIOLOGICAL (BLSS) AND PHYSICAL -~ CHEMICAL

(PCLSS) LIFE-SUPPORT SYSTEMS

- Release of Oy
- Absorption of man excreta
- Water purification

BLSS Functlons : regeneration of water
and atmosphere
lgal gas and water exchange 3

Chemosynthetic gas and water exchangs :

BLSS with higher plants - Functlon :

- All regeneration processes,including
food production solved by one key process
of photosynthesis .

MERITS DEMERITS
PCLSS Functlons ¢ - Small size - High pressure, temperatures, toxic gases,
=~ Absorption of COp - Welght 250-350 kg for example CO In Immediate vicinity of

- Energy cost 0,7-0,8 kWt

~ Independence on Sun-orientatlon
of the spacecraft

~ Indisputable feasibility of using
In space

- Comparative simplicity of the main
physical and chemical processes

~ Habitual designing traditions

- Easy temperature control

- Welght 250-300 kg

- Energy cost 1,2 kWt sun fight

- Regeneration of water and atmosphere
In one process with urine absoption

- No temperatures, pressures and
toxic gases dangerous for man

- Ability of rapid seif-recovery

- Simple control

- Ability of direct use solar radiation

- Biological working efficiency in
weightlessness

- Well elaborated theory, method and
technique of continuous cultivation
of algae

- Weight not more than 250 kg

- Energy cost 0,7-0,8 kWt

- Regeneration of atmosphere and water
process with urine absorption

~ No temperatures and pressure
dangerous for man

- Abllity to self-reproduce rapidly

~ Simple controf

- Independence of Sun-orientation

- Highly efficient use of electric energy

- Well-developed theory, method and
technology of continuous cultivation
of bacteria

- Blological working efficiency In
welghtlessness

- regeneration of traditional
vegetable food

- Traditionally comfortable environment
for man

- Energy cost 1,5-2 kKt sun light

= Ability to self-reproduce rapidiy

- No pressures, temperatures, gases
dangerous for man

man

- Impossibility to reproduce natural food
for man In principle

- Sophisticated contro}

- No self-recovery ability

- Atmospheric microgases, probably
essential for normal physiological, and
psychological human status
do not reproduce privation In habitual
Iving environment of man

= Al regeneration functions release of Op,
absorption of COp, water purification
are performed separately

- The system was never run on the whole,
no experimental assessment of the
environment regenerated for man
stabiilty of the system has never been
tested In long-term experiments

- Vegetable food doesn't reproduce

- Sun-orientation dependence

= No elaborated biotechnological
systems to cuitivate algae In
weightlessness

= Impossibility to use as food the major
part of the synthesized biomass due to

incompatibility of its biochemical
composition with the food requirements
of man

~ Use of explosion mixture (0+Hg) .
{safe versions of chemosynthesis are
possible excluding other species of
bacteria)

- Separation of the atmosphera of the
cultivator and the cabin

= No elaborated technology to cultivate
bacteria in welghtlessness

= Considerable dimensions to accomodate
the plants 30 m2-50 m2 per man

« Necessity to remove large quantlty
of low temperature heat

- Dependence of Sun-orientation

- Feasibility to cultivate piants In
weightlessness-

Comparaison

entre les

14

options

biologiques

et

physico-chimiques pour le recyclage des déchets dans les systémes
de support de vie (d’aprés GITELSON, 1990).




Cahier des charges pour la modélisation des photobiorxréacteurs.

A
PLANETARY In-situ Resources
BASES
Closed
Artificial
gorored o LENGTH OF
upplies Biological MISSIONS/
. —>DISTANCE
and Techniques
Waste Physical/ FROM EARTH
Chemical
SPACE -
TRAVEL/ REGENERATIVE SYSTEMS
MISSIONS
\j

Length of Missions/ Distance from Earth vs. type of Life Support systems

Figure 1.4: Choix du type de systéme de support de vie dans

l’espace en fonction de

la durée de 1la mission et de son

éloignement de la Terre (d’aprés TAMPONNET et al. 1991).
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LIFE SUPPORT REQUIREMENTS
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Figure 1.5: Structure d’un écosystéme
(d’aprés TAMPONNET et al. 1991).
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Depuis 1990, la démarche la plus rationnelle en matiére de
définition de grands objectifs, et de planification sur 1le moyen
et long terme, semble vouloir étre adoptée par 1’ESA. En effet,
SAVAGE et al. (1990), estiment qu’un premier systéme & base de
bactéries et d’algues sera prét dans 3 &4 4 ans. La mise au point
d’un systéme complet est prévue pour l’an 2000. L’ensemble sera
compris dans un cylindre de 5 & 6 métres de diamétre et 8 a 12
métres de hauteur. Ce systéme clos permettra de simuler le
fonctionnement des premiers modules biologiques spatiaux prévus
dés 2010. Les orientations choisies par 1/ESA sont résumées par
les figures 1.4 et 1.5.

S’il apparait clairement gque les recherches qui viennent
d’étre exposées présentent un caractére appliqué et technologique
indéniable, il faut noter que 1’étude d’écosystémes clos
artificiels intéresse de plus en plus de domaines fondamentaux
aussi différents que 1’écologie générale ou la dynamique des

-systémes dissipatifs.

1.2.2. Le compartiment photosynthétique:

I1 apparait dans ce qui vient d’étre exposé, gque le
compartiment photosynthétique joue wun réle crucial dans 1a
réalisation d’écosystémes clos artificiels. En effet, la
production de nourriture, a4 partir des minéraux, n’est
envisageable que par cet intermédiaire, que la photosynthése soit
productrice d’oxygéne ou non. Si, de plus, l’option biologique est
retenue pour la régénération de 1’atmosphere, c’est ce
compartiment qui en sera chargé.

Le compartiment photosynthétique est donc un élément

obligatoire pour un écosystéme artificiel.

A ce stade, différents types de biomasse peuvent étre
envisagés. Les microalgues, les bactéries photosynthétiques, et

17
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les plantes supérieures, présentant chacun des avantages et des
inconvénients. En effet, les microorganismes photosynthétiques ont
des vitesses de croissance et un rendement de conversion de
1’énergie élevés, ils peuvent étre cultivés dans un volume réduit
(photoréacteur), et sont entiérement digestibles. Par contre, la
biomasse produite est essentiellement constituée par des protéines
donc conduit a recycler complétement l/azote et le soufre.

Les plantes supérieures possédent des rendements beaucoup
plus faibles, demandent des surfaces de culture et des temps de
croissance importants et produisent des déchets non assimilables,
mais leur biomasse est surtout riche en carbohydrates qui
représentent l’essentiel de la ration énergétique de l’homme. Les
plantes supérieures sont donc trés propices au recyclage du
carbone, de l’hydrogéne et de l‘’oxygéne.

De fagon a produire une ration alimentaire équilibrée,
indispensable au recyclage des éléments C,H,0,N,S,P, il conviendra
donc, pour un systéme élaboré, de divefsifier le compartiment
photosynthétique avec & la fois des microorganismes et des plantes
supérieures (TAMPONNET et BINOT, 1991).

C’est probablement sur le sujet du compartiment
photosynthétique que la littérature est la plus abondante, et il
n’‘est pas question, dans cette présentation, de passer en revue
tous les travaux qui ont été publiés. On trouvera dans le cadre de
ce travail, uniquement quelques exemples relatifs & l/utilisation
de microorganismes photosynthétiques cultivés en bioréacteur.

Dans ce domaine, on doit d’abord au Japon les recherches les
plus originales. Des bioréacteurs fonctionnant en continu, a
éclairage interne réalisé par des fibres optiques, ont été étudiés
(MORI et al. 1988). L’énergie lumineuse provient du soleil ou de
lampes xénon, et elle est captée par des miroirs de Fresnel. Les
microorganismes utilisés sont essentiellement Chlorella et
Spirulina. Ces réacteurs sont couplés & des systemes d’ échange et
de récupération des gaz par membranes, fonctionnelles en
microgravité (MORI et al. 1986; OGUCHI et al. 1987; OGUCHIL et al.
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1988; OGUCHI et al. 1989). Des systémes de séparation de la
biomasse ont également été mis au point. La principale originalité
de ces recherches réside néanmoins dans le concept de réacteurs
pilotes éclairés de l’intérieur, ce qui semble étre une étape vers
la réalisation d’unités de culture en masse plus importantes.

De tels bioréacteurs avaient déja été envisagés en URSS dés
1969 (KOVROV et al. 1969), et comportaient des tubes fluorescents
internes. Actuellement, 1’écosystéme BIOS~3 utilise plusieurs
réacteurs pour cultiver des <chlorelles avec des systémes
d’échanges gazeux (GITELSON, 1990), et de nombreuses études ont
également été réalisées sur Spirulina en Union Soviétique au cours
des 20 derniéres années.

Des cultures en discontinu et en continu ont également été

étudiées aux USA, notamment sous la direction de la NASA, mais
dans ce domaine, les résultats obtenus aussi bien sur le plan
technologique que scientifique ne font pas preuve d’une grande
originalité (RADMER et al. 1982; RADMER et al. 1984; AVERNER et
al. 1984; RADMER et al. 1987). '
‘ Nous sommes pour notre part engagés depuis 1988, sous la
direction de 1’ESA, dans le cadre du projet MELLSSA (Microbial
Ecological Life Support System Alternative), et avec le support du
CNES, dans 1l’étude et la modélisation d’un photobioréacteur pour
la culture de Spirulina platenéis (CORNET et DUBERTRET, 1990).

1.2.3. Le projet MELiSSA:

MELiSSA (Microbial Ecological Life Support Systen
Alternative) est un projet de 1l’Agence Spatiale Européenne. Il
forme une boucle partielie destinée essentiellement au traitement
des déchets, et a 1la régénération de la ration protéique d‘un
consommateur potentiel (un équipage par exemple). Il contribue
donc, pour une large part, au recyclage de l’azote et du soufre.
Sa principale originalité est de n’étre basé que sur des
compartimehts bactériens, y compris en ce dqui concerne le
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Figure 1.6: Schéma de 1l’écosystéme artificiel MELiSSa

(d’aprés MERGEAY et al. 1988).

20




Cahier des charges pour la mneodélisation des photobioréacteurs.

recyclage des déchets (Figure 1.6).

Il s’agit, en tout état de cause, d’une premiére étape dans
1’étudée et la conception d’écosystémes clos artificiels, 1la
structure MELiSSA étant totalement évolutive. On peut envisager
notamment, 1l’incorporation de techniques physico-chimiques et une
diversification du compartiment photosynthétique, de ‘fagon a
produire une biomasse plus équilibrée en vue du recyclage des

éléments C,H,O.

Au stade prélimihaire du projet, la biomasse photosyntétique
est représentée par 1la cyancbactérie Spirulina platensis. Ce
choix, qui sera discuté plus loin, a déterminé la conception des
autres compartimehts de 1‘’écosystéme artificiel (MERGEAY et al.
1988). En effet, Spirulina platensis requiert entre autres des
nitrates, des sulfates et du gaz carbonique pour sa croissance;
aussi quatre compartiments microbiologiques sont apparus
indispensables pour la minéralisation et le recyclage des déchets
issus du compartiment consommateur:

‘ - un compartiment 1liguéfacteur anaérobie constitué de
Clostridia et adapté & la dégradation des polyméres biologiques
(polysaccharides, protéines);

- un compartiment photohétérotrophique constitué de
Rhodobacter qui a pour rble de transformer les acides dgras
volatils et 1l’hydrogéne issus du compartiment précédent en
ammoniaque et en protéines de haute valeur nutritive;

~ un compartiment nitrificateur contenant des bactéries
telles que Nitrosomonas et Nitrobacter capables d’oxyder
l’ammoniague en nitrate, ainsi que Thiobacillus responsable de la
transformation des sulfures en sulfates;

- un compartiment photosynthétique servant d’une part a

régénérer 1l’atmosphére et d’autre part a produire de la biomasse

_ consommable riche en protéines.
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Le taux d’acides nucléiques (4% du poids sec) de S. platensis
impose de limiter 1’apport en microorganismes a 100
g/Jjour/personne, en raison de l’accumulation possible et néfaste
d’acide urique dans l’organisme humain. A partir d’une estimation
des besoins énergétiques journaliers, et compte tenu de l’apport
en énergie 1issue de la consommation des microorganismes, 1l
apparait nécessaire de supplémenter la ration alimentaire avec des
sucres (300 g/Jjour/personne), et avec des lipides (40

g/jour/personne).

- Raisons du choix de Spirulina platensis:

Nous ne reviendrons pas icli sur le choix d’un microorganisme
dans le cbmpartiment photosynthétique puisque les inconvénients et
les avantages en ont été discutés plus haut. Des algues vertes
telles que Chlorella et Scenedesmus auraient pu étre utilisées,
mais belles présentent une faible digestibilité du fait de
l’exitence d’une paroi cellulosique, peu assimilable par 1l/homme
sans traitement préalable. La cyanobactérie Spirulina platensis,
gquant & elle, répond le mieux aux principales caractéristiques
requises pour une utilisation dans un C.E.L.S.S. En effet, elle
posséde les avantages suivants (MERGEAY et al. 1988; CORNET et
DUBERTRET, 1990).

- Un bon rendement énergétique de la photosynthése.

- Une vwvaleur nutritionnelle é&levée, avec notamment des
teneurs en acides aminés répondant aux normes de 1la F.A.O.,
exception faite des acides aminés soufrés, ainsi qu’une importante
quantité d’acides gras essentiels.

- Un temps de génération raisonnablement court.

- Une faible sensibilité aux pathogénes et aux parasites en
raison d’un pH optimum de croissance alcalin (8 a 10).

- Une bonne digestibilité et pas de toxicité rapportée.

Les substances glucidiques de la paroi sont peu digestes mais
n’empéchent pas l’assimilation des autres éléments nutritifs. Le
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choix définitif s’est orienté vers Spirulina platensis car il
semble que ce soit l’espéce possédant le taux protéique le plus
élevé (70% du poids sec).

1.3. MODELISATION MATHEMATIQUE DES ECOSYSTEMES CLOS ARTIFICIELS.

1.3.1. Complexité de la mise en équations des écosystémes

clos artificiels et de 1l’étude des solutions:

I1 apparait clairement, compte tenu de ce qui a déja été
mentionné lors de la présentation des écosystémes clos
artificiels, que ces systémes font intervenir un grand nombre
d’opérations unitaires. Leur mise en équations pose donc un triple
probléme inhérent au degré de complexité de tels modeéles
mathématigques.

- Le choix des varliables d’état qui nécessite la connaissance
de chaque opération.

- La détermination des nombreux paramétres du modéle, dont on
cherchera d’ailleurs a diminuer le nombre.

- La résolution du systéme d’équations obtenu.

En effet, au regard des lois physiques gouvernant un
écosystéme clos (systémes dynamiques dissipatifs) et de 1la
conception méme de ces systémes (recyclage de la matiére), les
problénes ‘4 résoudre sont fortement non linéaires.

On est donc confronté a des systémes potentiellement
chaotiques (KERNEVEZ et al. 1990; RICHTER et DIEKKRUGER, 1990).
Néanmoins, les évolutions a court ou moyen terme sont beaucoup
plus probablement asymptotiques ou périodiques, en raison des
constantes de temps élevées pour les facteurs qui en dépendent.
Ces facteurs, susceptibles de faire apparaitre un comportement
chaotique, sont essentiellement 1iés aux étapes biologiques, et
l’on peut affirmer ainsi que la tendance a 1l’établissement d’un
régime apériodique (chaotique) croit avec le nombre de ces étapes.
La figure 1.7 résume les différents régimes dynamigues poﬁvant
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écosystéme clos artificiel (d’aprés BERGE et al. 1988).
a- Signal temporel. _
b- Spectre de 'Fourier
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étre atteints par le systéme (BERGE et al. 1988).

La démarche & suivre, face a de tels problémes, consisterait
d’abord dans l’étude de l’existence et de l’unicité de la solution
du systéme, puis dans 1l’étude de sa stabilité, et enfin dans son
estimation numérique. Les récents progrés dans le domaine de
l’analyse fonctionnelle (méthodes variationnelles, méthodes de
Galerkin, semigroupes...), rexposés dans les ouvrages de BREZIS
(1983) et ZEIDLER (1990), ne permettent pas, dans 1l’état actuel
des connaissances, de fournir une réponse sur l’existence de la
solution d’écosystémes clos complexes. L’‘’impossibilité de traiter
le probléme globalement apparait donc ici pour la premiére fois.

La stabilité d’une solution de régime permanent peut se
définir par le caractére perpétuellement voisin d’une solution
presque coincidente a l’/instant initial.

Les notions de stabilité de Lyapunov et de stabilité
asymptotique sont exposées dans les ouvrages de WIGGINS (1990) et
de THOMPSON et STEWART (1991); elles sont représentées sur la
figure 1.8. Notons que lorsgqu’une solution est instable, elle
dépend fortement de la condition initiale; la prédiction d’un état
futur présente donc peu d’intérét dans'ce cas, et il est plus
utile de s’intéresser a l’ensemble des solutions asymptotigues que
peut prendre le systéme, en fonction de l’ensemble des conditions
initiales admissibles.

Cette démarche semble aujourd’hui possible, pour un petit
nombre d’équations présentant des non linéarités du type de celles
rencontrées dans un écosystéme clos artificiel, en utilisant le
théoréme de la variété centrale (WIGGINS, 1990) gui permet de
prédire des comportements bifurcatoires de la solution en régime
permanent. Malheureusement, ces méthodes ne donnent pour le moment
des résultats que sur des cas particuliers relativement simples,
et 1l s’avéere impossible d’envisager leur utilisation pour des
systémes aussl complexes que ceux qui nous intéressent ici. Une
fois encore, le probléme ne peut pas étre traité dans sa
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. 2) Liapunov stability. b) Asymptotic stability.
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Figure 1.8: Stabilité au
asymptotique. pour un

sens de Liapunov et
systéme dynamique
(d’aprés THOMPSON et STEWART, 1991; et WIGGINS, 1990).
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globalité.

Les propos tenus jusqu’ici constituent des généralités et ne
doivent pas contribuer & dévier de la seule démarche qui nous est
aujourd’hui permise. En effet, Ll’étude de l’existence et de la
stabilité de solutions chaotiques est non seulement encore
impossible, mais ne présente que peu d’intérét. Il n’est pas
inutile de rappeler que les écosystémes clos artificiels ont pour
objectif premier le support de la vie et gque, par conséquent,
seule 1la recherche et 1’étude d’une solution stable est
envisageable et pourra étre étudiée. Cette solution doit étre
atteinte, au besoin, en multipliant les contraintes. Ainsi, dans
la suite de cette étude, nous nous restreindrons a la discussion
de solutions stables et asymptotiques, en supposant que 1l’on soit
capable de les produire.

Dans ces conditions, on comprend aisément le rdle primordial
joué par le contrdle du systeéme.

On retrouve ici, & nouveau, deux approches suivant 1la
conception que l‘on a d‘un écosystéme artificiel:

- une approche holistique gqui propose de se servir des
régulations internes propres, caractérisant les écosystémes
naturels dans lesquels sont associées de nombreuses espéces;

- une approche déterministe qui consiste & développer des
systémes de contrdle externes séparés, de fagon a construire un
systéme complet.

Il est clair, compte tenu de la discussion précédente, que la
premiére hypothése conduit a développer un contréle non linéaire,
qui, s’il est connu sur des cas trés simples, n’est pas ici
envisageable (MEEROV et al. 1983; LASSEUR et BINOT, 1991). D’autre
part, ce type d’approche ne permet pas d’envisager d‘action
externe importante sur le systéme, ni son optimisation en terme de
support de vie. C’est-a-dire gque 1le systéme est trés peu
contrélable au sens défini par KERNEVEZ et al. (1990). TUn
écosystéme compartimenté sans possibilité de contrble externe est
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donc synonyme d/instabilité (LASSEUR et BINOT, 1991).

Pour les raisons qui viennent d’étre exposées, mais également
par continuité avec ce gue nous avons précédemmentvdiscuté, nous
nous plagons d’emblée dans 1l’hypothése déterministe. Celle ci
consiste a découper le systéme en sous unités représentant des
entités physiques, et a traiter le probléme global en termes de
stabilité de chaque sous systéme. Ces systémes sont par nature
instables, mais leur stabilité peut étre assurée par un contréle
externe & tous 1les niveaux (LASSEUR et BINOT, 1991). Cette
démarche requiert une hiérarchisation des fonctions sous la forme
suivante: paramétres d’état, flux, boucle fermée, optimisation
(LASSEUR et al. 1991). Elle présente en outre, 1l’intérét de
pouvoir traiter le probléme du contrdle au moyen d‘algorithmes
linéaires connus, mais nécessite une modélisation mathématique
robuste. La figure 1.9 montre un exemple de ce que pourrait étre
la structure d’un systéme de contrdle appliqué a 1l’écosystéme
MELiSSA.

1.3.2. Démarche requise pour la modélisation d’un écosystéme

clos artificiel:

La discussion esquissée dans le paragraphe précédent dégage 3
aspects fondamentaux relatifs & la modélisation des écosystémes
clos artificiels:

- La modélisation globale du systéme est impossible car les
équations obtenues, non 1linéaires, ne sont ©pas solubles
numériquement dans l’état actuel des connaissances.

- une modélisation globale ne permet pas non plus
l’identification des nombreux paramétres impliqués dans le modéle
car on ne sait pas minimiser des critéres lorsque le nombre de
paramétres est trop élevé (RICHTER et DIEKKRUGER, 1990).

- Le contrdle externe du systéme nécessaire au maintien d‘un
régime permanent stable nécessite gqu’il soit divisé en plusieurs

sous unités.
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Y

On congoit donc que la démarche consistant & vouloir traiter
dans son ensemble le probléme de la modélisation d’un écosystéme
clos artificiel soit relativement stérile. Elle serait, en tout
état de cause, limitée & 1l’étude soit d’un trés petit nombre
d’opérations dont la modélisation a été simplifiée a outrance,
soit du bilan stoechiométrigue simpliste d’un plus grand nombre
d’étapes (VOLK et RUMMEL, 1986).

L’approche la plus réaliste semble donc bien étre 1’approche
modulaire séquentielle, gui consiste a réduire le systéme & un
certain nombre de modules, correspondant & des opérations
unitaires, chacun étant modélisé de facon approfondie. Il devient
alors possible de calculer le flux sortant du module, si 1l’on
connait le flux qui y entre. Dans ce cas, l’identification des
parametres se fait sur chaque module, ce qui la rend possible par
réduction du nombre de paramétres. La résolution du systéme non
linéaire peut se faire de broche en proche par des moyens gqui
seront discutés dans le paragraphe suivant.

Cette approche a déja é&té envisaqée (MODELL, et al. 1988;
CORNET et  DUBERTRET, 1990}, ou est envisagée pour des
développements futurs notamment par 1/ESA (LASSEUR et BINOT,

1991).

~1.3.3. Limites de la modélisation d‘un écosystéme clos

artificiel:

Malgré toutes 1les informations dque peut apporter une
modélisation mathématique au niveau de la simulation, du contréle,
de l’optimisation, et du dimensionnement, on ne doit pas perdre de
vue que, dans le cas d’écosystémes clos, l’expérimentation reste
obligatoire pour vérifier 1l’adéquation du choix des variables
d’état, et éventuellement, l’effet de wvariables non prises en
compte initialement. En effet, un modéle, aussi performant
soit-il, ne peut Jamais faire autre chose que de prédire
l’évolution des variables d’état qui ont été déterminées pour
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modéliser le systéme. Il ne peut pas non plus, dans l‘’état actuel
des connaissances, prendre en compte d’éventuelles bifurcations
pouvant survenir sur 1’évolution de ces variables. Ces
bifurcations peuvent se produire lorsgqu’il existe des facteurs
internes dépendant du temps, ce qui est le cas pour des
compartiments biologiques sur le long terme.

Les résultats obtenus par les soviétiques (GITELSON, 1990)
sur l’accumulation dans les systémes clos de molécules toxiques en
guantités infimes, et &a 1la 1limite, non détectables ou treés
difficilement identifiables, montre bien 1les limites de 1la
modélisation et ce que l’on peut en attendre. Il reste que c’est
une étape obligatoire & bien des niveaux pour la mise au point de
tels systémes, et le paragraphe suivant est destiné a mettre en
évidence les objectifs que 1l’on peut s’assigner lorsqu’on débute
un travail de modélisation.

1.4. APPROCHE MODULATIRE SEQUENTIELLE.

Cette approche, gqui consiste & découper le systéme en
modules, présente un grand nombre d’avantages qui ont été discutés
précédemment. Le but de ce paragraphe est de présenter rapidement
la théorie de la méthode, puis de préciser les choix gqui ont été
faits pour le module représentant le compartiment photosynthétique
(Spirulina platensis).
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1.4.1. La néthode:

[N

Soit 1’élément d’écosystéme clos a 3 compartiments suivant:

X £
= Y
~ 31
—— 1 > } 2 }
X b4 X 4 X
21 . 11 21 21 31
7/
_9
Xjk = (xlng,......,x“...,x,T,P), est le vecteur caractéristique
n
du courant k entrant dans le module j.
-> v
le = (yl,yz, ETEERYS VREE ,yn,T,P) , est le vecteur caractéristique

du courant 1 sortant du module j.

> : :
Uj = (ui,...ﬂﬂ,....ﬂl), sont les paramétres du modele pour le
module 7j.

X, ¥ les débits partiels du constituant i.

> >
d(X,Y) _
dat B
pour p modules, & partir des équations des modéles de chaque

En régime stationnaire, on a 0, et il faut résoudre,

module, un systéme du type:
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assorti des équations de connexion qui s’écrivent, pour 1l’exemple

ci dessus:

- -
X -Y =0

+12 931

X -Y =20

_)21 -—)ll

X -Y =0
31 21

I1 est impossible de résoudre globalement ces deux systémes,
et on a donc recours a l’approche modulaire séquentielle.
C’est-a-dire que 1l’on calcule les flux de sorties & partir des
flux d’entrées et des parametres; de proche en proche, avec les

N

équations de connexion, on arrivera & calculer toutes les

variables du systéme. Les équations & résoudre sont alors du type:
> > >
Y =£f (X ,U
1 jl( ' j)
N
Tous les courants recyclés comme X doivent étre initialisés
12

pour que le calcul puisse se faire jusqu’a la convergence. On doit
-

donc résoudre globalement un systéme algébrique non linéaire X =
_9
G(X). Les fonctions fj:L peuvent étre des équations algébriques,

différentielles, ou aux dérivées partielles.

1.4.2. Le module compartiment photosynthétique:

Ce module est représenté par le photobioréacteur et son
modéle mathématique. Celui-ci doit permettre 1la simulation du
compartiment en régime instationnaire et continu, ce qui est & la
base du dimensionnement, de l’optimisation, de l1l’automatisation,
et de 1’étude de stabilité de l1l’écosystéme (figure 1.10).

Le module doit pouvoir effectuer les taches suivantes (CORNET
et DUBERTRET, 1990).

- Calculer les bilans matiére sur le compartiment pour les

principaux éléments.
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Figure 1.10: Domaines impliqués dans la résolution de problémes en
génie des procédés biologiques (d’aprés ROELS, 1983).
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- Calculer 1les principales propriétés thermodynamiques
impliquées dans 1le procédé (solubilités, coefficients de
transfert, coefficients d’activitsé, constantes de vitesse,
constantes d’équilibre, enthalpies,...).

- Réaliser le bilan énergétique du compartiment.

- Calculer les vitesses en discontinu ou les productivités en
continu, pour les composants de chaque courant sortant du module.

De telles caractéristiques sont possibles si 1’on choisit un
certain nombre de variables d’état prioritaires qui sont censées
décrire le procédé. Le module utilitaire doit alors pouvoir
calculer la valeur de ces variables en sortie, connaissant 1les
valeurs a l’entrée.

Le choix des variables d’état décrivant le compartiment
photosynthétique Spirulina est guidé par 1le fait que les
principaux éléments C,H,0,N,S,P, représentent 97% de la matiére
qui transite dans le compartiment et sont donc susceptibles de
modifier 1les cinétiques aussi bien que 1les stoechiométries.
D’autre part, 1l’énergie lumineuse absorbée dans le réacteur Ijoue
un rdéle crucial dans les cinétiques et le bilan énergétique.

La réalisation de modéles mathématiques robustes,
susceptibles de bien rendre compte de situations diverses pouvant
apparaitre sur les variables d’un écosystéme artificiel, nécessite
la maitrise d’un certain nombre d’outils qui sont résumés sur 1la

figure 1.10 (ROELS, 1983).

CONCLUSION.

Le développement technologique des photobioréacteurs
contrb6lés est longtemps resté l1limité en raison des problémes
techniques engendrés par la distribution de 1la lumiéere a
l’intérieur des réacteurs. Malgré cela, les microorganismes
photosynthétiques présententbdes intéréts industriels reconnus, et
leurs potentialités sont loin d’avoir été entiérement identifiées

et exploitées.
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Les projets d’écosystémes clos artificiels, qui se sont
développés a partir des années 80 par 1le biais des agences
spatiales, ont fait naitre un regain d’intérét pour 1’étude des
photobioréacteurs. En effet, ces écosystémes clos artificiels
destinés a recycler les principaux éléments de la matiere,
comportent tous une étape photosynthétique qui est seule capable
de produire de la biomasse consommable & partir de dioxyde de
carbone et de minéraux. C’est le cas de 1l’écosystéme artificiel
MELiSSA, un projet de 1’ESA, qui est basé sur le recyclage de
l’azote et du soufre de la ration protéique par 1l’/intermédiaire de
la cyanobactérie Spirulina platensis.

L’étude de la stabilité, du bilan énergétique, et 1la
conception de ces systémes nécessitent un travail trés important
de modélisation mathématique, mais leur complexité est telle que
l’on doit d’emblée abandonner 1’idée d’une modélisation globale.

L’approche la mieux adaptée semble l’approche modulaire
séquentielle, déja utilisée en génie des procédés.

Cela conduit notamment a 1/étude cinétique et énergétique des
photobioréacteurs, dans wune large gamme de conditions de
fonctionnement, le but étant 1la réalisation d’un module de
simulation. Celui-ci doit fournir également les informations
nécessaires au dimensionnement, & 1l’optimisation et au contréle

des photobioréacteurs.
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MATERIEL ET METHODES.
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2.1. LA SOUCHE, SON ENTRETIEN, ET LES MILIEUX DE CULTURE.

La souche utilisée est la souche de Spirulina platensis 8005
provenant de 1’Institut Pasteur. Elle a été purifiée au
laboratoire de Biochimie Fonctionnelle des Membranes Végétales.

2.1.1. Purification:

La souche de 1’Institut Pasteur n’étant pas exempte de
bactéries contaminantes, sa purification a été réalisée au
laboratoire. La méthode consiste & découper stérilement sous une
loupe binoculaire, un morceau de gélose contenant un filament
unique de S. platensis, et a le repiquer au centre d’une boite de
pétri. Cette opération est répétée un grand nombre de fois, et les
boites sont mises & incuber & 35°C, & la lumiére continue. Cette
technique repose sur le fait que les spirulines, sur boite de
pétri, ne forment pas des colonies, mais peuvent se mouvoir dans
la gélose. On obtient alors un dgradient de concentration en
filaments, du centre de la boite vers les bords ol se trouvent les
filaments uniques. Si 1’on repique un grand nombre de filaments,
on pourra obtenir, statistiquement, une boite sur laquelle les

filaments sont purs.

2.1.2. Vérification de la pureté de la souche:

La pureté de la souche peut étre vérifiée de plusieurs
fagons. Un test grossier consiste & observer au microscope
l’absence de bactéries contaminantes, qui se trouvent souvent
accrochées aux filaments, ou l’absence d’une autre microalgue. Le
test le plus fiable consiste a ehsemencer avec la culture de
spirulines une boite de pétri contenant un milieu favorable aux
bactéries contaminantes. Pour cela, on utilise un milieu gélosé

minéral (& base du milieu minéral de la cyanobactérie dont on veut
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vérifier la pureté), additionné de glucose & 0,2% et d’hydrolysat
de caséine a 0,02%. En effet, les bactéries contaminant les
cyanobactéries se développent surtout dans les milieux
hypersalins.

Les boites sont ensuite placées a 37°C et a 1l’obscurité.

2.1.3. Les milieux de culture de Spirulina platensis:

Plusieurs milieux ont été utilisés pour la culture de S.
platensis, notamment lors de 1’étude de 1’effet de la force
ionique sur la croissance. Néanmoins, ces milieux dérivaient tous
du milieu proposé par ZARROUK (1966). La principale modification
apportée concerne unigquement les proportions du tampon
carbonate-bicarbonate, qui permet d’obtenir un PH directement égal
a 9,5. Le milieu de base (MB) est donc le milieu de ZARROUK
(1966), modifié comme suit: NaHC03: 10,5 g/1, NaéCOB: 7,6 g/l.

Une préculture a également été maintenue dans un milieu de
plus faible force ionique (MF), qui est le milieu de base dont
toutes les concentrations ont été divisées par 4, sauf celles des
oligoéléments. Ces précultures ont servi, outre a 1’étude de
l’effet de la force ionique, & ensemenser les réacteurs lors de
1’étude des limitations minérales, puisque l’apport en minéraux de
l/inoculum devait étre faible.

Deux autres milieux ont été ponctuellement utilisés pour
l1’étude de l’effet de la force ionique. Il s’agissait d’un milieu
intermédiaire (MI) pour lequel les concentrations du milieu de
base étaient divisées par deux, et d’un milieu de forte force
ionique (MS) pour lequel les concentrations du milieu de base ont
été multipliées par deux.

Les compositions complétes des quatre milieux utilisés sont

consignées sur la figure 2.1.
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2.1.4. Entretien de la souche:

La souche est conservée dans 1’algothéque du laboratoire, en
milieu liquide, a 20°C, et sous faible lumidre alternde (12h/12h).
Les repiquages ont lieu tous les deux mois.

Des précultures en erlenmeyer de 500 ml sont repiquées tous
les 15 jours de fagon & avoir en permanence du matériel biologique
pour l’expérimentation ou pour 1’ensemencement des~réacteurs. Ces
précultures sont réalisées dans un incubateur a CO2 GALLEMKAMP, a
agitation orbitale, dans lequel est maintenue une atmosphére a 2%

de CO . L’éclairage est de 5 W/m* et la température de 35°C.

2.2. ELECTRODES A OXYGENE DISSOUS. ETUDE DE LA PHOTOSYNTHESE ET DE
LA RESPIRATION.

Deux types d’électrodes a O ont eté utilisées pour 1’étude
de la photosynthése et de la respiration chez s. platensis:

une électrode ampérométrique de type Clark dont 1le principe
est identique & celui de 1’électrode du photoréacteur, et une
électrode ampérométrique de type HAXO et BLINKS (1950).

2.2.1. Electrode de Clark:

L’électrode de Clark mesure un courant entre une cathode et
une anode reliées par un électrolyte. Les réactions sont les .

suivantes:
cathode: O + 2 HO + 4e” —— 5 4 OH
2

anode: 4 Ag + 4 C1° —— 4 AgCL + 4 e”
L’inconvénient majeur de ce type d’électrode est sa dynamique
relativement lente. En effet, son temps de réponse a 95% est de

l’ordre de 0,1 & quelques secondes. D’autre part, sa sensibilité

est limitée & 107° mole d’0_ par seconde.
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Figure 2.2: Schéma du dispositif de mesure de l’oxygéne dissous au

moyen d’une électrode de Clark.
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Cette électrode a été utilisée pour 1l’étude de 1a
photosynthése et de la respiration en fonction de la température
et de la teneur relative en pigments. Le dispositif se brésente
sous la forme d’une cuve thermostatée de 3 ml, fermée par un
bouchon, et agitée par une toupie & entrainement magnétique
(figure 2.2). Les mesures peuvent se faire a l’obscurité ou a 1l1a
lumiére au moyen d’un faisceau convergent sur la cuve. Dans ce
dernier cas, plusieurs valeurs de flux lumineux peuvent étre
obtenues par l’interposition de filtres neutres de différentes
transmissions.

Lors de 1’étude de 1la photosynthése, la concentration en
pigments dans la cuve de mesure a toujours été maintenue treés
faible de fagon a éviter tout profil de flux lumineux &
l’/intérieur, et obtenir ainsi des résultats extrapolables a
l’échelle de la cellule seule.

Au contraire, lors de 1l’étude de la respiration qui est
toujours faible chez les Ccyanobactéries, la concentration était
€levée de facon a avoir,-cette fois, un signal interprétable.

Les résultats obtenus sont exprimés, par exemple, en moles
d%%.kg de cellules™.h™, a 1la température précisée et sous une
atmosphére, en tenant compte de la solubilité de 1l’oxygéne dans le

milieu de culture.

2.2.2. Electrode de Haxo-Blinks:

L’électrode de HAXO et BLINKS (1950) est également une
électrode ampérométrique, mais sa conception est différente.
L’échantillon est directement en contact avec une électrode de
platine. Les réactions générant le courant sont les suivantes:

anode: 4 Ag + 4 C17 ———5 4 AGCl + 4 e~

cathode: 0 + 4 H™ +4 ™ — 2 HO
2
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mesures en lumiére modulée (d’apres JOLIOT, 1966).
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électrolyte: 4 KC1 — 4 K+ + 4 c1”
2HO —— 2 H' + 2 OH™

Cette électrode posséde un temps de réponse beaucoup plus
rapide, de l’ordre de la milliseconde, ainsi qu’une sensibilité
accrue puisqu’elle permet de détecter jusqu’a 10™*° mole/seconde.
Elle présente néanmoins 1’inconvénient de ne donner qu’une
information relative car il est impossible de 1’étalonner.

Le dispositif expérimental décrit sur la figure 2.3 est
constitué d’une électrode de platine sur laguelle on dépose la
suspension cellulaire, recouverte d’un film cellophane au dessus
duquel circule un électrolyte, dont la concentration en oxygene
est constante et dans lequel se trouve 1l’électrode d’argent. La
membrane de cellophane limite 1’épaisseur de la couche de cellules
a 0,2 mm, ce qui est la taille d’une spiruline. L’épaisseur de la
couche d’algues sédimentées est en réalité déterminée par 1la
concentration de la suspension introduite dans la cuve. Elle est
de l’ordre de quelques micrométres. Compte tenu de la taille des
spirulines, on peut, la encore considérer que l’on obtiendra des
résultats a 1l’échelle cellulaire.

Les caractéristiques de cette électrode de vitesse permettent
d’envisager 1’étude de cinétiques de dégagements d’oxygéne
extrémement rapides. Or, on sait que dés 1l’envoi d’un signal
lumineux modulé & 25 ou 50 Hz, la respiration n’est plus mesurée,
alors que la photosynthése répond encore a 500 hz (JOLIOT, 1966).
L’envoi d’un signal continu et modulé (figure 2.3), permettra donc
d’obtenir par différence, et pour des flux lumineux différents,
une courbe de saturation de la photosynthése, ainsi qu’une courbe

I

de saturation de 1l’inhibition de respiration & la lumiére chez les
cyanobactéries. La méthode est analogue a celle décrite par JOLIOT
(1966), Les résultats obtenus conduiront a une hypothése treés
importante du modéle mathématique.

Cette électrode couplée a un monochromateur sur le faisceau

incident, a permis de réaliser un spectre d‘action de la
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(b)

T
199.9

(c)

Figure 2.4: Spectres d’émission des lampes utilisées pour la

culture de Spirulina platensis:

a- tubes fluorescents "blanc industrie"

b- lampes halogénes.

c- Spectre de transmission du

filtre anticalorique utilisé pour

les mesures de flux d’énergie lumineuse radiante.
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photosynthése, et un spectre dfaction de 1’inhibition de

respiration.

2.3. LES SPECTRES D/’EMISSION DE FLUORESCENCE.

Le spectrofluorimétre utilisé est un spectrofluorimétre a
double monochromateur fabriqué au laboratoire.

I1 a permis de réaliser des spectres d’émission de
fluorescence dans l’azote liquide & 77 K chez S. platensis. Pour
cela, 1l’échantillon est fixé sur une pastille de papier filtre,
tout d/’abord par capillarité, puis par congélation dans 1l’azote
liquide. La pastille est placée sur la cellule de mesure. Un
premier monochromateur sur le faisceau incident permet de choisir
la longueur d’onde d’excitation. Un deuxiéme monochromateur
autorise le défilement de toutes les longueurs d’onde du spectre
visible, pour recueillir la fluorescence émise. Deux excitations
successives sont utilisées puisqu’une longueur d’onde de 540 nm
excite les phycocyanines (pigment récepteur du photosystéme II),
alors qu’une longueur d‘onde de 440 nm excite les chlorophylles a
(pigment récepteur du photosystéme I).

Les résultats obtenus permettent de caractériser les pigments
de la spiruline et leurs évolutions, notamment lors de cultures
sous différentes qualités de lumiére pour l’étude de 1l’adaptation

chromatique.

2.4. LES PHOTOREACTEURS ET LES CULTURES CONTROLEES.

2.4.1. Les cultures en fioles de Roux:

Des fioles de Roux de 0,5 ou 4 litres ont été utilisées pour
certaines cultures. L’utilisation de ces fioles présente 1/intérét
de simplifier considérablement les aspects de modélisation liés au
transfert de la lumiére. La fraction de réflexion de la lumiére

pour ces fioles est de 0,10 (voir paragraphe 2.8.1).
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Figure 2.5: Schéma du photobioréacteur parallélépipédique utilisé
pour 1l’étude. des limitations minérales lors des cultures en masse

de Spirulina platensis.
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Ces fioles sont éclairées au moyen de tubes fluorescents de
20 W MAZDAFLUOR blan¢ industrie TF, sur toute la hauteur de 1a
fiole. Le spectre d’émission de ces tubes est donné figure 2.4.

Les fioles de Roux de 500 ml ont &té utilisées uniquement
pour 1l’obtention d’informations qualitatives, ou dans un but
comparatif (étude des effets de la qualité de la lumiére par
exemple). Dans ce cas, le pH est régulé par la teneur en CO dans
le gaz que 1l’on envoie dans la fiole. Un réglage manuel permet de
réguler de fagon satisfaisante 1le PH en transférant, par
conséquent, autant de CO2 qu’il en est consommé par les
microorganismes. Le gaz envoyé permet également l’agitation du
milieu de fagon & le rendre homogéne.

La température est maintenue a 36°C par la thermostatisation
de la piéce. Les prélévements sont effectués en ouvrant
stérilement la fiole.

Au cours de l’étude de 1l’effet de la qualité de la lumiere, 4
types de lumiéres incidentes ont été testées. Ces différentes
lumiéres ont été obtenues par l’interposition de filtres KODAK
Wratten, sur la face de la fiole par laquelle entrait la lumiére.
Les lumiéres incidentes étaient les suivantes:

- lumiére blanche témoin [350-750 nm].

- lumiére orange [550~750 nm].

- lumiére bleue [380-480 nm].

- la lumiére magenta [350-480 + 560-750 nm], qui est la somme

des deux précédentes.

Les fioles de Roux de 4 litres ont été utilisées pour 1l’étude
des limitations minérales (figure 2.5). Il s’agit, dans ce cas, de
véritables photoréacteurs & géométrie parallélépipédique. Un
condenseur dans lequel circule un liquide réfrigérant permet
d’eviter les pertes d’eau par évaporation. Les prélévements sont

effectués en faisant circuler du milieu grdce a une pompe
péristaltique dans un circuit de tuyaux muni d’un robinet. Le pH
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et 1la témpérature sont contrdlés de la méme fagon que pour les
petites fioles de Roux. L’agitation du milieu est ici améliorée
par un barreau magnétique.

Dans toutes les conditions de culture, la lumiére entre par
une seule face, et les trois cétés de la fiole par lesquels la
lumiére ne pénétre pas sont recouverts d’un papier noir, pour
éviter les réflexions ou une entrée de lumiéere provenant d’un
autre endroit de la piéce.

L’utilisation de fioles de Roux comme photoréacteurs
pérallélépipédiques permet de ramener le probléme de 1l’éclairage a
une seule dimension d’espace, ce qui conduit & une simplification
considérable du traitement des résultats.

2.4.2. Les cultures en cuve agitée:

On a utilisé pour cela, un bioréacteur APPLIKON de 5 litres
utiles (volume total de 7 litres, figure 2.6).

La fraction de réflexion de la lumiére de ce réacteur est de
0,06 (voir paragraphe 2.8.1).

Le réacteur APPLIKON est une cuve standard agitée au moyen de
deux turbines Rushton & 6 pales, et qui posséde en outre 4
chicanes fixes. L’arbre d’agitation est relié & un moteur d’une
puissance de 310 W par 1’intermédiaire d‘un accouplement
magnétique, ce qui élimine tout risque de contamination. Le moteur
est commandé par un régulateur de vitesse électronique permettant
de réguler l’agitation entre 0 et 1250 t/mn.

La platine supérieure est équipée d’un certain nombre de
capteurs, notamment un capteur de pression absolue JPB Tb 304, une
électrode de pH de 350 mm INGOLD, une électrode polarographique
INGOLD d’un diamétre de 19 mm pour la mesure de la pression
partielle en oxygéne dissous (il s’agit d’une électrode de type
Clark dont le principe est identique & celui décrit au paragraphe
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2.2.1), et une électrode INGOLD de 25 mm de diamétre pour la
mesure de la pression partielle en co_ dissous.

Le réacteur est éclairé par deux lampes halogéne PHILIPS R7S
de 500 W chacune (spectre d’émission donné figure 2.4).

L’électrode de mesure de la pression partielle en CO est une
électrode potentiométrique, le gaz diffuse a travers une membrane
sélectivement perméable jusqu’a un électrolyte (figure 2.7). A
l’intérieur du manchon, une électrode mesure le pH du film
électrolytique. La concentration en bicarbonate de l’électrolyte
est élevée, si bien que la pression partielle en CO est
proportionnelle & 1la concentration en ions IEO+. L’éleétrode
répond donc & la pression partielle du COZ de la solution &
mesurer selon la loi de Nernst:

. E = E + S.log (pco )

2

La relation précédente est valable entre 1 et 1000 mbar de
COz. Cette électrode présente 1l’avantage de pouvoir s’étalonner
facilement en cours de culture, au moyen de 2 solutions tampon de
bressions partielles définies. Elle présente néanmoins
1’inconvénient d’avoir une sensibilité minimale de 1000 ppm en
fraction molaire de Co, ce qui est une valeur beaucoup trop
élevée pour envisager l’étude d’une limitation .de la photosyntheése
par le transfert de o, .

Lors de cette étude, la pression partielle pourra avoisiner
0, et il est trés important de pouvoir mesurer le COz dissous bien
en dessous du seuil de sensibilité de 1l‘’électrode.

En réalité, 1l’électrode répond trés bien en dessous de 1000
ppm, a condition de modifier légérement son impédance, mais elle
ne suit plus la loi de Nernst. Il sera donc nécessaire de réaliser
un étalonnage point par point. La courbe d’étalonnage obtenue
(figure 2.7) montre qu’il est possible d’obtenir une réponse
jusqu’a 40 ppm en fraction molaire de coz, avec une précision tout
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N

4 fait satisfaisante; elle permet d’établir la. relation suivante
donnant la teneur en CO_ gaz en fonction de la tension de sortie U
(en mv):

Fraction molaire en COo_ (ppm) = 4,23.U0° + 1122,3.U + 74300

Le systéme de contrble et de régulation du réacteur est un
bioprocesseur APPLIKON ADI 1020 (figure 2.8).

Les données du bioprocesseur sont acquises sur un ordinateur
de type IBM PC, au moyen d’une liaison RS 232, et d’un logiciel
APPLIKON (BIOWATCH, figure 2.9).

Lors de l’étude des bilans gazeux et de la limitation par le
transfert de co_, les débits étaient régulés par des régulateurs
massiques TYLAN FC-260. La précision de ces régulateurs est de 1%
pleine échelle, et ils délivrent directement un débit normalisé
(0°c, 1 atmosphére). Trois régulateurs différents ont ét

[0

utilisés:

- le régulateur R1 pour le CO2 délivrant 5 Ncm’/mn pleine
échelle (étalonnage réalisé avec rgo, le facteur de correction
pour le CO2 est de 1,04).

- le régulateur R2 pour l’air délivrant 3 Nl/mn pleine
échelle. |

- le régulateur R3 pour le mélange entrant dans le réacteur,
délivrant 0.3 Nl/mn pleine échelle.

Les régulateurs R2 et R3 ont été étalonnés avec Nz, il n‘est
donc pas nécessaire de falre une correction pour 1l’air ou le

mélange gazeux.

La mesure de 1la teneur en C02 gazeux a l’entrée et a 1la
"gortie du réacteur est obtenue au moyen d‘un analyseur
différentiel infrarouge ADC de type cellule de Luft. Deux échelles
peuvent étre utilisées en fonction de 1la valeur de la
différentielle, 500 ppm, ou 5000 ppm. Dans les deux cas, la
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précision est de 1% de la pleine échelle. La linéarité de 1la
réponse de l’analyseur entre 0 et 5000 ppm a été vérifiée lors de

1’/étalonnage.

La figure 2.10 représente 1l’installation compléte relative
aux cultures en cuve agitée aérée. Lors de ces cultures,
1’éclairage s’effectue sur la moitié du cylindre du réacteur,
l’autre moitié étant recouverte par du papier noir.

La température est régulée au moyen d’un échangeur dans
lequel circule un fluide caloporteur.

Le pH est régulé par l’ajout d’acide chlorhydrique 1N, ou de
soude 1N.

L’antimousse utilisé est de 1l’huile alimentaire.

Le circuit gaz & 1l’entrée du réacteur:

Les matériaux utilisés pour le montage sont inertes, non
poreux pour les gaz transportés,et indéformables sous les
pressions de fonctionnement adoptées.

Le gaz est séché a l’entrée des régulateurs et a l’entrée de
l’analyseur par passage sur du silicagel.

Le trajet effectué par les gaz entre 1les régulateurs
massiques, le réacteur, et 1l’analyseur, a été réduit au mieux de
fagon a diminuer les temps de réponse de l’analyseur.

Différentes parties du circuit peuvent étre isolées, sans
interrompre le débit gazeux nécessaire a l’analyseur au moyen de
vannes tout ou rien. Une dérivation du réacteur est notamment

possible, pour réaliser l’étalonnage de l’analyseur.

Le mélange gazeux souhaité est obtenu au moyen de deux
régulateurs massiques, 1l’un sur du CO2 pur, et lfautre sur de
l’air débarrassé de son CO, par passage a travers un récipient
contenant de la potasse. La pression amont des régulateurs est de

3 bars. La pression aval étant faible, le mélange réalisé est
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comprimé afin que le régulateur contrdélant le débit d’entrée dans
le réacteur puisse fonctionner avec une pression suffisamment
importante. Cette pression est maintenue a 2,5 bars au moyen d’une
soupape. L’excédent du débit est alors dirigé sur la référence de
l’analyseur ol i1 est détendu & la pression constante de 0,2 bar.

Le troisiéme régulateur sert & alimenter le réacteur au débit

souhaité pour le mélange.

Le circuit gaz & la sortie du réacteur (DE VITA, 1989):

A la sortie du réacteur, le gaz traverse un condenseur dans
lequel circule un liquide réfrigérant & 0°C, ceci pour limiter 1les
pertes d’ eau dans le réacteur. Une soupape de sécurité tarée a
0,8 bar est située avant le filtre de sortie afin de prévenir un
éclatement de la cuve en cas de bouchage de ce filtre. Le gaz
circule ensuite dans une boucle de compression dont le but est de
rendre 1l’analyseur indépendant des variations de pression du
réacteur. La pression est augmentée dans la boucle au moyen d’un
petit compresseur & membrane KNF, jusqu’a une pression maximale de
1 bar fixée par une soupape. Pour éviter la mise sous vide du
réacteur, une boucle recircule une partie du gaz en amont du
compresseur, l’équilibre de 1la boucle étant obtenu par un
détendeur bulle & bulle, ce quil permet le contrdle de la pression
dans le réacteur. Le gaz de sortie est ensuite détendu & 0,2 bar

pour alimenter 1l/analyseur & pression constante.

2.5. MESURE DES FLUX LUMINEUX.

Toutes les mesures de flux d’énergie radiante lumineuse ont
été réalisées au moyen d’un radiométre LI-COR, LI-185B. Seules les
longueurs d’onde visibles du spectre d’émission (350-750nm) ont
été prises en compte, en interposant un filtre anticalorique
CALFLEX dont le spectre de transmission est donné figure 2.4. Les
mesures sont données dans le systéme d’unités internationales, en
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W/m®.

2.6. TRAITEMENT DES ECHANTILILONS DE LA PHASE LIQUIDE.

Lors du suivi des cultures, des prélédvements de la phase
liguide sont réguliérement effectués. La figure 2.11 résume
l’ensemble des dosages effectués et 1le volume d/’échantillon
nécessaire. Les méthodes de dosage utilisées sont pour la plupart
des méthodes spectrophotométriques, et sont détaillées dans les
paragraphes suivants.

Toutes les mesures spectrophotométriques ont été réalisées
grace & un spectrophotométre UVIKON 860 (KONTRON INSTRUMENT).
Toutes 1les corrélations sont établies & partir de mesures
effectuées dans le compartiment pour échantillons diffusants, qui
se trouve trés proche du photomultiplicateur.

2.6.1. Poids secs:

Les poids secs sur la phase liquide sont réalisés en filtrant
10 ml1 de milieu sur des filtres de pores 20 um. Les filtres sont
ensuite mis & 1’étuve & 105°C jusqu’a poids constant (4 peu prés

24 heures).

2.6.2. Dosage de la biomasse active et de la biomasse totale:

La biomasse active est constituée par la bactérie sans sa
gaine exopolysaccharidique, alors que la biomasse totale comprend
l7exopolysaccharide dont les proportions sont variables suivant
les conditions de culture.

La biomasse active est estimée par la mesure de la densité
optique (D.O.) & 750 nm ol les cyanobactéries aihnsi que le
polysaccharide n’absorbent pas. Dans ce cas, on mesure donc la
diffusion de la lumiére par les spirulines, qui est
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proportionnelle & 1la concentration en biomasse. Néanmoins,
l’expérience a prouvé dque la diffusion d’une suspension de
spirulines était fonction du type d’agitation utilisé pour 1la
culture. En effet, plus 1l’agitation est vigoureuse, plus 1la
diffusion est augmentée. Ce phénoméne a été entiérement quantifié
lors de 1la détermination des coefficients d’absorption et de
diffusion (résultats donnés au chapitre 5). On doit donc proposer

plusieurs corrélations en fonction du type d’agitation.

- Agitation pneumatique, orbitale ou par turbines Rushton &

une vitesse inférieure & 150 t/mn:

Concentration en biomasse (kg/m’) = 1,28.D.0.

- Agitation par turbines Rushton & une vitesse comprise entre
150 et 250 t/mn:

Concentration en biomasse (kg/m’) = 1,15.D.O.

750

N

- Agitation par turbines Rushton & une vitesse comprise entre

250 et 350 t/mn:

Concentration en biomasse (kg/m’) = 1,03.D.O.7

50

-

- Agitation par turbines Rushton & une vitesse supérieure a

350 t/mn:

Concentration en biomasse (kg/m’) = 0,90.D.O.

750

Pour obtenir le facteur de conversion donnant la biomasse
totale, il faut augmenter le facteur de conversion de la biomasse
active correspondant du pourcentage d’exopolysaccharide
synthétisé. Ce pourcentage est trés variable en fonction des

conditions de culture, mais il est néanmois possible d’établir une
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corrélation entre la D.O.75 et le poids sec, pour chaque culture.
[a]

2.6.3. Dosage des pigments photosynthétiques:

Comme le montre la figure 2.12, le spectre d’absorption de S.
platensis présente trois pics importants:

chlorophylle a, & 678 nnm,

phycocyanines, a 620 nm,

chlorophylle a et carotéene, a 440 nm.

Il serait intéressant de quantifier les pigments a partir des
coefficients d’absorption existant dans la littérature mais deux
problémes se posent.

A 678 nm, les phycocyanines absorbent légérement mais de
maniére non négligeable; de méme la chlorophylle a absorbe a 620
nm.

S. platensis qui se présente sous forme d‘’un trichome
hélicoidal, diffuse beaucoup la lumiére et donc les D.O. mesurées
a4 678 et 620 nm ne sont pas dles uniquement & 1l’absorption. Des
corrélations faisant intervenir les coefficients dfabsorption de
chaque pigment aux deux longueurs d’onde citées ont été établies
(ARNON et al., 1974; MYERS et al., 1980; DER VARTANIAN et al.,
1981), mais elles sont applicables pour des cyanobactéries
unicellulaires et ne tiennent pas correctement compte de la
diffusion de la lumiére. Il faut corriger les D.O. & 678 et & 620

nm pour obtenir 1l’absorption réelle (A):

A = D.O. - 1,17.D.O.7

678 678

A = D.O.
6

620

50

- 1,31.D.0.
75

20 [s]

La sonication des échantillons trois fois, durée de cycle de
50%, position 4 avec un appareil Vibra Cells (Sonic & materials),
permet de casser les trichomes en lysant peu de cellules. Le
spectre d’absorption ainsi obtenu montre une forte augmentation du

pic de la chlorophylle a, alors que celui des phycocyanines est
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presque semblable (figure 2.12). Les corrélations de 1la
littérature ne donnant pas de bons résultats, il s’est avéré
nécessaire de réaliser une extraction des pigments pour établir
une nouvelle corrélation. La chlorophylle a est solubilisée dans
l17acétone 80% en volume, et estimée en utilisant le coefficient
d’absorption de 8200 m°/kg & 663 nm (MYERS et al., 1980). Les
phycocyanines sont extraites totalement aprés 7 congélations &
l’azote liquide et une centrifugation & 10000 g, 5 minutes. Elles
sont quantifiées & l’aide de la corrélation citée par BENNET et
BOGORAD (1973):

Phycocyanine C (kg/w’) = (D.O.__ - 0,474.D.O0._ )/ 5,34
Allophycocyanine (kg/m®) = (D.O.652 - 0,208.D.O.6 Y/ 5,09

18

A partir de ces résultats expérimentaux, la corrélation

suivante a pu étre établie:
¢ =1,04.10°.A - 4,09.107%.A

CH 678 620

¢ = 0,297.A - 0,076.A
620 67

PC 8

: concentration en chlorophylle a en kg/m’.

CH

c
CKJ concentration en phycocyanines et allophycocyanines en kg/m’.

2.6.4. Dosage des protéines:

s

Le dosage des protéines a été réalisé & l’aide d’un kit BCA
(Pierce). Les protéines réagissent avec le cuivre II alcalin pour
produire du cuivre I; l’acide bicinchoninique réagit avec le
cuivre I pour former un complexe qul présente un pic d’absorption
a 562 nm. La gamme étalon établie avec de la sérum albumine bovine
4 36°C est linéaire jusqu’a 0,4 kg/m° de protéines,
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culture de Spirulina platensis

- Centrifugation 5000 ¢ - 20 mn

culot ' surnageant
- Eau distillee + E.D.T.A. 25 mM

suspension
~ Autoclavage 1207%C - 20 mn

~ Centrifugation 20000 g — 90 mn
culot surnageant

v - CTAB. 3% (LV/10V)

B precipite
— Centrifugation 5000 g — 10 mn

TN

culot surnageant

3X
- NaClZM/lM/_O,SM/HZO

suspension

- EtOH(V/V)

precipite

~N
~

b, analyse .du polymere

Figure 2.13: Méthode d’extraction de 1’exopolysaccharide
Spirulina platensis.
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2.6.5. Dosage des sucres totaux:

Les sucres totaux, glycogene intracellulaire,
exopolysaccharide, et sucres de paroi, sont déterminés
spectrophotométriquement a 625 nm aprés chauffage de 1’échantillon
en présence du réactif & 1’anthrone; le D-glucose est utilisé
comme standard. L‘avantage majeur de cette méthode, est que 1le
glucose libre et ses polyosides (glycogéne, cellulose, etc...)
donnent quantitativement la méme valeur d’absorption par mole de

glucose (HERBERT et al., 1971).

2.6.6. Méthodes d’extraction de l’exopolysaccharide et de

détermination de sa composition:

L’exopolysaccharide de S. platensis est extrait et purifié
suivant le protocole décrit sur la figure 2.13.

Sa composition en sucres a été déterminée par chromatographie
en phase gazeuse et par chromatographie liquide haute performance.

Le fractionnement du polymere a été réalisé par
chromatographie d’échange d’ions sur colonne de gel de D.E.A.E.
Trisacryl, et par gel filtration sur colonne de Sépharose CL 2B.
La teneur en sulfates est obtenue par chromatographie ionique a pH
élevé.

La structure de 1l’exopolysaccharide a été approchée en
utilisant des techniques d’hydrolyses ménagées et de méthylations.

Ces techniques sont détaillées dans le rapport de stage de
FILALT-MOUHIM (1991).

2.6.7. Dosage de 1’exopolysaccharide:

Deux méthodes de dosage ont été wutilisées pour 1la
détermination de la concentration en exopolysaccharide. Dans les
deux cas, le polysaccharide des échantillons ayant servi a
l’établissement de la gamme étalon a été extrait par la méthode
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précédemment décrite.

A

- La premiére méthode de dosage a consisté a utiliser 1le
dosage des sucres totaux par la méthode & 1l’anthrone précédemment
décrit (HERBERT et al., 1971), et a établir une corrélation entre
la D.O.625 et 1la concentration en polysaccharide extrait. Le
résultat obtenu est:

Concentration en polysaccharide (kg/m’) = 0,732.D.O.625 - 0,032.

- La deuxiéme méthode repose sur le fait que
l’exopolysaccharide de S, platensis est trés riche en acides
uroniques. L’établissement d’une corrélation & partir de leur
dosage est donc envisageable, a condition de vérifier que 1la
teneur en acides uroniques reste constante au cours du temps dans
le polysaccharide. Les acides uroniques sont dosés par la méthode
de BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN (1973). Chauffés & 100°C avec un
mélange acide sulfurique concentré/tétraborate de sodium, les
acides wuroniques donnent un chromophore absorbant & 520 nm

lorsqu’ils sont traités avec le méta-hydroxydiphenyl.

-Réactifs:

Solution 1: tétraborate de sodium 0,0125M dans HZSO4 concentré.
Solution 2: méta-~hydroxydiphényl 0,15% dans NaOH 0,5%.

-Méthode:

Le principe de la méthode repose sur la différence de D.O.
existant entre 1’échantillon et un témoin. On ajoute, dans deux
tubes a éssai, 100 ul de la solution a titrer, 6 ml de solution 1
et 900 pl d’ eau. Les tubes sont mis & chauffer 5 minutes au bain
marie bouillant, puis refroidis. Dans le tube témoin, on ajoute

alors 100 ul de NaOH 0,5%, et dans 1l’échantillon, on rajoute 100
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[N

ul de solution 2. Aprés 5 minutes, on lit 1’absorbance a 520 nm du
témoin et de 1l’échantillon, contre un blanc composé de 6 ml de
solution 1, 1 ml d’eau, et 100 pl de solution 2. La corrélation
établie par rapport & l’extraction du polysaccharide est la
suivante:

Concentration en polysaccharide (kg/m®) = 0,809.AD.0. .

20

Cette méthode semble plus fiable et plus précise que la
précédente, car elle est spécifique de 1l’exopolysaccharide.

2.6.8. Dosage des nitrates:

Trois méthodes de dosage ont été utilisées.

A - IL’ELECTRODE SPECIFTIQUE A NITRATES:

L’électrode sélective aux ions nitrates (HEITO) et
l’électrode de référence BR 45 (HEITO) sont reliées & un
pH/mV-métre PPD 41 (HEITO). Le dosage par cette méthode des ions
nitrates dans un milieu de culture riche en sels minéraux s’est
avéré délicat. En effet, 1la présence d’ions chlorures et
bicarbonates notamment, créent des interférences. Les bicarbonates
ont été éliminés par abaissement du pH a 4 avec de 1l’acide
sulfurique 1N. Les ions chlorures sont précipités par le sulfate
d’argent.

La grandeur primaire mesurée étant une tension
proportionnelle a l’activité des ions nitrates, il est nécessaire
d’ajuster la force ionique & une valeur élevée (0,25 M) de maniére
4 égaliser autant dque poésible les coefficients d’activité des
nitrates dans les solutions d’étalonnage et d’échantillons. Ceci
est obtenu par addition d’une solution de sulfate d’ammonium 2M,
La température de dosage est maintenue constante par un bain marie
a 25 0,1°C.
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En dépit de ces précautions, il n’a pas été possible
d’établir une droite d’étalonnage correcte pour des concentrations
inférieures & 10° M (6,2.107° kg/m’), or, la détermination de
paramétres concernant la limitation par les nitrates nécessite la
mesure de concentrations minimales de 1l’ordre de 10~ kg/m’. Cette
méthode ne peut donc pas étre utilisée sur toute la durée de la

culture.

B ~ DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIOQUE DANS LE VISIBLE (NORME
AFNOR NF T 90012):

Les nitrates réagissent avec l’acide sulfosalicylique pour
former un composé coloré détectable a 415 nm. Aprés élimination
des bicarbonates par addition d’acide acétique et filtration de
l’échantillon sur un filtre 0,2 um, cette méthode permet de
détecter des quantités faibles de nitrates, de l‘ordre de 10 ug.
Néanmoins, elle présente trois inconvénients majeurs:

- une assez faible précision, qui impose de faire au moins
trois essais par dilution d’échantillons;

- une mise en oeuvre 1longue, dqui nécessite plusieurs
évaporations a sec; _

- un volume important d’échantillon, supérieur & 20 ml est

2,

nécessaire lorsque la concentration en nitrates est inférieure a
107 kg/m’.

C - DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DANS T./ULTRAVIOLET:

IL’échantillon est dilué dans de l’acide perchlorique & 5% en
volume. Son absorption est mesurée contre le milieu de culture
dépourvu d’azote, & 210 nm ol les nitrates absorbent fortement, et
4 275 nm ol leur absorption est négligeable (CAWSE, 1967). En
soustrayant le double de la valeur & 275 nm (absorption de la
matiére organique) & celle obtenue & 210 nm, on estime la valeur
de 1l’absorption due uniquement aux nitrates. La filtration des
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échantillons sur des filtres 0,2 um est nécesgaire pour éliminer
les interférences éventuelles avec 1l’exopolysaccharide. Cette
méthode donne de bons résultats et permet de détecter jusqu’a 107°
kg/m*> de nitrates.

2.6.9. Dosage des sulfates:

La méthode décrite par TERHO et HARTIALA (1971) a été adaptée
au milieu de culture des spirulines. Elle utilise la propriété
qu’a le rhodizonate de sodium de fixer les ions Ba®" pour
constituer un complexe coloré. Lorsque du sulfate inorganique est
présent, du BaSO se forme et 1l’on observe une diminution de 1la
coloration. Cette décroissance de la densité optique est
directement proportionnelle & la gquantité de sulfates présents

dans le milieu,

~ Réactifs:

Solution de BaClz:

acide acétique 2M 10 ml
BaCl2 0,005M 2 ml
NaHCO3 0,02 M 8 ml
éthanol absolu 80 ml

Solution de rhodizonate de sodium:

On dissout 5 mg de rhodizonate de sodium (Aldrich Chem) dans
20 ml d’eau distillée. Puis on ajoute 100 mg d’acide ascorbique
(Sigma). Le volume est complété & 100 ml avec de 1/éthanol absolu,
la couleur est alors marron clair. la solution est mise au
réfrigérateur, & l’obscurité, et utilisée 30 minutes aprés sa
préparation.

- Procédure:

Dans un tube & essai, on préléve 0,5 ml de l1l’échantillon ou
de la solution standard que 1‘on acidifie & un pH voisin de 4 par
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185 ul d’acide acétique pur. On évite ainsi 1’influence des
bicarbonates. On ajoute ensuite 2 ml d’éthanol absolu, 1ml de
solution BaClz, et 1,5 ml de solution de rhodizonate. Les tubes
sont agités et placés pendant 10 minutes & 1’obscurité et
température ambiante. La D.O. de la coloration est ensuite mesurée
4 520 nm. Les blancs sont réalisés avec du milieu de culture sans
sulfate.
La corrélation suivante a été établie:

20

Concentration en SO? (kg/m®) = 0,036.AD.0._

Les concentrations en ions chlorures et phosphates sont trop
faibles dans le milieu de culture pour créer des interférences.
Cette méthode permet de mesurer des concentrations jusqu’ &

5.10™ kg/m’ de sulfates. Elle est simple et rapide & mettre en

oeuvre mais le complexe formé est instable.

2.6.10. Dosage des phosphates:

Le dosage des phosphates a été réalisé en utilisant le kit
Sigma Phosphorus inorganic. La méthode utilisée est dérivée de
celle de FISKE et SUBBAROW (1925). L’échantillon est traité avec
de l’acide trichloroacétique pour minéraliser toutes les formes de
phosphore. Les phosphates obtenus réagissent avec le molybdate
d’ammonium en solution acide pour former du phosphomolybdate. Un
mélange de bisulfite de sodium, de sulfite de sodium, et d’acide
l-amino-2-naphtol-4-sulfonique réduit 1le phosphomolybdate pour
former un complexe bleu de phosphomolybdenum. L‘’intensité de 1la
coloration est proportionnelle a la concentration en phosphate, et
est mesurée a 750 nm.

La sensibilité de la méthode a été améliorée par chauffage de
1’échantillon a 50°C pendant exactement 30 minutes.

La miniaturisation de la méthode, pour diminuer la quantité

de milieu prélevé, n’affecte ni la linéarité de la réponse, ni 1la
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sensibilité de la méthode, qui permet de mesurer jusqu’a 107

kg/m’.
La gamme étalon a permis d’établir la corrélation suivante:

50

Concentration en HPOT (kgm’) = 5,77.10'3.D.0.7

2.6.11. Dosage des lipides totaux:

L’extraction s’effectue selon la méthode de BLIGH et DYER
(1959). Apreés centrifugation, le culot de spiruline est fixé tout
d’abord dans un volume d’éthanol bouillant pendant 2 minutes afin
d’inactiver les lipases. On ajoute du chloroforme puis de l’eau,
volume par volume, et on obtient ainsi deux phases. Aprés
centrifugation (3000 t/mn, 5 mn), les lipides se trouvent dans la
phase chloroformique en bas du tube. Cette phase est récoltée avec
une pipette pasteur, et les 1lipides sont soit pesés aprés
évaporation, soit analysés par chromatographie en phase gazeuse

(chromatographe Delsi).

2.6.12. Dosage des bicarbonates et des carbonates:

Le suivi des concentrations en carbonates et bicarbonates
dans la phase liquide s’effectue par titration acide/base, avec

HCl 0,1N.

2.7. DETERMINATION DES COEFFICIENTS DE TRANSFERT ET DES TEMPS DE
MELANGE DANS LE REACTEUR A CUVE AGITEE.

2.7.1. Détermination des temps de mélange:

Les temps de mélange dans le réacteur ont été déterminés en

utilisant un traceur coloré.

73




Chapltre 2

2.7.2. Détermination des coefficients volumétriques de

transfert:

La mesure des coefficients de transfert du 002 peut
s’apparenter a celle de 1’ oxygéne puisque les coefficients de
diffusion de ces deux molécules sont trés proches (dans l’eau, a
25°Cc, 2,10.10° mn°/s pour l’oxygéne, et 1,92.107° m®’/s pour le
dioxyde de carbone; SHERWOOD, 1975). I1 est donc inutile de
développer des mnéthodes de mesure spécifiques du Cfg, et 1l’on
pourra utiliser les méthodes connues relatives & 1’oxygéne.

Nous avons utilisé 1la méthode dynamique consistant a
enregistrer la réponse d’une électrode dans un liquide ou la
concentration en oxygéne dissous a été amenée & 2zéro par
l7oxydation du sulfite en sulfate.

La mesure de coefficients & trés faible débit (3 a 60 1/h),
oblige néanmoins & considérer 1’épuisement possible en oxygéne
dans le gaz de sortie.

Dans ce cas, la réponse de l’électrode peut étre obtenue en
écrivant trois bilans (dans les équations gqui suivent, C désigne
la concentration en oxygéne, seule molécule considérée):

- bilan sur la phase liguide:

gg = k_a.(c*- ¢) (2.1)

~ bilan sur l’oxygéne dans la phase gazeuse:

d GE G‘S *
g a___}é = 2.y - 2.y - kl.a.(C - C) (2.2)
RT.V A v,

1

- bilan sur l’inerte en phase gazeuse:
G (1-y") = ¢’(1~y")  (2.3)

Si 1’on considére la phase gazeuse comme parfaitement agitée,
y=y°, et c¥= He.y®, d&’oll le systéme suivant, si 1l’on tient compte
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de la dynamique de 1l’électrode par un premier ordre avec une

constante de temps o:

P.V dys G* . s 1 - YE s
g = (¥ - ¥y — ) - kl.a.(He.y - C) (2.4)
RT.V A4t v 1 -y :
1 kR
dc
I = kl.a.(He.yS - Q) (2.5)
dc
m = . (C - C) (2.6)
dt "

Si la phase gazeuse est en écoulement piston, on a les mémes
équations avec:

vy - vy° "
y = = et C = He.y (2.7)
in (v* /¥%) /

Les valeurs obtenues de cette fagon seront & comparer avec
celles obtenues en négligeant 1’évolution de la fraction molaire
en O dans le gaz, ce qui est l/approximation classigue. Dans ce
cas, la réponse de l’électrode est donnée par seulement les deux

derniéres équations du systéme.

2.8. METHODES DE MESURE DES COEFFICIENTS D’EXTINCTION DE LAMBERT
ET DES COEFFICIENTS D’ABSORPTION ET DE DIFFUSION VRAIES DE LA
LUMIERE.

La mesure des coefficients d’absorption et de diffusion d’une
suspension de cellules de S. platensis, est d’une importance
capitale puisque toute la partie physique du modéle traitant des
transferts radiatifs repose sur leur détermination. En outre, les
modéles simplifiés traduisant 1la limitation physique par 1la
lumiére (voir chapitres 4 et 5), conduisent & des équations

algébriques que 1l’on peut résoudre si 1l’on connait les conditions
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aux limites (le flux lumineux incident sur le réacteur), et les
coefficients d’absorption et de diffusion de la Ilumiére. Une
attention toute particuliére sera donc apportée & leur
détermination.

A un degré moindre, la connaissance des coefficients
d’extinction de Lambert pour la suspension cellulaire, apporte une
information limitée quant & 1l’atténuation des flux lumineux dans
les cultures de microorganismes photosynthétiques.

Deux types de coefficients peuvent étre obtenus selon 1la
précision avec laquelle on souhaite travailler: les coefficients
relatifs a chaque longueur d’onde du spectre visible, ou les
coefficients globaux sur le spectre, qui sont en fait la moyenrie
intégrale des premiers. Les coefficients globaux sont plus faciles
4 obtenir en raison de la simplicité, dans ce cas & mesurer
1’atténuation senmi intégrale (SHIBATA, 1958). Dans l’autre cas, il
faut utiliser un spectrophotométre dans lequel cette mesure n’est

pas aisée.

2.8.1. Obtention de 1l’atténuation semi intégrale:

Le premier probléme pour 1’évaluation de coefficients
relatifs & l/atténuation d’un flux lumineux réside dans la mesure
expérimentale de 1l’atténuation semi intégrale, c’est-a-dire 1la
mesure du flux diffusé a 1la frontiére de sortie du milieu
considéré. Les rappels de spectrophotométrie qui suivent ont été
développés par SHIBATA (1958).

Si Fh est le flux lumineux relatif & la longueur d’onde A
traversant une suspension cellulaire, on définit les grandeurs

sulivantes:

g

& R o o™

est la lumiére transmise paralléle.
est la lumiére transmise diffusée.
est la lumiére initiale paralléle.

e I I |

est la lumiére réfléchie diffusée.
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La lumidre incidente F; est pour une part absorbée par la
suspension (F;), et pour une autre part transmise au détecteur.
Cette lumiére transmise est la somme de la lumiére paralléle et
diffusée gqui atteint 1le détecteur (une partie de 1’énergie
diffusée en sens inverse est réfléchie).

D’une facon générale, la configuration des spectrophotométres
est telle que le détecteur se trouve plus ou moins prés de la cuve
de mesure, ce qui conduit & sous estimer plus ou moins la valeur
de la lumiére diffusée Fi, alors que cela n’altere pas la mesure
de la lumiére paralléle Fi. On définit donc la lumiére transmise:

—_ p 4
F, = FA + f°FA' (0<£f<1) (2.8)

*
A
D’autre part on peut écrire le bilan d’énergie suivant:

o - a x t
FA FA + Fx + Fh (2.9)

On définit alors la guasi atténuation comme:

F?2 F2

E = log —A = log —2 (2.10)
p ped F? + f£.F° FE
A A A

L’indice p, & gauche, signifie que la lumiére initiale est
paralléle. Les indices pfd de droite sont relatifs au dénominateur
(la lumiére transmise est la somme de la lumiére paralléle et
d’une fraction de la lumiere diffusée), Remarquons due ce rapport
est souvent appelé densité optigue.

Deux grandeurs nous intéresseront dans la suite, il s’agit de

la transmission:

Frj
>

E
= 10 * P (2.11)

T(Ar) =

e
o
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et de la réflexion:

F

R(A) = (2.12)

FO
A
D’autre part, on remarque que la quasi atténuation comporte 2

cas limites qui sont:

o]
FA

£f =0, E = log atténuation rectiligne. (2.13)

P P F

FO
£f =1, Ed = log ————A—:
P P r
FA+FA

atténuation semi intégrale. (2.14)

Cette derniére grandeur est celle que nous cherchons a
atteindre, elle suppose dque 1l’on puisse recueillir toute la
lumieére diffusée a l’arriére de 1l’échantillon (cas théorique ol le
détecteur est sur la cuve).

I1 est facile de mesurer l’atténuation semi intégrale avec un
radiométre, sur des cuves de différentes épaisseurs, pour
l’obtention de coefficients globaux sur 1’ensemble du spectre
visible. Cela est beaucoup moins facile dans un spectrophotométre
puisque le photomultiplicateur n’est jamais & la sortie de 1la
cuve. SHIBATA (1958), propose l’utilisation de lames opalines qui
diffusent fortement la lumigdre et suppriment la lumisre parallele,
de telle fagon que la méme fraction de lumiére diffusée arrive sur
le détecteur, apreés l1l’échantillon ou aprés le blanc. D’autre part,
les réflexions multiples peuvent étre évitées par 1/interposition
entre la cuve et la lame, dfun filtre gris a faible transmission
(15%). Cette méthode a été utilisée pour la détermination des
coefficients d’absorption et de diffusion dans un

spectrophotometre.
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2.8.2. Méthode de mesure des coefficients d’absorption, de

~

diffusion et d’extinction de Lambert relatifs a chaque

longueur d’onde:

Ces déterminations doivent étre réalisées  dans un
spectrophotometre, pour pouvoir faire varier la longueur d’onde.
Dans ce cas, le chemin optigque est celui des cuves de mesure et il
est égal a 1 cm. 40 longueurs d’onde ont été choisies dans le
spectre visible [350-750 nm], certaines représentant des valeurs
remarquables du spectre d’absorption de S. platensis, les autres
étant régulierement espacées. La transmission T(A) a été mesurée
pour chaque longueur d’onde, en utilisant le dispositif de lames

opalines décrit ci dessus.
A — COEFFICIENTS D’EXTINCTION DE I.AMBERT:

ILa loili de Lambert-Beer donnant l’atténuation d’un flux

lumineux dans un milieu absorbant s’écrit (voir chapitre 4):
—mA.CX-Z
th = F;A.e (2.15)
On a donc directement, par mesure de la transmission, et

compte tenu de ce gqui a été dit au paragraphe précédent:

(2.16)

B ~ COEFFICIENTS D’ABSORPTION ET DE DIFFUSION:

Dans ce cas, la méthode utilisée est celle qui a été proposée
par AIBA (1982). On mesure tout d’abord la transmission de 1la
suspension cellulaire & wune longueur d’onde gqui n’est pas
~ absorbée, c’est-a-dire dans le proche infra-rouge. La valeur
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obtenue est notée T’/. Puisque la lumiére n’est pas absorbée, on

peut écrire le bilan suivant:

F! = F! + F! (2.17)
Ou encore:
T/ + R’ =1 (2.18)

Si le coefficient de diffusion est indépendant de la longueur
d’onde Jjusqu’a 350 nm, ce qui est vérifié pour les suspensions de
spirulines, le rapport de la transmission sur la reflexion est
constant sur tout le spectre visible (SHIBATA, 1958), et on a:

T(r)/R(A) = T’ /R’ (2.19)

Si tel n’est pas le cas, par exemple pour des microorganismes
unicellulaires dont la taile se rapproche des longueurs d‘ondes
visibles, 1l est encore possible de connaitre l’évolution de ce

rapport d’apreés les résultats de SHIBATA (1958).
Les coefficients peuvent alors étre déterminés en résolvant

le systéme non linéaire suivant (SCHUSTER, 1905):

4o

T(A) = — (2.20)
(1+a)?.e° - (1-a)*.e S
2 ] -8
R(2) = — (17 g.(e —e ) — (2.21)
(1+a)?.e° = (1=a)®.e

L étant le chemin optique, o et § sont respectivement égaux

py

o = [EAA/ (E4, + ESA)]lﬂ (2.22)
s = L.[EAA.(EAA + ESA)]LQ (2.23)

Connaissant la concentration en biomasse Cx’ on obtient les
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coefficients massiques d’absorption et de diffusion Ea7L et Es,

par:

EA ES

Ea, = ——A, et BEs, = 2 (2.24)
A C A C
b'e X

Ces coefficients sont caractéristiques du microorganisme.

2.8.3. Détermination des coefficients globaux:

Ces coefficients peuvent étre obtenus soit par intégration
sur tout le spectre des coefficients déterminés précédemment, soit
globalement, en mesurant la transmission d’une suspension de

cellules au moyen d’ un radiométre entre 350 et 750 nm.

A ~ COEFFICTENTS D’EXTINCTION GLOBAUX:

Ces coefficients peuvent é&tre calculés directement en
intégrant les coefficients précédents sur tout le spectre. On a

alors:

750 1
ln ih.J‘ —'——‘adh
T(2)
m = 229 (2.25)
C,.z

I1 peuvent é&galement s’obtenir par mesure directe de la

N

lumiére blanche a la sortie d’une cuve avec et sans cellules.
Cette méthode conduit précisément a l’atténuation semi intégrale,
mais 1’existence de longueurs d’onde essentiellement diffusées
(550 nm) oblige a définir les coefficients & dilution infinie ou &
trajet optique nul. En effet, s’il n’en est pas ainsi, les
coefficients mesurés sont d’autant plus faibles que la

concentration ou le trajet optique sont élevés. La définition que
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1/on peut proposer pour la mesure du coefficient d’extinction par

cette méthode est la suivante:

1
(2) ]I (2.26)
CX=0

a - 'z
GCX

ou encore:

= (2.27)
Z ] l Cx=0 a.max

3 ln 10. E
.I: p pd

Pour les déterminations en lumiére blanche, les mesures ont
été effectuées sur deux cuves de chemins optiques respectivement

égaux a 2 et 5 cm.

B - COEFFICIENTS D’/ABSORPTION ET DE DIFFUSION GLOBAUX:

On peut soit déterminer une transmission moyenne par
intégration de chaque coefficient sur tout le spectre; soit
mesurer directement une transmission en lumi&re blanche.

La transmission moyenne s’obtient par:

_ 1
T = AA.J T(A).dA (2.28)

350
Dans les deux cas, les coefficients d’absorption et de
diffusion massiques globaux Ea et Es sont obtenus en résolvant le
systéme de deux équations, donnant 1la transmission et 1la

réflexion, développé au paragraphe 2.8.2.
Les mémes cuves dque précédemment ont servi a la mesure

globale en lumiere blanche (chemins optiques de 2 et 5 cm).
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2.9. METHODE DE MESURE DE LA VITESSE VOLUMETRIQUE D’ABSORPTION DE
L’ENERGIE LUMINEUSE DANS UN PHOTOREACTEUR PARALLELEPIPEDIQUE.

La méthode est celle proposée par AIBA (1982); elle repose
sur l’utilisation de 1lames opalines que 1’on doit placer a
l’arriére du réacteur. Si Fo désigne le flux lumineux sortant du
réacteur rempli dfeau, Ft le flux sortant aprés une suspension
cellulaire, F; et F: respectivement les mémes flux en Ilumiére
infra-rouge, on peut écrire le bilan suivant, si 1l’on fait a
nouveau 1’hypothése que 1le rapport de la reflexion sur la
transmission est indépendant de 1la longueur d‘’onde (SHIBATA,
1958):

(2.29)

"13[”'1:1
il
[
I
"!-:Il a3
(o] t
"l:II bz
it =0 w

Si 1l’on mesure des flux aprés des lames opalines, on doit
tenir compte de leur efficacité o. La mesure de flux avec un
appareil de type radiométre oblige & introduire des rendements
relatifs aux mesures. Si fl est le rendément pour le réacteur
rempli d’eau, f2 le rendement pour le réacteur rempli avec une

suspension de cellules, on a:

Hh
H
~

(2.30)

h)
N oSje

2t
£
2
Le bilan devient donc:

OF £ oF’f’
~ aF £ CoFTE’ (2.31)
o 1 t 2

|
1)

"-El'"lj
»

o]

Les simplifications & partir des grandeurs mesurées
conduisent au méme bilan qu’au départ, on accéde donc directement
au flux d’énergie absorbée dans le réacteur, Fa. Si 1’on divise la
valeur obtenue par 1l’épaisseur du réacteur L, on obtient 1la
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vitesse volumétrique d’absorption de l1l’énergie lumineuse dans le

réacteur en W/m’:

e

i

a

<d> 2 (2.32)

2.10. ETUDE RHEOLOGIQUE.

Plusieurs viscosinmétres ont été utilisés pour réaliser
1’étude rhéologigque de 1l’exopolysaccharide de S. platensis, en
fonction de la vitesse de déformation souhaitée. Tous étaient des
viscosimétres CONTRAVES de type Couette, & cylindres coaxiaux.
Pour les faibles vitesses de déformation, nous avons utilisé un
low shear 30. Pour les vitesses plus élevées, il s’agissait d’un

Rhéomat 115. La température était toujours régulée a 25°C.

2.11. ANALYSES ELEMENTAIRES.

Toutes les analyses élémentaires en C,H,0,N,S,P, ou en
minéraux ont été réalisées au service de microanalyse de

1’Institut de Chimie des Substances Naturelles du CNRS a Gif sur
Yvette.

2.12. MATERIEL INFORMATIQUE ET METHODES NUMERIQUES.

Les calculs ou simulations ne nécessitant pas de moyens
importants ont été réalisés sur des ordinateurs de type IBM PC.
Des machines plus performantes ont été nécessaires pour la
réalisation du maillage numérique en intensité Ilumineuse des
photoréacteurs. Le logiciel de maillage a été développé sur
station HP/APPOLO DN 10000 sous UNIX. Les simulations utilisant ce
maillage ont été effectuées au Centre Inter-Régional de Calcul
Electronique d’Orsay, sur un supercalculateur vectoriel SIEMENS VP
200 sous VSP, d’une puissance de 570 MFLOPS.
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Hormis le maillage numérique des photoréacteurs qui sera
détaillé au chapitre 4, les méthodes numériques utilisées sont des
programmes de calcul classiques.

Les systémes d’équations différentielles sont résolus par un
algorithme Runge-Kutta-Merson du quatriéme ordre a pas variable.

L’identification de paramétres est réalisée au moyen d’un
algorithme de Newton, basé sur le calcul de la matrice de Hesse.

La résolution de systémes non linéaires s’effectue au moyen
d’un algorithme de Wegstein du premier ordre, ou d’un algorithme
de Newton-Raphson du deuxiéme ordre.

Tous les algorithmes cités ici sont clairement exposés dans
les ouvrages de BOUMAHRAT et GOURDIN (1983), ou HOLLAND et LIAPIS

(1983).
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CHAPITRE 3

RESULTATS RELATIFS

A LA PHYSIOLOGIE ET A LA CROISSANCE

DE SPIRULINA PLATENSIS.
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Les résultats consignés dans ce chapitre rassemblent des
données physiologiques dont 1la connaissance préliminaire est
nécessaire pour 1l’établissement d’un modéle mathématique. Celui-ci
nécessite en effet la formulation d’hypothéses reposant sur les
résultats expérimentaux. De méme, certains paramétres du modele
seront déterminés a partir de ces résultats.

Il ne s’agit donc pas ici d’une étude physiologique détaillée
au sens que pourraient 1lui donner certains lecteurs, mais d’un
support expérimental en vue de l’établissement et de la validation
dfun modéle mathématique devant traduire le comportement de
microorganismes photosynthétiques dans de nombreuses conditions de
- culture.

La modélisation requiert que toutes les molécules impliquées
dans le processus étudié soient correctement identifiédes et
dosées; c’est pourquoi nous introduirons dans ce chapitre la
notion de pourcentage de récupération des éléments.

Enfin, 11 sera également fait allusion & des aspects
stoechiométriques, avec notamment 1l/introdution des rendements

massiques de conversion des substrats en biomasse.

3.1 RESULTATS RELATIFS A LA PHYSIOLOGIE ET AU METABOLISME DE
SPIRULINA PLATENSIS:

3.1.1. Le microorganisme Spirulina platensis:

A - CIASSIFICATION ET MORPHOIOGIFE:

La nature ©procaryotique des cyanobactéries n’a été
définitivement reconnue dque dans les années 1970. Leur type
photosynthétique et leur composition pigmentaire les avaient fait
inclure dans le régne végétal (algues bleu-vertes, cyanophytes,
cyanophycées).

Les cyanobactéries représentent actuellement 1’une des dix
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lignées évolutives des eubactéries, selon une classification basée
sur l’analyse des catalogues de séquences d’ARN 16S (FORTERRE,
1986). La classification admise est celle mise en place par RIPPKA
(1979, tableau 3.1). Les cyanobactéries sont divisées en cing
sections qui regroupent les différents genres. Cette taxonomie est
basée sur des analyses systématiques des modes de division, de la
structure cellulaire, et d’un certain nombre de traits
physiologiques (fixation de 1l’azote, modes trophiques, capacité de
différentiation...). Cette classification est affinée par d’autres
criteres, prenant en compte la nature des pigments
photosynthétiques, des lipides membranaires, la composition et 1la
taille du génome.

Spirulina appartient ‘a4 1l’ordre des Nostocales, elle est
classée dans la section III des cyanobactéries. Spirulina
platensis est l’espéce originaire du lac Tchad. Elle se présente
sous la forme d’un trichome hélicoidal pluricellulaire de 6 a 11
pym de diamétre et d’une longueur atteignant 0,2 mm. Elle ne
posséde pas d’hétérocyste (FOX, 1986; RIPPKA, 1988).

La paroi cellulaire semble étre composée de quatre couches de
mucopolyméres (VAN EYKELENBURG, 1977), et elle présente les
caractéristiques des bactéries Gram négatif. Elle est recouverte
d’une gaine polysaccharidique extracellulaire.

Le cytoplasme de ce microorganisme procaryotique contient des
vacuoles a gaz, des granules de polyglucanes et de polyphosphates,
des carboxysomes, des mésosomes et beaucoup de thylacoides
(CIFERRI, 1983, figure 3.1). Il existe aussi des granules de
cyanophycines, qui sont composées d’une chaine d’acide aspartique
et d’arginine, et dont le poids moléculaire varie entre 25 et 100
kdaltons (kd). Elles semblent servir de réserves azotées car elles
apparaissent lors de limitations, & 1l’exception de celle par
l’azote, et résultent du catabolisme des protéines (ALLEN et al.
1980; SIMON, 1987).

Les thylacoides sont des membranes lipoprotéiques supportant
les pigments photosynthétiques: chlorophylle a, caroténoides,
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division binaire Section |
Unicellulaire
division multiple Section I
pas de différenciation cellulaire Section 1l
. trichomes
Filamenteuse non
branchés Section IV
présence d'hétérocystes
trichomes
branchés Section V
Les différentes seqtions de cyanobactéries
Section | Gloeobacter Section ] Spirulina
Gloeothece Osclliatoria
Cyanothece Groupe LPP-A
Cyanobfum Groupe LPP-B *
Synechococcus Pseudanabaena
Cyanobacterium
Synechocystis .
Chamaesiphon Section IV Anabagena
Gloeocapsa Nodularta
Cylindrospermum
Nostoc
Scytonema
Section Il Dermocarpa Calothrix
Xenococcus Cyanospira
Dermocarpelia
Myxosarcina . . )
Chroococcidiopsts =~ Section V Fischerella
Pleurocapsa Chlorogloeopsis

* Lyngbya / Phormidium / Plectonema

Tableau 3. 1 - Classification des cyanobacterles

(d'apres RIPPKA 1979).
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Figure 3.1: Schéma d’une ‘coupe de cellule de cyanobactérie. ‘
CM, membrane cellulaire ; TH, thylac01des ; PB1 et PB2 , vue
respectivement de face et de profil des phycobilisoxﬁes ; éG ’
granules de glycogéne : CY, granules de cyanophycihe ; P,
granules de polyphosphate ; C, arboxysomes ehte.urés de
nu‘cléop.lasme ; R, .ribosomes , G, vacuoles a  gaz
Agrandissement A : Envelepi:e cellulaire montrant la membrane
cytoplaSmique, le peptidoglyeane et la gaine externe. .
Agrandissement B :+ Partie de thylacoide montrant les
phycobilisomes attachés 4 la membrane (STANIER, 1988).
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phycocyanine €, allophycocyanine. La phycoérythrine et Ila
phycoérythrocyanine semblent étre absentes (COHEN-BAZIRE et
BRYANT, 1982). La phycocyanine C et 1l‘’allophycocyanine dont les
masses moléculaires sont respectivement de 44 et 38 kd sont des
complexes oligomériques composés de deux sous unités. Elles sont
constituées d’une chaine non cyclique de noyaux tétrapyrroles,
chromophores qui leur conférent leurs propriétés d/absorption de
la lumiere, associés a une apoprotéine par une liaison covalente
(CIFERRI et TIBONI, 1985).

Les phycocyanines sont regroupées en phycobilisomes,
protéines extrinséques des thylacoides, et forment les antennes
collectrices de photons du photosystéme II (PS II). Ce dernier
comporte aussi une antenne intermédiaire formée par un complexe
protéine~chlorophylle a, un centre réactionnel P 680, et
différents transporteurs d’électrons. Les électrons produits lors
de l’oxydation d‘une molécule d’eau par le P 680 sont transférés,
par l’intermédiaire de transporteurs d’électrons, au centre
réactionnel du photosystéme I, le P 700. Ces électrons réduisent
ensuite la ferredoxine, ce qui permet finalement la réduction du
NADP® en NADPH + H' (figure 3,3). La formation de molécules d’ATP
est couplée au transport des é&lectrons sur les chaines de
transporteurs.

L’ATP et le NADPH + H' ainsi produits servent a la syntheése
des principales molécules constituant 1la cellule (protéines,
glucides, lipides, acides nucléiques), et qui vont maintenant étre

décrites,

B_~ COMPOSITION ET QUALITE NUTRITIVE:

Les analyses chimiques des spirulines ont été réalisées par
de nombreux auteurs. Les résultats different un peu, probablement
en raison des méthodes de mesure et des conditions de culture.

Néanmoins, en se basant sur les résultats de FOX (1986), de
CLEMENT (1975), et sur nos propres données en ce gui concerne les
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fractions sucres-lipides-protéines, on peut proposer la
composition détaillée suivante pour 1la biomasse active de
Spirulina platensis (nous appelons biomasse active, la biomasse
sans 1’exopolysaccharide).

~ Protéines:

Les protéines constituent la majeure partie de la matiere
séche de S. platensis, entre 60% et 74% suivant 1les auteurs
(tableau 3.2). Pour notre souche, elles représentent 68% de 1la
matiére séche. Leur composition en acides aminés répond aux
standards de la F.A.0., excepté pour les acides aminés soufrés;
elle est donnée par le tableau 3.2.

~ Sucres totaux (hormis 1’exopolysaccharide):

Ils représentent environ 15% de la matiére séche, et sont
surtout localisés dans la paroi, excepté le glycogéne sulfaté
(SEKHARAM et al. 1989), qui constitue une des réserves carbonées
de S. platensis. Ils se partagent de la fagon suivante:

glucosane, glucosamine: 2,5%

o

glycogéne sulfaté: 0,5% a 1
rhamnose: 9%

oe

acide muramique: 1
cyclitols: 2%

= Lipides totaux:
Ils représentent 10% de la masse totale et se divisent en 5
catégories:
Monogalactosyldiacylglycérol: 3%
digalactosyldiacylglycérol: 1,5%
sulfolipide: 1,5%
phosphatidylglycérol: 2%
triglycéride: 2%
Notons que S. platensis posséde des acides gras essentiels,
tels que l’acide linoléique et l’acide 7 linolénique.
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EN POURCENTAGE DU POIDS SEC

5. platensis . 5. naxima Chlorelles
Froteines brutes 64a ™ 60 2 71 0
Lipides totaux 9314 9315 18
Hydrates de carbona 12 3 26 10 3 16 =8
Acides nuclefques 4 3345 336

l}‘omposition de 5. platensis,da S. moxine et de Chlorelles
{Donnees de FOX,1986 et de CIFERRI,1963)

-g.d'acides aminés pour 1803 de proteines
ﬂCIDES AMINES 1) 2) (3)
Isoleucine 6.4 . 6.37 4.9
Leucine 18.4 9.84 7.8
Lysine - 4.4 4,79 5.5
Hethionine 2,2 2.63 5.5
Phenylalanine 5.4 4,57 6.8
Theeoning £ B2 4.8
Tryptophane 1.5 1,68 1.8
Valina 4.5 6.97 5.8
firginine 7.8 6.k
Histidine ‘1.8 1.61
Alzning 7.6 7.9
fcide aspartique 11.8 9.21
ficide glutamique 16.3 8.94
Cuystine 8.7 2.94
Glycine 5.4 4,99
Proline 3.7 3.83
Lerine - 4.8 5.59
Turosine 5.8 4.87

Composition de S. platensis en acides amines
{1)Donnees de FOX,1986

{(2)Données da CLEMENT,1975

(315tandard F.8.0.

Tableau 3.2: Pourcentage de la biomasse s&che et caractéristiques
des protéines de S. platensis. '
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~ Acides nucléigues:
Ils constituent 4% de la matiére séche et se partagent en 78%

d’ARN, et 22% d’ADN.

Spirulina platensis synthétise également un exopolysaccharide
en quantité variable. Le paragraphe 3.1.6 est entiérement consacré
4 ce polysaccharide, sur lequel nous n’avions Jjusqu’a présent
aucune source bibliographique. L’ensemble de la biomasse active et
de 1l’exopolysaccharide constitue ce gque nous appellerons la
biomasse totale.

D’un point de vue nutritionnel, il faut savoir que cette
cyanobactérie est consommée depuis trés longtemps, de maniére non
exclusive, et sans effet nocif apparent, par certaines tribus sur
les rives du lac Tchad. Les études sur 1l‘’homme ou les animaux
indiquent dque les spirulines peuvent étre consommées, méme de
maniére prolongée, sans risque de troubles physiologiques.

Cependant, elles ne doivent pas constituer le seul apport
nutritif. Ainsi, chez le porc pris comme modéle nutritionnel de
1’homme, il est prudent d’en limiter 1’apport & 25%. Enfin, des
expériences chez 1l’homme ont montré que, méme si les spirulines
représentent 50% de la ration protéique, aucun trouble intestinal
n’est observé. De méme, les bilans azote, sodium, potassium, ne
sont aucunement affectés (SAUTIER et TREMOLIERES, 1976).

En 1990, la spiruline a fait 1l’objet d’une autorisation & la
consommation en France, délivrée par le Conseil National Supérieur

d’Hygiéne et de Sécurité.
C — CONDITIONS DE CULTURE:
Comme tout organisme photosynthétique, S. platensis a besoin
de lumiere, de gaz carbonique, d’une source d’azote et de sels

minéraux.
ZARROUK (1966) a déterminé la composition précise du milieu
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naturel de §. platensis en analysant les eaux du lac Tchad. Ceci a
conduit & la réalisation d’un milieu synthétique, qui est & 1la
base de tous 1les milieux actuellement utilisés. Le pH de ces
milieux varie entre 8,3 et 10 selon les auteurs, car ZARROUK
(1966), a montré que le pH dans cette gamme avait peu d‘’influence
sur la croissance. Néanmoins, si l’on se base sur les études de
croissance et sur celles de la photosynthése, il semble que 1l’on
puisse dégager un pH optimum de 9,5, qui est d’ailleurs celui du
milieu naturel. Un pH externe de 9,5 conduit & un pH interne de
7,5 qui est le pH optimum de la ribulose 1-5-dipHosphate
carboxylase (Rubisco) (COLEMAN et COLMAN, 1981). Le pH basique est
obtenu par un tampon carbonate-bicarbonate dont la contribution
confére au milieu une force iohique élevée (0,42 kmol/m’ pour le
milieu de base).

Ne possédant pas d’hétérocyste, cette bactérie ne peut pas
fixer l’azote moléculaire. Il est donc impératif de faire un
apport en nitrate, qui est le composé azoté le plus favorable,
bien que ZARROUK (1966) ait démontré que S. platensis pouvait
utiliser 1‘/urée.

La température optimale de croissance se situe entre 34 et
40°C (ZARROUK, 1966; FOX, 1986). Cette donnée sera précisée lors
de l’étude de la photosynthése gque nous avons menée (paragraphe
3.1.2).

Cette étude a également permis de dégager les valeurs des
éclairements saturants et inhibants gui seront discutées dans le
paragraphe suivant.

Sur ces deux derniers points, on peut trouver dans la
littérature une étude sur les modifications morphologiques de
Spirulina platensis en fonction de la température et de
17intensité de la lumigre (VAN EYKELENBURG, 1979).

D_- DONNEES METABOLIQUES:

Aprés de nombreuses controverses, il semble aujourd’hui bien
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établi que la source primaire de carbone chez les cyanobactéries
est le bicarbonate Hco; (MILLER et COLMAN, 1980; COLEMAN et
COLMAN, 1981; BADGER et ANDREWS, 1982; KAPLAN et al. 1982). Le
mécanisme proposé d’assimilation du carbone chez les
cyanobactéries est représenté sur la figure 3.2 (VOLOKITA et al.
1984; BADGER et al. 1985). '
Le bicarbonate extérieur est en équilibre avec le Co, mais
seul le bicarbonate traverse la membrane plasmique.Le CO2 est
probablement hydraté dans la membrane plasmique sur un site proche
du site actif de transport des ions bicarbonate. Il s’agit d’un
transport actif par échange de protons, qui se fait contre le
gradient d’ions Hco;. En effet, les auteurs précédents rapportent
gqu’en conditions de limitation par la source de carbone, il y a
dccumulation du bicarbonate & 1’intérieur des cellules. Ce fait
est dfautant plus marquant que la limitation est importante. Par
exemple, pour des conditions de culture oui la source de carbone

N

est le CO2 de l’air, 11 a été mesuré a l’intérieur des cellules
des concentrations en bicarbonate 500 & 1000 fois supérieures & la
concentration extracellulaire.

Le bicarbonate est ensuite transformé par voie enzymatique en
Cozl via l’anhydrase carbonigque. Ces deux derniéres é&tapes sont
contrélées par la lumikre, et sont notamment inexistantes a
l’obscurité.

Ce mécanisme a pour effet de maintenir constante 1l’affinité
de la Rubisco pour le coz, méme en condition de limitation par la
source de carbone, et de limiter la photorespiration. Il semble en
effet que la photorespiration soit inexistante ou trés faible,
quelles que soient les conditions de culture (CHENG et COLMAN,
1974; LLOYD et al. 1977; BIRMINGHAM et al. 1982; NILSEN et
JOHNSEN, 1982).

Néanmoins, le transport actif du bicarbonate est trés coliteux
en ATP, ce qui se traduit par une diminution de la vitesse de
croissance.

Notons que, plus récemment, certains auteurs situent 1’étape
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HCO3< —~HCO;
\\\ ,/
S /, carbonic
Pl anhydrase
e A
g A
L N .
CO{:, CCE—EEEEBFPGA
out | membrane | in
H lO3
Co,

Figure 3.2: . Schéma d‘assimilation du bicarbonate chez les

cyanobactéries (d’aprés BADGER et al. 1985; et VOLOKITA et al,
1984).
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limitante du transport actif dans les membranes des carboxysomes,
ol se trouve la Rubisco et 1l’anhydrase carbonique, et proposent
une diffusion passive du co, dans la membrane plasmique (REINHOLD
et al. 1989).

Il est maintenant admis que le métabolisme carboné des
cyanobactéries est de type CB, bien que des controverses
persistent pour certaines espéces.

A 1l’obscurité, les cyanobactéries consomment leurs réserves
carbonées pour leur maintenance (SMITH, 1983). Chez S. platensis,
il s’agit essentiellement de glycogéne sulfaté (SEKHARAM et al.
1989), et de polyhydroxybutyrate (VINCENZINI et al. 1990).
Cependant, la proportion intracellulaire de ces deux composés ne
représente que 1% de la biomasse en conditions normales de
culture, ce qui limite la durée des périodes d’obscurité dans 1la
conduite d’expériences comportant des alternances lumiére-
obscurité.

Les vitesses de respiration sont trés faibles chez les
cyanobactéries, environ 10 a 50 fois inférieures aux vitesses de
photosynthése (PESCHEK, 1987). D’autre part, la respiration est
inhibée a la lumiére (MYERS et KRATZ, 1955).

La figure 3.3 représente les principales voies métaboliques
chez les cyanobactéries, et leur bilan énergétique. On remargquera
que le cycle de Krebs est incomplet et fonctionne par le shunt du
glyoxylate. Cette figure est une synthése des données métaboliques
disponibles dans les ouvrages de CARR et WHITTON (1973), FOGG et
al. (1973), CARR et WHITTON (1982), FAY et VAN BAALEN (1987).
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3.1.2. Etude de la photosynthése chez Spirulina platensis:

A - SATURATION ET INHIBITION DE LA PHOTOSYNTHESE. EFFETS
DE LA TEMPERATURE ET DE LA TENEUR EN PHYCOCYANINES:

Des mesures de photosynthése ont été réalisées a 1l’électrode
de Clark au moyen du dispositif décrit au chapitre 2.

Dans un premier temps, on a étudié 1’effet de la température
en réalisant des courbes de saturation de la photosynthése entre
20 et 45°C. Ces courbes montrent que la valeur de la saturation de
la photosynthése dépend fortement de la température, ainsi que la
constante de demie saturation. Par contre, on constate que les
pentes a 1l’origine, qui sont proportionnelles au rendement
quantique, sont identigues quelle que soit la température. Ceci
montre que pour les faibles valeurs de flux lumineux, c’est bien
la cadence d’arrivée des photons sur les photosystémes qui limite
la vitesse (rendement quantique maximum), et non une étape
enzymatique qui serait sensible a la température.

La vitesse de photosynthése maximale est atteinte pour une
température optimale de 36°C. La figure 3.4 récapitule les
résultats sous une forme adimensionnelle, en se ramenant a la
vitesse maximale. Ils peuvent étre modélisés par une courbe ayant

la forme suivante (ROELS, 1983):

~(Ah* /RT)

P — Aoe
vooT —TAR JRT) (3.1)
Fmax 1 + B.e 4

Ah* et Aha sont respectivement l’enthalpie d’activation et de
désactivation. Ces valeurs ont été déterminées a partir des
résultats de ZARROUK (1966), LEE (1986), et de nos propres
données:

Ah* = 8,3.10” J/kmol
Ah = 2,16.10° J/kmol
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Les valeurs des constantes A et B pour notre souche sont:
A=1,95.10" '
B =2,71.10%
Elles sont en parfait accord avec celles que l’on peut
identifier a partir des données de LEE (1986), obtenues sur le
rendement de conversion de 1la photosynthése chez Spirulina

Il

platensis en fonction de la température.
L’équation 3.1 permet donc de modéliser 1l’effet de la
température sur les vitesses de croissance de S. platensis.

La deuxiéme partie de 1/étude consistait 3 étudier les seuils
de saturation et de photoinhibition de la photosynthése en
fonction de 1la teneur en phycocyanines dans les cellules. En
effet, 1lors de 1limitations de 1la croissance (notamment par
carences minérales), 1les teneurs en phycocyanines chez les
cyanobactéries peuvent étre fortement modifiées (se reporter au
paragraphe 3.2). Il apparait donc important de connaitre les
effets sur la photosynthése qui pourraient en résulter; ceci pour
bien appréhender les comportements lors de cultures en masse.

On a donc réalisé une série de mesures de vitesse de 1la
photosynthése a 36°C, pour différentes valeurs du flux lumineux,
sur des cellules ayant leur contenu en phycocyanines altéré. Les
cellules cultivées dans le milieu de base (MB) contiennent 15% en
masse de phycocyanines, et servent donc de témoin. Les cellules
ayant des pourcentages inférieurs ont été obtenues lors d’une
culture en 1limitation par les nitrates. Les cellules ayant un
pourcentage supérieur sont obtenues par culture dans un milieu &
faible force ionigue (MF, pour les détails, voir le paragraphe
3.1.4).

Les résultats obtenus sont présentés de fagon différente sur
les figures 3.5 a et b. Sur la courbe a, les vitesses sont
rapportées a4 la concentration en phycocyanines, alors que sur la
courbe b, elles sont rapportées a la concentration en biomasse.

La courbe témoin montre que la saturation est atteinte pour
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{adim.)
SRR,
T v 1

Yitesse relative de photosyntése

20 30 40 50
Température {°C)

Figure 3.4: Effet de la température sur la vitesse de 1la
photosynthése chez Spirulina platensis.
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PHOTOSYNTHETIC ACTIVITY
{ kmoles 05.kg PC~1 n-1)_103

+ Phycocyanins 23% N

20 N
B Control: PC  15% AN
+ Phycocyanins 13% \\\

10 B Phycocyanins 11% \}\

Phycocyanins 8,8%

0 o Phycocyanins 6,5%.

o Phycocyanins 3,7%
-10i ¥ T v T 4 T T T T T T
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MEAN IRRADIANCE {¥.m~2)
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Yitesse de photosyntése

{kmol 05 kg biomasse=1.hn-1y.103

__2 2 [ ' . )
0 500 1000 : 1500
Flux lumineux (W./m2)

(b)

Figqure 3.5: Qitesse de 1la photosynthése en fonction du flux
lumineux <chez S. platensis, pour différentes teneurs en
phycocyanines dans les cellules.

a—- Valeurs rapportées & la concentration en phycocyanines.

b- Valeurs rapportées a la concentration en biomasse.
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un flux lumineux de 130 W/m?, avec une constante de denie
saturation de 25 W/m®, et que la photoinhibition apparait dés 300
W/m*. Pour un flux de 1250 W/m®, la vitesse de photosynthése est
diminuée d’un tiers. Il s’agit d’une photoinhibition correspondant
a des éclairements de courte durée (quelques minutes). Ces valeurs
de saturation et d’inhibition sont en accord avec celles
déterminées par VONSHAK et al. (1988). La photoinhibition serait
due & la perte d’un polypeptide D1 du photosysteme II, ou a des
dommages causés au centre réactionnel P 680 (CRITCHLEY, 1988).
Lorsqu’elle est de courte durée, elle n’est jamais irréversible
(VONSHAK et al. 1988).

Les courbes ©pour 1les cellules ayant des teneurs en
phycocyanines plus faibles que celles du témoin montrent toutes
une moindre photoinhibition. Cette observation pourrait avoir pour
origine une capacité de synthése intacte de la protéine D1, qui
permettrait son renouvellement plus rapide aprés photodestruction
dans les centres réactionnels du photosystéme II, présents en
gquantités réduites dans ces cellules.

Le mécanisme qui vient d’étre décrit existe aussi, mais en
sens inverse, sur les cellules plus riches en phycocyanines que le
témoin. En effet, la courbe obtenue montre nettement une plus
grande sensibilité a la photoinhibition chez ces cellules (90%
d’inhibition & 1000 W/m*).

Dans tous les cas, la valeur maximale pour la vitesse de
photosynthése chez Spirulina platensis est d’environ 0,05 kmol.
0_.kg pPC*.h™, ce qui correspond, chez le témoin & 7,1.10" kmol.
O_.kg biomasse™.h™. La figure 3.5a montre gue cette valeur peut
étre maintenue dans tous les cas, si 1l/’on raméne les résultats a
la quantité de phycocyanines. Ce fait est intéressant & noter, en
vue dfune transposition des résultats a 1l’étude de cultures en
masse. Néanmoins, si les résultats sont ramenés &a la masse
cellulaire, il apparait clairement dgue la vitesse maximale de
photosynthése est fortement diminuée si la teneur en phycocyanines

diminue (figure 3.5b).
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B - ETUDE DE L/INHIBITION DE RESPIRATION A T.A LUMIERE:

Une monocouche de spirulines est déposée directement sur
1’électrode de platine d’une électrode & oxygéne de type
Haxo-Blinks, de dynamique trés rapide pour pouvoir mesurer des
dégagements d’O2 en lumiére modulée (JOLIOT, 1966). Le montage est
exposé au chapitre 2.

Lorsque les spirulines sont éclairées par une lumiére modulée
4 50 Hz, le signal global obtenu comporte une composante modulée a
50 Hz, superposée a une composante continue. Le signal global
enregistré est proportionnel a la résultante de la photosynthése
et de la respiration. La composante modulée, extraite du signal
global par un amplificateur & détection synchrone, est
proportionnelle & la photosynthése seule, parce que seule capable
de répondre a une modulation de 50 Hz. La comparaison des deux
courbes, photosynthése plus respiration et photosynthése, dans
diverses conditions expérimentales permet de vérifier que 1la
respiration des spirulines est inhibée par la lumieére.

Cette inhibition est un  phénoméne connu chez les
cyanobactéries (MYERS et KRATZ, 1955). Elle serait liée au fait
que chez ces organismes, les chaines de transporteurs d’électrons
localisées sur les thylacoides, sont les mémes pour la
photosynthése ou la respiration (GONZALEZ DE LA VARA et
GOMEZ-LOJERO, 1986).

Les résultats obtenus sur S. platensis sont présentés sous
forme de courbe de saturation sur la figure 3.6. Les dégagements
d’oxygéne sont donnés en unités arbitraires, car il est impossible
de calibrer correctement ce type d’électrode. On peut néanmoins
constater que la saturation de la photosynthése se produit vers
130 W/m®’, ce qui confirme les résultats obtenus avec 1l’électrode
de Clark. En ce qui concerne 1’inhibition de respiration, on
constate, comme attendu, dqu’elle est effective dés les faibles

éclairements, et totale pour un flux d’environ 5 W/m".
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Ce résultat permettra donc de négliger la respiration a 1la
lumiére, quand on modélisera les cultures en photobioréacteur.

Un examen détaillé des résultats dans la région des faibles
flux lumineux entre 0 et 5 W/m° permet de déterminer gque le flux
au point de compensation, ol la somme algébrique des échanges
d’oxygéne photosynthétique et respiratoire s’annule, est de 1
W/m*. Cette valeur de 1 W/m”* sera a nouveau déterminée par un
moyen différent, lors de la définition du volume utile dans les

photobioréacteurs (chapitre 5).

C - CARACTERISATION DES PIGMENTS CHEZ S. platensis ET
ADAPTATION CHROMATIQUE:

La figure 3.7 montre les spectres d’absorption d’une
suspension de spirulines, ainsi que de ses pigments extraits et
purifiés, chlorophylle a, et phycocyanines. On peut attribuer les
trois principaux pics d’absorption & la chlorophylle a (678 et 440
nm), et aux phycocyanines (620 nm). Les caroténoides absorbent
également dans la région comprise entre 350 et 500 nm.

Pour vérifier 1l’absence d’adaptation chromatique chez S.
platensis, nous avons réalisé des spectres d’émission de
fluorescence a 77 K, sur des cellules cultivées sous différentes
lumiéres. Les guatre types d’éclairements réalisés sont détaillés
dans le chapitre 2, 1l s‘agissait de lumiére bleue, magenta,
orange, et Dblanche, cette derniére servant de témoin. Les
résultats sont représentés sur la figure 3.8, et aménent aux
conclusions suivantes:

- les spectres montrent nettement les pics d’émission des
chlorophylles, des phycocyanines, et des allophycocyanines, mais
pas celui de la phycoérythrine qui est absente chez S. platensis.

- Il n’y a aucune modification des spectrés d’absorption ou
d’émission de fluorescence en fonction de la qualité de la lumiére
utilisée lors de la culture. Cette observation confirme qu’il

n‘existe pas d’adaptation chromatique chez S. platensis.
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Figure 3.7: Spectres d’absorption de S. platensis dans le domaine

des longueurs d’onde visibles (a) et de ses pigments purifiés,

- chlorophylle a et phycocyanines (b).
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-

PS II'chla 687 et 696 nm PS I chla 732 nmm
aPC 685 nm . ’

. PC 665 nm
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ILumiére orange . lumiére bleue

Figure 3.8: Spectres d’émission de fluorescence a 77 K pour des

spirulines cultivées sous différentes lumiéres.
- Trait fin: excitation & 440 nm.
.= Trait épais: excitation & 540 nm.
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OVERALL'SIGNAL |

" MODULATED ' SIGNAL

RESPIRATION § + PHOTOSYNTHESIS 4 PHOTOSYNTHESIS )
A '
s
Y
MODULATION 25 Hz
WITHOUT DeMu
| ! ] ! - T ]
400 500 600 700 nm

Figure 3.9: Spectre d’action de la photosynthése

1’/inhibition de respiration chez S. platensis.
- Trait épais: photosyntheése seule.
- trait fin: inhibition de respiration.
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D - SPECTRES D’ACTION DE LA PHOTOSYNTHESE ET DE
L’INHTIBITION DE LA RESPIRATION:

La mesure des dégagements d’oxygéne au moyen d’une électrode
de type Haxo-Blinks, associée & une source de lumiére
monochromatique, a permis de réaliser un spectre d’action de 1la
photosynthése, et de 1’inhibition de respiration chez S.
platensis.

Ces spectres montrent (figure 3.9) que la photosynthése se
produit essentiellement entre 550 et 650 nm, alors que
1’inhibition de respiration existe sur tout le spectre visible.

Ce résultat s’explique par le fait que lorsqu’on éclaire dans
les longueurs d’onde absorbées par la chlrophylle a, on excite
essentiellement le photosystéme I, composé de chlorophylle a. Le
photosystéme II, qui est constitué en majorité de phycocyanines,
ne fonctionne plus. Or la photosynthése est optimale lorsque les
deux photosystémes fonctionnent & la méme vitesse, sinon le
rendement quantique chute fortement (c’est ce que 1l’on appelle
l’effet Emerson chez les plantes supérieures). Donc, si 1’on
éclaire en lumiére bleue ou rouge, on a d’une part une forte
diminution de la vitesse de photosynthése et d’autre part, une
forte inhibition de 1la respiration, commandée par 1le PS I,
compétiteur de 1la cytochrome oxydase pour les électrons en
provenance des chaines de transporteurs communes.

Par contre, si l1l’on éclaire dans 1le domaine des radiations
oranges, on excite 1les phycocyanines du photosystéme II, gui
absorbent a 620 nm. Il existe dans ce cas, un mnécanisme de
dérivation de l’énergie d’excitation vers le photosystéme I (état
2), qui permet a la photosynthése de fonctionner (toujours avec
inhibition de la respiration). Ce mécanisme fait intervenir un
polypeptide de 18,5 kd, et une phosphatase kinase (BENNETT, 1983;
ALLEN et al. 1985; ALLEN et HOLMES, 1986).

Ces résultats montrent qu’il est possible de cultiver des
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Figure 3.10: Effet de la température sur la vitesse de respiration

de S. platensis.
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cyanobactéries en lumiére orange, avec un bon rendement de la
photosynthése. Ce procédé peut s’avérer intéressant en vue de
l’bptimisation énergétique d’une station spatiale. Des cultures en
photoréacteur dans ces conditions ont été réalisées, pour vérifier
ce comportement, et déterminer les rendements de conversion en

biomasse dans ce cas (volir paragraphe 3.2.1).

3.1.3. Effet de la température sur la respiration de

Spirulina platensis;

Chez les cyanobactéries, la respiration se produit uniquement
a4 l’obscurité, et correspond & une perte de biomasse, puisqu’il y
a consommation des réserves carbonées pour la maintenance du
microorganisme (SMITH, 1983). Cette respiration est toujours tres
faible (PESCHEK, 1987), car elle correspond & des besoins
énergétiques de maintenance.

Nous avons mesuré la respiration chez S. platensis en
fonction de la température, au moyen d’une électrode de Clark. Les
résultats montrent gue la vitesse de respiration est une fonction
exponentielle de la température (figure 3.10). Entre 20 et 45°C,
on peut écrire la relation suivante, sous forme de loi
d’Arrhénius:

-AH/RT
VvV =V .e (3.2)
avec:
Vo= 1,705.10" kmol O .kg pc*.h™
AH = 8,72.10" J/kmole

A 36°C, la vitesse de respiration vaut 2,5.10™ kmol cg.kg
PC*.h™*, ou 3,8.10° kmol 0,.kg biomasse™.h™. Néanmoins, nos
résultats montrent que 1lorsque les cellules sont fraichement
repiquées, cette vitesse peut étre augmentée d’un facteur 10.

Ces valeurs devront étre vérifides lors de cultures en masse
avec des périodes & l1l’obscurité, de fagon a confirmer qu’elles
sont cohérentes avec la perte de masse mesurée.
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3.1.4. Effet de la force ionique sur la physiologie et
la croissance de Spirulina platensis:

Pour mettre en évidence les effets de la force ionique sur la
physiologie et la croissance de S. platensis, nous avons utilisé
des milieux de culture dérivés du milieu de base, mais concentrés
ou dilués par rapport a celui-ci, pour la totalité des ions qui le
composent. Ces milieux sont detaillés dans le chapitre 2, ils ont
permis de faire varier la force ionique entre 0,10 et 0,84 mol/l.

Les principales modifications obtenues alors sont d’ordre
physiologique. En effet, on constate sur le tableau 3.3, qu’il y a
une augmentation de la teneur en phycocyanines dans la biomasse
active quand la force ionique diminue, alors que la teneur en
chlorophylles reste constante. Parallélement, on note une
augmentation de la quantité d’exopolysaccharide dans la biomasse
totale. '

Force Teneur en|Teneur en|Teneur en|Fraction
ionique phyco- protéines|chloro- massique en
(mol/1) cyanines (%) phylles polysaccharide
(%) (%)

0,84 11 64 1 -

0,42 15 68 1 0,1

0,21 19 72 1 -

0,10 23 76 1 0,14

Tableau 3.3: Influence de la force ionique sur les teneurs en

pigments et en protéines (exprimées en % de la biomasse active),
et sur la fraction massique de 1l’exopolysaccharide chez 8.

platensis.
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Cette augmeritation de la teneur en pigments du photosystéme
ITI se traduit par une augmentation de la vitesse maximale de
photosynthése par unité de biomasse comme nous l’avons vu lors de
1’étude de 1la saturation de la photosynthése. Néanmoins, nous
avons vu également que si 1’on raméne les résultats a la quantité
de phycocyanines, les vitesses de photosynthése sont égales,
quelle que soit la teneur en phycocyanines dans les cellules (il
n’y a pas de modification du rendement de conversion de l’énergie
lumineuse). Or, dans un = photobioréacteur, c’est 1l‘’énergie
lumineuse disponible qui limite la vitesse de la photosynthése, et
la croissance s’effectue trés rapidement & quantité de
phycocyanines éclairées constante (voir les explications
détaillées dans le chapitre 5). Ceci explique pourquoi on ne
constate aucune différence de vitesse de croissance lors de
cultures en masse dans le milieu de base, et dans le mnilieu a
faible force ionique, bien que dans ce dernier, les cellules
soient plus riches en phycocyanines (figure 3.11).

Il est important de noter que la diminution de la teneur en
phycocyanines pour les forces ioniques élevées se produit en
quelques heures d’adaptation seulement, alors que le phénoméne
inverse demande plusieurs repiquages pour s’établir, Cela semble
indiquer 1l’existence d‘un mécanisme de dégradation dans le premier
cas, et de régulation adaptatif dans le deuxiéme.

Un autre point important est que si 1l’on raméne les teneurs
des composants cellulaires & la biomasse totale produite, on
s’apercoit que les pourcentages respectifs des protéines, sucres,
et lipides restent constants, et égaux respectivement & 64%, 21%,
et 9% lors des cultures réalisées a 5 W/m°. Seules les teneurs en
phycocyanines varient, de 20% dans le milieu de base, & 26% dans
le milieu de faible force ionique. On en conclut donc que la force
ionique modifie les proportions en pigments dans la biomasse, sans
toutefois modifier les rapports entre les grandes classes de
composants cellulaires. Il n’y a alors aucune modification du

rapport P/2e in viveo dans la cellule. Cette remarque présente un
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Figure 3.11: Effet de 1la force ionique sur 1la vitesse de
croissance de S. platensis.
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intérét qui sera développé au chapitre 5, lors de la modélisation
biochimiquement structurée. Précisons dque cette invariance des
proportions n’est vraie que pour des éclairements identiques; si
on fait varier l1l’énergie absorbée dans le réacteur, on observe des
modifications qui seront décrites dans le paragraphe 3.2.5, et
dans le chapitre 5.

Notons enfin, que lorsqu’on fait varier la force ionique avec
le chlorure de sodium, les effets semblent différents, puisque
certains auteurs rapportent une diminution de 1la vitesse de
croissance ainsi que de l’activité de la Rubisco a partir de 0,4
kmol/m® en NaCl, accompagnée d’une augmentation de l’activité de
la Phosphoénolpyruvate carboxylase, ce qui traduit une déviation
du métabolisme vers la voie (a, dans ces conditions de stress

(TEREKHOVA, 1986).

3.1.5. Effet de 1’agitation:

Les effets de l’agitation n’ont pas été étudiés
systématiquement, néanmoins, 1l’établissement de corrélations pour
déterminer la biomasse & partir de la mesure de la D.0o. ~a
montré que la diffusion de la lumiére par une suspension de
cellules dépendait de l’agitation. Pour ces raisons, lors d’une
culture en bioréacteur, nous avons fait varier la vitesse
d’agitation des turbines Rushton. Cette expérience a permis
d’établir les différentes corrélations données au chapitre 2, et
de mesurer les coefficients de diffusion dans différentes
conditions d’agitation (les résultats sont donnés au chapitre 5).

Nos résultats ont également montré qu’un arrét de croissance
se produisait a partir d’une vitesse d’agitation de 400 tours par
minute, bien gue la photosynthése continue. S. platensis est donc
sensible & la contrainte de cisaillement, le seuil se situant trés
approximativement entre 0,06 et 0,07 Pa. Cette valeur ne devra
jamais étre dépassée lors de cultures en cuves agitées par des

mobiles. Entre 0 et 300 tours par minute, on ne constate aucune
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modification métabolique ou cinétique en cours de croissance.

3.1.6. L’exopolysaccharide de Spirulina platensis:

A — COMPOSITION ET STRUCTURE:

Dés le début de nos études, nous avons mis en évidence
l’existence d’un exopolysaccharide chez S. platensis. Aucune
information n’étant disponible dans la littérature, bien que 1la
paroi de ce microrganisme soit bien connue, nous avons entrepris
la séparation et la purification de ce polysaccharide. Cette
purification avait pour but, d’une part, de réaliser 1'’étude
rhéologique du polymere de fagon & pouvoir appréhender les
problémes liés au transfert de gaz dans les photobioréacteurs,
fortement pertubé par les polysaccharides. D’‘autre part, comme
nous le verrons au chapitre 5, 1l’exopolysaccharide, outre son rdle
de protection biologique, apparait comme étant un régulateur du
rapport P/2e¢  in vivo. En effet, lorsque la cellule possede un
excés d’/ATP, elle l’utilise & la synthése d’exopolysaccharide,
dont le pourcentage varie en fonction des conditions de culture.
La modélisation biochimiquement structurée reduiert la
connaissance de la composition de 1l’exopolysaccharide, ainsi que
le bilan énergétique de sa synthése (ces aspects seront développes
au paragraphe 5.2).

L’extraction et 1la purification du polysaccharide ont été
réalisées par les méthodes présentées au chapitre 2, et détaillées
dans le rapport de FILALI-MOUHIM (1991).

Les analyses élémentaires, et les dosages préliminaires ont
permis d’établir qu’il s’agissait d’un polysaccharide sulfaté (5%
d’ions sulfates en masse), et riche en acides uroniques. La
formyle brute moyenne obtenue est la suivante:

CH

1,65 0,95 0,18

Y

Des analyses plus pousgsées ont conduit & 1l’établissement de
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la composition exacte du polysaccharidé. Avec le glucose pris
comme référence, les différents rapports molaires obtenus sont:

glucose: - 2,0
galactose: 2,4
fucose: 0,7
rhamnose: 0,3
xylose: 1,3
acide glucuronique: 2,0
acide galacturonique: 1,0

Il existe également des traces de mannose, et deux oses non
identifiés qui sont probablement un acide uronique, et un sucre
O-méthylé, spécifique des polyosides de procaryotes
photosynthétiques. Ainsi 1la quantité totale d’acides uroniques
dans le polysaccharide serait de 40%. On‘peut vérifier & 1l’aide
des fractions molaires précédentes, et en prenant 5% de sulfate en
poids, que l’on retrouve bien la formule brute expérimentale,

Des études préliminaires sur la structure du polysaccharide
ont mis en évidence 1l1l’existence de liaisons 1-4 entre Iles
glucoses. C’est  probablement la principale liaison dans
1’enchainement du polysaccharide.

Notons que la présence de sulfates dans 1’exopolysaccharide
est seulement le deuxiéme exemple connu chez les cyanobactéries
aprés Synechocystis (PANOFF et al. 1988). Jusqu’a présent, on
pensait que c’était uniquement une caractéristique des algues

eucaryotes.
B - RHEOIOGTE:

L’étude rhéologique du polysaccharide ©purifié a été
entreprise, en vue de connaitre 1l’évolution de sa viscosité en
fonction de la contrainte de cisaillement appliquée. En effet,
cette donnée est indispensable si 1’on veut modéliser les
problémes d’agitation et de transfert de gaz dans les

photobioréacteurs.
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Les résultats obtenus montrent un comportement non newtonien
du polysaccharide de S, platensis, comme c’est le cas pour la
plupart des polysaccharides bactériens. Néanmoins, il présente un
caractére pseudoplastique extrémement marqué dés les faibles
concentrations, si on le compare par exemple au xanthane.

Le modéle théorique adopté pour rendre compte des propriétés
pseudoplastiques de 1’exopolysaccharide, est le modele
d’Herschel-Bulkley (MIDOUX, 1988), qui est un modéle en loi
puissance avec un seuil d’écoulement. Il s’écrit de la fagon

suivante:

avec: . (3.3)

T est la contrainte de cisaillement, % la vitesse de
déformation, et m la viscosité. m et n, sont respectivement
1’indice de <consistance et 1’indice de ©pseudoplasticité,
caractéristiques du polysaccharide. T, est le seuil d’écoulement.

La figure 3.12 a,b,c, montre l’évolution de ces 3 variables
en fonction de la concentration en polysaccharide, dans différents
milieux: eau, NaCl, milieu de culture. On constate dque 1le
caractére pseudoplastique est plus marqué en milieu salin ou dans
le milieu de culture.

Pour des concentrations en polysaccharide inférieures a 1
kg/m>, on peut établir les corrélations suivantes pour les indices
de consistance et de pseudoplasticité dans le milieu de culture:

o 1,5
m=0,21.C_ (3.4)

n = 0,231 - 0,237.1n (0,0217 + C_) {3.5)
si c_> 0,02 kg/m’
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Ces équations permettent de calculer la viscosité moyenne si 1l’on
connait la vitesse de déformation, et par suite, la puissance
dissipée dans les réacteurs, et les coefficients volumétriques de
transfert, en fonction de l’agitation. La démarche est indiquée

dans le paragraphe 4.4.1.

C - CINETIQUE DE PRODUCTION DU POLYSACCHARTIDE:

'La cinétique de production de 1l’exopolysaccharide a été
étudiée lors d’une culture en bioréacteur. Les résultats sont
donnés et commentés au paragraphe 3.2.5. La suite de 1/étude a
montré que la fraction massique d’exopolysaccharide produite dans
la masse totale était fonction des conditions de culture. D’une
part, en conditions normales (uniquement en limitation par le
transfert de lumiére), la fraction massique varie en fonction de
l’énergie absorbée dans le réacteur. D’autre part, lors de
limitations minérales, S. platensis ne synthétise plus que des
lipides et des sucres, notamment 1l’/exopolysaccharide. Enfin, en
limitation par la source de carbone, la synthése de polysaccharide
est totalement supprimée. Ces résultats seront explicités et
détaillés 1lors de 1l’établissement d’un modéle biochimiquement

structuré, au chapitre 5.

3.1.7. Etablissement des stoechiométries:

Les éqguations stoechiométrigues relatives a la croissance de
la biomasse, sont & la base de la modélisation des procédés
biologiques. Elles permettent de définir les rendements de
transformation des substrats en biomasse et produits.

En ce qui concerne S. platensis, nous venons de voir que sa
composition varie fortement en fonction des conditions de culture,
méme lorsque celles~ci sont optimales. C’est notamment le cas de
la teneur en polysaccharide gui augmente en fonction de 1l’énergie

lumineuse absorbée dans le réacteur.

124




Physiologie et croissance en masse de Spirulina platensis.

I1 apparait donc impossible d’établir une équation
stoechiométrique générale, valable lors de conditions optimales de
culture. Nous allons néanmoins donner icli une équation, d‘’une part
a titre d’exemple, et dfautre part, parce qu’elle est valable pour
les faibles éclairements, qui sont des conditions souvent
rencontrées dans nos expériences (c’est le cas de toutes les
cultures en photobioréacteur parallélépipédique). Une étude
stoechiométrique compléte sera entreprise au chapitre 5, et nous
reviendrons alors sur 1les données dgque nous allons proposer

maintenant.
Sur l’ensemble des cultures réalisées a faible flux lumineux,

c’est-a-dire entre 5 et 20 W/m°, nous avons pu obtenir
expérimentalement, par des analyses élémentaires, une formule
brute moyenne de la biomasse, cultivée dans ces conditions (on
trouve alors 10% d’exopolysaccharide). Celle-ci a permis d’/établir

1’/éguation stoechiométrique suivante:
co + 0,69 HO + 0,17 HNO + 0,007 HSO + 0,006 H PO
2 2 3 2 4 3 4

—————> CH O N 8 P + 1,39 0 (3.6)

1,58 0,46 0,17 0,007 0,006

La masse C-molaire de 1la biomasse est égale a 23,73

kg/Ckmole.
Si 1l’on tient compte de 1l’état d’ionisation des espéces en
solution, on peut obtenir une nouvelle équation au moyen d‘un

bilan d’oxydo~-réduction:
HCO_ + 0,69 HO + 0,17 NO_ + 0,007 soj‘ + 0,006 HPoj' + 0,196 H

—> CH O N S8 P + 1,39 02+OH" (3.7)

1,58 0,46 0,17 0,007 0,006

On remarque que la réaction de photosynthése a tendance a
alcaliniser le milieu, en effet, il y a production de 1,196 mole

d‘ion OH par mole de carbone incorporé.
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Cette équation permet de définir les rendements de conversion
pour chagque ion impliqué dans la photosynthése. Ces rendements
seront utiles pour la modélisation des cultures en limitation
minérales. Toutes ces cultures ont en effet été réalisées dans des
conditions d’éclairement telles, gque l’équation 3.7 s‘applique.
Dans 1le paragraphe 3.2, nous nous attacherons & comparer les
rendements de conversion expérimentaux  obtenus, avec les
rendements théoriques donnés par 1l’équation 3.7. Si X dénote la
biomasse, ceux-ci sont égaux a:

- Rendemerit de conversion des bicarbonates en biomasse:
= 2,57 kg Hco;/ kg de biomasse.

HCO /X
3

- Rendement de conversion des nitrates en biomasse:
Y - = 0,44 kg No;/ kg de biomasse.

NG /X
3

- Rendement de conversion des sulfates en biomasse:
- = 0,028 kg SOT/ kg de biomasse.

80 /X
4

~-Rendement de conversion des phosphates en biomasse:
- = 0,026 kg HPOT/ kg de biomasse.

HPO /X
4

Lors des cultures en bioréacteur cylindrique, les énergies
mises en jeu étaient toujours plus importantes, ainsi, 1l/équation
3.7 n'est plus valable. Pour ces raisons, nous nous limiterons, au
paragraphe 3.2, lors de la discussion des cultures en masse, &
donner les formules brutes expérimentales Ilorsqu’elles ont été
déterminées. Elles permettront de valider 1la modélisation
biochimiquement structurée, qui est une fagon de tenir compte des
modificationgs de stoechiométries, et qui sera développée au
chapitre 5.

En ce qui concerne la respiration a 1l’obscurité, on peut
établir par contre, une équation stoechiométrique unique. Comnme
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nous l’avons déja dit, les réserves carbonées chez S. platensis
sont constituées d’une moitié de glycogéne sulfaté, et d’une
moitié de polyhydroxybutyrate (SEKHARAM et al. 1989; VINCENZINI et
al. 1990). La formule brute de la biomasse consommée permet
d’écrire 1l’équation stoechiométrique suivante:

CH o S ~+1,060 —— CO + 0,78 HO + 0,008 H SO,
| (3.8)

A 36°C, si 1l’on reprend la vitesse de respiration donnée au
paragraphe 3.1.3, l’équation 3.8 permet de calculer que la perte
de masse par respiration & l’obscurité sera de 9.10"° kg.kg
biomasse™.h™. Ainsi, si 1la concentration en biomasse dans le
réacteur est de 1,1 kg/m’, la vitesse de décroissance de la
biomasse sera v = 1.107° kg.m”fhﬂu Comme les réserves
identifiés constituent environ 1% de la biomasse, les calculs
précédents montrent que 1le temps +théorique pour épuiser la
totalité des réserves a 36°C, est d’environ 12 heures. Ces données
devront étre confrontées aux résultats expérimentaux discutés au

paragraphe suivant.

3.2. RESULTATS CONCERNANT IA CULTURE EN MASSE DE SPIRULINA
PLATENSIS.

Toutes les cultures en photobioréacteurs, dont nous allons
maintenant discuter les résultats ont été réalisées dans les
conditions optimales déterminées lors des expériences précédentes,
c’est~a-dire & pH 9,5, et & 36°C. L’agitation dans les fioles de
Roux était réalisée par un barbotage d’air enrichi en 002 (=0,5%),
au débit de 1,5.107° Nm’/s (0,2 v.v.m.), et par un barreau
a4 entrainement magnétique.

Dans la cuve agitée, elle se faisait au moyen de deux
turbines Rushton, a la vitesse de 300 t/mn, excepté pour certaines
cultures pour lesquelles la vitesse d’agitation sera précisée.
L’aération se faisait par un barbotage dfair au débit de 1,8.107°
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Nm’/s (0,2 v.v.m.).

3.2.1. Aspects 1liés a la limitation par la lumiére et a 1la

~

respiration a 1l’obscurité:

La transposition a l’étude des photobioréacteurs, des données
obtenues sur 1la photosynthése & 1’échelle cellulaire, est
relativement délicate. En effet, lors de cultures en masse, les
cellules croissent dans un milieu anisotrope, puisque 1’énergie
lumineuse disponible est différente en chaque point du réacteur.
Elles ont donc un temps de passage & la lumiére et & 1l’obscurité
dont la période dépend de l’agitation et de la concentration en
biomasse. Les problémes physiques et biologiques que soulévent ces
observations, notamment pour la modélisation mathématique, seront
largement développés au chapitre 5. Nous nous limiterons donc,
dans la suite de «ce paragraphe, a discuter les aspects
biologiques, les résultats étant repris plus loin en vue de leur
modélisation, notamment pour la détermination des rendements de
conversion de l1l’énergie en fonction de l’énergie absorbée dans le

réacteur.

A - CULTURES EN PHOTOBIOREACTEUR. INFLUENCE DE LA
VITESSE D’ABSORPTION DE L’/ENERGIE LUMINEUSE:

Plusieurs cultures en cuve agitée aérée ont été réalisées en
faisant varier uniquement 1’énergie lumineuse incidente. Lors de
ces expériences, les variables mesurées étaient la biomasse, la
fraction massique en exopolysaccharide, et la consommation en
bicarbonates.

Le but de ces expériences était de vérifier le comportement
de S. platensis lorsqu’on la cultive en conditions optimales en
photobioréacteur. Il était surtout de déterminer les rendements de
conversion de 1l’énergie lumineuse en biomasse, ainsi dque la
fraction massique d’exopolysaccharide synthétisé, dans des
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conditions différentes de flux lumineux incident.

Précisons que dans la plupart des cas, les flux incidents
n’étaient pas homogénes, et lorsque nous indiquerons des valeurs
de flux dans la suite de ce paragraphe, il s’agira de wvaleurs
moyennes indicatives. Lors de la modélisation, et du maillage des
bioréacteurs en intensité lumineuse, les conditions aux limites
concernant 1’énergie lumineuse incidente sont données par 80
valeurs a3 la surface du réacteur. D’autre part, nous wverrons au
chapitre 5 qu’il est préférable de raisonner a partir de 1la
vitesse volumétrique d’absorption de l1l’énergie dans le réacteur,
plutdt qu’a partir des flux incidents.

' Malgré ces restrictions, on peut considérer due nous avons
fait varier le flux incident entre 20 et 200 W/m®, lors de ces
cultures.

Les résultats obtenus sont représentés sur les figures
3.13-3.15, ils permettent de dégager un commentaire général sur la
croissance des microorganismes photosynthétiques en bioréacteur.
En effet, on constate nettement deux phases sur les courbes de
croissance. Une premiére phase courte, ol la croissance est
exponentielle, et une deuxiéme phase ol la croissance devient
linéaire.

La phase exponentielle correspond & une croissance pour
laquelle 1l’ensemble du réacteur est éclairé. Bien que cet
éclairage ne soit pas homogéne, toutes les cellules disposent de
plus ou moins de lumiére, et la vitesse de croissance
exponentielle est la moyenne de toutes les vitesses
exponentielles, en chaque point du réacteur. Lorsque la
concentration cellulaire augmente, une partie du réacteur devient
obscure, et bien que la croissance demeure exponentielle dans le
volume éclairé, la croissance globale devient linéaire, car une
partie du réacteur ne participe plus & la réaction. Autrement dit,
la croissance linéaire traduit le fait que la quantité de pigments
éclairés dans le réacteur devient constante au cours du temps.
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Figure 3.13:
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Figure 3.14: Culture en discontinu de S, platensis en

photobioréacteur cylindrigue avec un flux lumineux de 50 W/m".
Effet de périodes d’obscurité stbolisées par 1les traits

pointilliés.
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Figure 3.15: Culture en discontinu de S, platensis en

photobioréacteur cylindrique. Les flux lumineux incidents ont été
progressivement augmentés, de 70 a 150 puis 200 W/m°. Les
augnentations sont figurées par les traits verticaux.

Lors de 1la premiére phase, 1l’agitation a été augmentée
réguliéremenf de 200 & 400 t/mn, ce qui est représenté sur 1la

courbe.
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Ces remarques sont importantes car elles sont & la base de la
démarche adoptée en modélisation, dans 1le chapitre 5. Elles
permettront é&galement de comprendre ce gqui se passe lors de
limitations minérales, ol 1l’on voit se produire le mécanisme
inverse, puisque le volume éclairé augmente par consommation des
pigments.

La figure 3.13 montre une culture réalisée & environ 20 W/m®,
la vitesse linéaire de croissance est de 2,57.107° kg.m™.h™.

Pendant cette culture gqui fut la premiére réalisée, 1la
vitesse d’agitation était de 150 t/mn, mais cette valeur semble un
peu faible car a forte concentration, des cellules stagnent a la
lumiére, et il apparait de la lyse cellulaire. Par la suite, nous
avons adopté une vitesse d’agitation de 300 t/mn.

La figure 3.14 montre une culture & 50 W/m°. La vitesse de
croissance linéaire est de 4,9.10° kg.m .h™.

Nous avons par ailleurs vérifié 1le comportement de s.
platensis a 1l’obscurité, sur des phases sombres de plus en plus
longues. lLes pertes de masse mesurées lors de phases obscures de 38
puis de 24 heures sont parfaitement conformes aux vitesses
théoriques données dans le paragraphe 3.2.6. On peut donc en
déduire que 1l’équation 3.8 s’applique et que 1les mesures de
respiration faites au niveau cellulaire sont transposables a
1/échelle du photoréacteur. Le fait nouveau est qu’il apparait
possible de maintenir S. platensis au moins 24 heures a
1’obscurité et & 36°C, sans dommage apparent, puisqu’on retrouve
ensuite la méme vitesse de croissance linéaire. Par contre, comnme
on peut le constater sur la fin de la culture, une obscurité
prolongée conduit & une destruction rapide et irréversible de 1la
culture en 80 heures.

Sur la figure 3.15, on voit les résultats d’une culture au
cours de laquelle on a fait varier la lumiére incidente, ainsi que
l’agitation. Lors de la premiére phase ol le flux incident était
de 70 W/m®, 1l’agitation a été augmentée progressivement de 150 &
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400 t/mn. Les mesures ont permis de confirmer que 1l’agitation
n’avait aucun effet sur la vitesse de croissance jusqu’a 300 t/mn,
mais qu’ad partir de 400 t/mn, il se produit un arrét de croissance
aprés une cinquantaine d’heures. Ce fait avait déja été constaté
par ailleurs, sur une autre culture. Lorsque 1l’agitation est
remise & 300 t/mn, la croissance reprend immédiatement. Le flux
incident est alors augmenté & 150 puis 200 W/m’.

Les vitesses linéaires de croissance successivement obtenues
sont  5,0.107 kg.m®.h?*, 9,8.10° kg.m>.h™, et 1,1.107
kg.m™>.h™.

La premiére remarque dque 1l’on peut faire & 1la vue de
l’ensemble des résultats est que 1les vitesses de croissance
augmentent moins vite que le flux incident.

Ce résultat était prévisible car lorsque l’énergie lumineuse
absorbée augmente, le rendement quantique moyen dans le réacteur
diminue. Ces commentaires généraux seront quantifiés dans le

chapitre 5.

B - CULTURES EN PHOTOBIOREACTEUR. INFLUENCE DE LA
QUALITE DE LA LUMIERE:

Pour vérifier les informations obtenues avec 1le spectre
d’action de la photosynthése, il était intéressant de cultiver S.
platensis sous différentes qualités de lumiére, notamment en
lumiére orange. En effet, au regard des informations obtenues au
paragraphe 3.1.2, il semble que la lumiére orange permette 1la
croissance de S. platensis avec un excellent rendement de
conversion, puisque 1les photons bleus sont beaucoup trop
énergétiques pour la photosynthése, et voient les trois cinquiémes
de leur énergie dissipée sous forme de chaleur. Mais il ne faut
pas, dans cette perspective, que 1le rendement quantique soit
diminué, un des photosystémes étant favorisé par rapport & 1l’autre
(le photosysteme II).

Nous avons donc entrepris une expérience préliminaire dans
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des petites fioles de Roux, en suivant la croissance de 8.
platensis sous 4 lumiéres différentes.

Il s’agissait de lumigre bleue, orange, magenta, et blanche,
dont les caractéristiques spectrales ont été données au chapitre
2. La lumiére blanche servait de contrbéle. Les fioles é&taient
disposées de telle fagon que l’énergie envoyée dans chacun des
domaines sélectionnés du spectre visible correspondait exactement
a la fraction d’énergie de la lumiére blanche témoin dans ce
domaine (on a pour cela réglé les flux incidents en tenant compte
du rendement de transmission des filtres utilisés).

Les valeurs des flux incidents étaient les suivantes:

lumiére blanche: 6,6 W/m’
lumiére magenta: 5,1 W/m’
lumiere orange: 4,7 W/m’
lumiére bleue: 1,5 W/m".

La figure 3.16 montre les résultats obtenus. On observe
toujours une courte phase exponentielle, puis une croissance
linéaire pour les quatre types de lumiére.

Comme nous l’avons déja dit, la photosynthése est basée sur
l’énergie des photons rouges (680 nm), et lorsqu’on envoie des
photons verts ou bleus, on diminue le rendement de conversion de
1’énergie absorbée, puisque l’excédent d’énergie des photons se
transforme en chaleur ou en fluorescence. Ainsi, a partir de
l’analyse des caractéristiques spectrales des sources lumineuses,
on peut déterminer les rendements uniquement dis & la qualité de
la lumiére. Ils sont respectivement de 0,75 pour 1la lumiére
blanche et magenta, 0,89 pour la lumiére orange, et 0,59 pour la
lumidre bleue. Si 1l’on suppose due l’énergie absorbée est
proportionnelle & l’énergie incidente et que les autres rendements
qui interviennent dans le processus de photosynthése restent
constants, notamment le rendement quantique, on peut ramener les
vitesses de croissance obtenues & énergie absorbée égale, puis a
nombre de photons absorbés égal. Ces résultats sont donnés dans le

tableau 3.4.
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Figure 3.16: Courbes de croissance de S. platensis cultivée en

fiole de Roux sous différentes qualités de lumiéres incidentes.

Les valeurs des flux lumineux sont les suivantes:

- lumiére blanche: 6,6 W/m’

-~ lumiére magenta: 5,1 W/m

~ lumiére orange: 4,7 W/m’

lumigére bleue: 1,5 W/m".
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Vitesse de croissance Vitesse rapportée a|Vitesse rapportée a
observée (kg.m >.h™ ") énergie absorbée nombre de photons
égale.(kg.m >.h™") |égal.(kg.m >.h™ ")
Lumiére blanche: s .
3,70.107° 3,70.10 4,40.10
Lumiére magenta: .
2,85.10_3 3,70.10 4,40.10
Lumiére orange: s ' .
3,20.10"° 4,50.10 4,50.10
Lumiére bleue: .
- -3
8,0.10_4 3,50.10 5,30.10

Tableau 3.4: Vitesses de croissance linéaires obtenues avec
différentes qualités de lumiére incidente. Résultats rapportés a
quantité d’énergie ou de photons absorbés constants.

s

Les résultats rapportés & énergie absorbée égale montrent
qu’il n’y a aucune différence entre les vitesses de croissance en
lumiére blanche ou magenta. Ce résultat est logique puisque 1la
lumiére magenta est de la lumiére blanche de laquelle on a enlevé
la radiation verte trés peu absorbée. Ces deux lumiéres présentent
d’autre part le méme rendement vis & vis de la conversion des
photons.

En ce qui concerne la lumiére orange, le résultat est aussi
attendu, puisque la vitesse corrigée est plus forte que celle du
témoin en lumiére blanche. Comme lfaugmentation des vitesses de
croissance est exactement dans le rapport 0,89 / 0,75, on en
déduit qu’il n’y a eu aucune modification du rendement gquantique
en lumiére orange, et que l’augmentation de vitesse est uniquement
dlile a une moindre perte énergétique sur les photons absorbés.

La constance du rendement gquantique est vérifiée quand on
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Figure 3.17: Culture en discontinu de S. platensis en

photobioréacteur cylindrique éclairé en lumiére orange par un flux
lumineux de 50 W/m".
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raméne les vitesses au nombre de photons absorbés. On a alors les
mémes vitesses pour les trois lumiéres, blanche, magenta, et
orange.

Le résultat surprenant vient de 1la croissance en lumiére
bleue puisqu’elle donne le meilleur résultat relatif, par rapport
au nombre de photons absorbés. La vitesse obtenue est donc
fortement surestimée, car on attendait 1la wune diminution du
rendement guantique puisqu’il n’existe pas de mécanisme pouvant
dévier les excitons du photosystéme I vers le photosystéme TII.
L’écart de vitesse ©par rapport aux autres lumiéres est
probablement di & une évaporation plus forte du milieu, car le
rendement du filtre bleu étant faible, la fiole était trés proche
de 1la source lumineuse. Néanmoins, il ne semble pas possible
d’expliquer que la vitesse de croissance soit égale aux autres,
c’est-a~dire que le rendement quantique ne soit pas modifié.

Aprés cette expérience préliminaire, nous avons réalisé une
culture en cuve agitée, et en lumiére orange, &a plus fort
éclairement. Le flux incident était de 50 W/m® en lumiére orange.
Les résultats sont données sur la figure 3.17. On constate sur la
courbe de croissance que l‘on n’obtient jamais reéellement une
croissance linéaire, mais une courbe qui s’infléchit
progressivement. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que
le rendement quantique moyen dans le bioréacteur diminue au cours
du temps. Cela voudrait dire que si 1l’utilisation de la lumiére
orange est énergétiquement plus intéressante pendant les 150
premiéres heures ot la vitesse maximale atteinte vaut 4,8.107
kg.m>.h™, ce n’est plus 1le cas aprés. Le mécanisme de
compensation décrit au paragraphe 3.1.2 ne serait donc pas
fonctionnel sur une longue durée.

Ces données ne pourront étre précisées que lors du calcul des

rendements de conversion, au chapitre 5.
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3.2.2, Limitation par la concentration en nitrates:

Les études déja réalisées sur la cyanobactérie Anacystis
nidulans (ALLEN et SMITH, 1969), montraient que la croissance
stoppait lors d’une carence en nitrate, les phycocyanines (le
pigment principal du photosystéme II) étaient dégradées, alors que
la teneur en chlorophylles semblait demeurer constante (LAU et al.
1977; YAMANAKA et GLAZER, 1980). Parallélement, on constatait une
accumulation de glycogéne intracellulaire (LEHMAN et WOBER, 1976).

Ces faits sont réversibles si 1l’on rajoute des nitrates dans
le milieu des celluleé stressées. Ces observations ont é&té
confirmées chez Synechocystis (ALLEN et HUTCHISON, 1980), et
Agmenellum quadruplicatum (STEVENS et al. 1981). ALLEN et al.
(1990) ont récemment suggéré que la diminution de la vitesse de
photosynthése pourrait étre dlie & une inactivation du photosystéme
IT. '

Il semble que S. platensis réagisse aussi de la méme fagon
lorsqu’elle se trouve en limitation par 1la source d’azote
(BOUSSIBA et RICHMOND, 1980), bien qu’une accumulation de
glycogéne n’ait Jjamais été démontrée. '

Nous avons réalisé pour notre part deux cultures en
photobioréacteur parallélépipédique, et une culture en cuve
agitée, en limitation par les nitrates. Le but de ces expériences
était de vérifier les comportements gqui viennent d’étre énoncés,
de valider 1l’équation stoechiométrique 3.7, et d‘obtenir les
données de base pour la modélisation mathématique de la limitation
par la source d’azote, notamment la détermination de constantes
cinétiques propres a S. platensis.

Les conditions d’éclairement étaient différentes pour les 3
cultures. Le flux incident était de 19 W/m° pour la premiére
culture en réacteur parallélépipédique, de 8 puis 12 W/m® aprés
144 heures pour la deuxiéme. Il était de 90 W/m® pour la culture
en cuve agitée.

Les résultats obtenus avec CLUZEL (1990) sont représentés
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respectivement sur les figures 3.18-~3.20. Les vitesses linéaires
de croissance sont respectivement de 3,2.107 kg.m”.h™ et de
1,65.107 puis 2,1.107° kg.m>.h™ pour les cultures en réacteur
parallélépipédique, et de 7,1.10 kg.m.h™ pour la culture en
cuve agitée.

On constate que le comportement de S. platensis en limitation
par les nitrates est similaire au cours des 3 cultures. Dés que
les nitrates sont épuisés, la vitesse de croissance des protéines,
ainsi que celle des chlorophylles a devient nulle et atteint un
plateau. Les phycocyanines sont dégradées a une vitesse qui semble
proche de leur vitesse de synthése, Comme les protéines totales
restent stables, cela veut dire que les phycocyanines servent de
réserves d’azote pour la synthése d’autres protéines.
L’augmentation de biomasse aprés apparition de la limitation est
probablement dlie & une accumulation de glycogéne sulfaté
intracellulaire, bien que les cellules ne se divisent plus (LEHMAN
et WOBER, 1976; ALLEN et HUTCHISON, 1980; STEVENS et agl. 1981;
SEKHARAM et al. 1989; ALLEN et al. 1990). D’autre part, cette
accumulation intracellulaire s’accompagne d’une excrétion
importante d’exopolysaccharide (figure 3.20b).

S1 1l’on rajoute des  nitrates dans 1le milieu, les
phycocyanines sont trés rapidement synthétisées jusqu’a retrouver
leur teneur normale dans les cellules. Cette vitesse de synthése
rapide est possible car les cellules wutilisent 1le glycogéne
accumulé comme source de carboné, la concentration de ce dernier
décroissant rapidement.

Comme nous l’avions fait remarquer au paragraphe 3.1.2, le
fait que 1la photosynthése soit diminuée pour chaque cellule,
n’implique pas dque 1la vitesse linéaire de synthése dans le
réacteur soit également atteinte. En effet, la vitesse linéaire
correspond & une quantité de pigments éclairés constante au cours
du temps dans le réacteur. Ceci reste vrai méme lorsque la
concentration en phycocyanines décroit, simplement, le volume
éclairé augmente alors. Comme la vitesse de photosynthése ramenée
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Figqure 3.20a et b: Culture en discontinu de S. platensis en
condition " de limitation par la concentration en nitrate
(photobioréacteur cylindrique, flux lumineux de 90 W/m°). Des
nitrates ont été rajoutés dans le milieu aprés 245 heures de

culture.
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Figqure 3.20c: Evolution de la concentration en biomasse totale

(biomasse et polysaccharide excrété) 1lors d’une culture en
discontinu en condition de limitation par la concentration en
nitrate (photobioréacteur cylindrique, flux lumineux de 90 W/m%).
Cette courbe correspond aux 245 premiéres heures, avant le rajout
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a

a la quantité de phycocyanines demeure inchangée, gquelles que
soient les teneurs cellulaires, la vitesse linéaire de synthése de
la biomasse dans le réacteur n’est pas modifiée par la limitation
en nitrates.

Cependant, la biomasse formée change singuliérement de
nature: il y a production uniquement de lipides, de glycogéne et
d’exopolysaccharide, commé le montre la figure 3.20c olt 1l’on
observe la vitesse linéaire de synthése de la masse totale dans le
réacteur. On remarque bien qu’aprés la limitation, la synthése de

polyosides se poursuit a la méme vitesse.

La modélisation mathématique des procédés biologiques
requiert que l’ensemble des molécules qui interviennent dans le
processus étudié soient identifiées et suivies au cours de 1la
croissance.

Pour vérifier cela, nous pouvons calculer le pourcentage de
récupération de l’azote dans la biomasse (PRN) de deux fagons. La
premiére consiste & utiliser la formule brute de 1la biomasse
donnée dans l’équation 3.7. La fraction massique en azote contenue
dans cette biomasse est de 0,01. Comme la fraction d’azote
contenue dans les nitrates est 0,226, 1le pourcentage de

récupération se calcule pour chaque couple de points par:

0,01.C
PRN = X
0,226.C_

ol C et ¢ sont les concentrations en biomasse et en nitrates.

xOn pgut également procéder par classes de molécules. Sachant
gque la fraction d’azote est de 0,16 dans les protéines, 0,063 dans
les chlorophylles a, et 0,168 dans les acides nucléiques, on a

alors l’expression suivante:

0,16.CP + 0,063.CCH + 0,007.Cx
PRN =

0,226.C
N

l4e
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ou cp et C. sont les concentrations en protéines et en
chlorophylles a.

Ces deux formules conduisent dans notre cas a des résultats
identiques. On obtient des pourcentages de récupération de 96%
pour les deux cultures en réacteur parallélépipédique, et de 90%
pour la culture en cuve agitée. Ces valeurs sont tout a fait
satisfaisantes et montrent que toutes les molécules impliquées
dans la limitation azotée ont été correctement identifiées et
suivies.

Enfin, pour valider l’équation stoechiométrique 3.7 (p. 125),
on peut déterminer le rendement de conversion expérimental des
- nitrates en biomasse. Ici encore, deux méthodes sont possibles:
soit on calcule les rapports des différences de concentration
entre deux points successifs, et on fait une moyenne, soit on
effectue directement 1le rapport de 1la vitesse linéaire de
décroissance des nitrates sur la vitesse linéaire de croissance de
la biomasse. Dans les deux cas, on obtient des résultats voisins,
et les valeurs déterminées sur l1l’ensemble des 3 cultures sont
comprises entre 0,43 et 0,44 kg No;/ kg de biomasse. On rappelle
que la valeur théorique donnée par 1l’équation 3.7 est 0,44 kg NOZ/
kg de biomasse. Il y a donc accord parfait entre les valeurs
théoriques et expérimentales.

Une formule brute a été établie, a la fin de la culture en
cuve agitée, alors que les phycocyanines avaient presque disparu.
Le résultat obtenu est:

C Hl,61 0,77 0,09 0,007 0,006

On constate que cette biomasse, trés enrichie en sucres, a

perdu la moitié de son azote par rapport & la formule de

l7équation 3.7.
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3.2.3. Limitation par la concentration en sulfates:

Les résultats déja obtenus chez diverses cyanobactéries ont
montré que les effets de la limitation par les sulfates étaient
trés semblables a ceux occasionnés par la limitation en nitrates.
Notamment, on observe aussi une diminution de la concentration en
phycocyanines (COHEN-BAZIRE et BRYANT, 1982; SCHMIDT et al. 1982;
WANNER et al. 1986) lorsqu’il n’y a plus de sulfate dans le
milieu. Parallélement, GREEN et GROSSMAN (1988) ont observé que la
vitesse de consommation des sulfates était 10 fois supérieure a la
normale chez des cellules gqui ont été carencées en soufre. Ce fait
ne semble pas se produire 1lors des carences en azote et en
phosphore.

Comme nous l‘’avons précédemment signalé, ALLEN et al. (1980)
ont également constaté une accumulation de cyanophycines dans les
cellules limitées par le soufre et le phosphore.

Pour vérifier que S. platensis suivait bien ce comportement,
nous avons réalisé une culture en bioréacteur parallélépipédique,
en condition de limitation par les sulfates. Le flux incident
était de 18 W/m°. La figure 3.2l1a montre les résultats obtenus.
Ceux-ci sont trés semblables & ceux obtenus lors de la limitation
par la source d’azote. La vitesse linéaire de croissance est de
2,5.10 kg.m>.h™. Les phycocyanines sont dégradées & la méme
vitesse que celle a laquelle elles étaient synthétisées, et on
constate une forte augmentation de 1la quantité de glycogéne
intracellulaire, ainsi que de l’exopolysaccharide. La principale
différence réside dans le fait que la concentration en protéines
totales décroit plus vite gue la concentration en phycocyanines.
Cela montre que d’autres protéines sont cette fois dégradées, ce
gui n’était pas le cas lors de la carence en azote. Cette
observation est confirmée quand on léve la carence en rajoutant
des sulfates dans le milieu. La vitesse de synthése des
phycocyanines est alors bien inférieure a la vitesse de synthése
des protéines totales, ce qui suggeére que des protéines
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Figure 3.21b: Culture en discontinu de S. platensis en condition
de limitation par la concentration en sulfate (photobioréacteur

parallélépipédique, flux lumineux de 18 W/m”). Des sulfates ont
été rajoutés dans le milieu aprés 280 heures de culture.

Evolution de la Dbiomasse totale produite (biomasse et
polysaccharides excrété) jusqu’a la réaddition de sulfate dans 1le

milieu.

150




Physiologle et croissance en masse de Spirulina platensis.

essentielles sont reconstituées en priorité.

La figure 3.21b montre la vitesse de synthése de la masse
totale produite dans le réacteur. Elle permet de vérifier que
cette vitesse se maintient aprés l’apparition de la limitation, et
gque le rendement quantique moyen n’est donc pas diminué.

Comme nous l’avons fait lors de 1’étude de la limitation par
les nitrates, on peut calculer le pourcentage de récupération du
soufre dans la biomasse (PRS). Compte tenu de la fraction de
soufre contenue dans les sulfates, et dans la biomasse (équation
stoechiométrique 3.7, p. 125), ce rapport s’écrit:

0,0094.C
PRS§ = — %
0,33.C_

si Ci est la concentration en sulfates.

Le résultat obtenu si 1’on fait ce calcul pour tous les
points est de 91%, ce qui prouve bien que 1la totalité des
molécules contenant le soufre ont été identifiées et dosées. Le
rendement de conversion des sulfates en biomasse, obtenu par le
rapport des vitesses linéaires ou les rapports des écarts entre
les points pris deux a deux, est parfaitement identique & la
valeur théorique attendue, c’est-a-dire 0,028 kg SOT/ kg de
biomasse.

3.2.4. Limitation par la concentration en phosphates:

La littérature est moins abondante sur les effets de 1la
limitation par le phosphate chez les cyanobactéries. Néanmoins,
HEALEY et HENDZEL (1973), ont rapporté que lors de 1l’étude en
chémostat de cultures limitées par la concentration en phosphate,
on observait une augmentation intracellulaire de la teneur en
polyosides, alors que les teneurs en phosphate, azote, protéines,
acides nucléiques, et chlorophylles diminuaient. Si la limitation
devenait plus sévére, il y avait accumulation de lipides dans les
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Figure 3.22: Culture en discontinu de S. platensis en condition de
limitation par 1la concentration en phosphate (photobioréacteur
parallélépipédique, flux lumineux de 11 W/m®). Cette culture a été
conduite Jjusqu’a l’épuisement des réserves intracellulaires en
polyphosphates. '
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cellules. OKADA et al. (1982) ont proposé un modéle pour la
vitesse de consommation du phosphate en conditions limitantes, et
précisent qu’il est nécessaire de prendre comme variables les
réserves de phosphate intracellulaire, en plus de la concentration
externe en phosphate.

Enfin, ALLEN et al. (1980) ont noté une augmentation de la
teneur en cyanophycines.

Deux cultures ont été réalisées en photoréacteur
parallélépipédique, en conditions de limitation par le phosphate.
Les flux lumineux incidents étaient identiques et égaux a 11 W/m’.

La figure 3.22 montre les résultats de la premiére culture.
On note que dés que le phosphate est épuisé dans le milieu, il y a
un arrét de croissance de la biomasse, ainsi qﬁe de tous les
constituants cellulaires, y compris les polyosides.

Aprés une courte phase stationnaire, correspondant & un
changement de métabolisme, la croissance reprend a la méme vitesse
gque précédemment. Lors de cette deuxiéme phase, correspondant
probablement & 1l/utilisation des réserves intracellulaires en
phosphate, les teneurs en pigments et protéines, restent
constantes. La teneur en exopolysaccharide augmente légérement.
Néanmoins, le métabolisme de la cellule ne semble pas étre trés
perturbé, lorsque celle-ci utilise ses réserves en polyphosphates.
Une deuxiéme phase stationnaire apparait alors, quand les réserves
intracellulaires semblent épuisées, au cours de laquelle la
concentration en protéines autres que les phycocyanines commence &
diminuer. Il semblerait donc gque les cellules renouvellent leurs
phycocyanines aux dépens d’autres protéines.

Ces résultats vont & 1l’encontre de ce qui était attendu au
regard de la littérature. Nous avons alors réalisé une deuxiéme
culture (figure 3.23), limitée & la premiére phase de croissance,
qui confirme qu’aucune modification n’apparait dans les teneurs en
pigments, en protéines, ou en polyosides, lors de la limitation
par le phosphate.

Le pourcentage de récupération du phosphore est dans ce cas
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égal a:
0,0078.C
PRP = — X
0,323.C
Ph

ol CPh est 1la concentration en phosphate.

Les valeurs expérimentales obtenues pour les deux cultures
sont respectivement de 97 et 96%. Ce résultat montre que
1/équation stoechiométrique 3.7 est valable, au moins au cours de
la premigére phase de croissance. Ceci est d’ailleurs confirmé par
la valeur obtenue du rendement de conversion, qui wvaut, dans les
deux cas 0,026 kg HPOT/ kg de biomasse, ce qui est exactement la
valeur théorique attendue.

Lors de ces deux cultures, les vitesses linéaires de
croissance étaient égales et valaient 1,8.107° kg.m .h™.

La formule brute é&tablie & la fin de la premiére culture, est
la suivante:

CH

1,78 0,55 0,142 0,008 00,0007

Ce résultat traduit gque la biomasse est enrichie en
polyosides, mais surtout qu’il ne reste plus dans les cellules,
gque 1’ADN et 10% des ARN, ce qui semblerait indiquer que les
cellules ont augmenté de volume sans se diviser durant la fin de

la deuxiéme phase,

3.2.5. Btude cinétique de production de l’exopolysaccharide:

Une culture & été réalisée en cuve agitée, de fagon a
compléter les informations déja obtenues sur 1’exopolysaccharide
(paragraphe 3.1.6). Une étude cinétique était en effet nécessaire
pour déterminer notamment, si cet exopolysaccharide était un
métabolite primaire (synthétisé en méme temps que la biomasse), ou
un métabolite secondaire (synthétisé avec un temps de retard sur
la biomasse). Ces informations devaient permettre, au moment de la
modélisation, de formuler des hypothéses sur 1la synthése du
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Figure 3.24: Culture en discontinu de S, platensis en

photobioréacteur cylindrigque, avec un flux lumineux incident de 80
W/m*. Cinétique de production de 1l’exopolysaccharide.
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polysaccharide.

Les résultats obtenus (figure 3.24, flux lumineux incident de
80 W/mz) montrent trés nettement que, dans des conditions
d’éclairement définies, la vitesse de synthése de
l’exopolysaccharide est proportionnelle & la vitesse de synthése
de la biomasse (vitesse linéaire de croissance égale a 5,3.107°
kg.m>.h™). Il s’agit donc d’un métabolite primaire dont la
fraction massique est égale, dans c¢e cas, a 0,17. Cette
constatation exclut une hypothése précédemment envisagée dqui
reliait 1l’apparition du polysaccharide a celle de la limitation
par l’énergie disponible dans le réacteur. D’autre part, le fait
que la fraction massique augmente avec l’éclairement, donc avec la
vitesse volumétrigque moyenne d’absorption de la lumiére, confirme
1’hypothése déja présentée que 1l’exopolysaccharide joue un rdle
dans 1l’utilisation GQ’ATP en excédent, par rapport au pouvoir
réducteur produit par la photosynthése, Cette hypothése sera
largement discutée au chapitre 5.

Les résultats obtenus au cours de cette culture ont également
permis de montrer gue l’exopolysaccharide n’était pas consommé au
cours d’une période d’obscurité de 15 heures (ces résultats

n’apparaissent pas sur la figure 3.24).

3.2.6. Limitations par la source de carbone et par le
transfert de gaz. Bilans gazeux sur le réacteur:

Les g¢généralités concernant la consommation de carbone
inorganique par les cyanobactéries ont été données au paragraphe
3.1.1. On rappelle que la source de carbone est le bicarbonate. Il
pénétre par transport actif dans les cellules ol il est en
équilibre avec le co,_, forme sous laguelle il est assimilé dans le
¢ycle de Calvin (VOLOKITA et al. 1984; BADGER et al. 1985;
REINHOLD et al. 1989).

Lorsque les cellules sont en limitation, elles concentrent
fortement le bicarbonate de facon a maintenir élevée l’activité
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carboxylase de la Rubisco, qui est 1l’enzyme contrdlant
1’incorporation du Co_ dans le cycle de Calvin, et de réduire son
activité oxygénase conduisant & 1la photorespiration. Cette
concentration utilise beaucoup d’énergie, et elle se fait donc au
dépens du rendement de conversion de l’énergie lumineuse absorbée
(MILLER et COLMAN, 1980; COLEMAN et COLMAN, 1981; BADGER et
ANDREWS, 1982; KAPLAN et al. 1982). ’

Ces données obtenues sur des échantillons cellulaires, ont
été confirmées lors de cultures continues par LEHMAN (1978), et
MILLER et al. (1984). Ces derniers rapportent également, que méme
en condition de limitation par 1la source de carbone, la
photorespiration n’apparait pas avec une pression partielle en
oxygéne 1,92.10° fois plus élevée que celle en dioxyde de carbone.

L’étude et la compréhension de la limitation par la source de
carbone se réveéle donc plus complexe que l’étude des limitations
minérales. Elle nécessite l’obtention d/informations a 3 niveaux.

Le premier niveau concerne ce qui se produit & 1l’interface
gaz liquide lorsqu’on fournit le carbone sous forme de CO2 gazeux.
Cette étape peut devenir 1limitante, c’est ce qu’on appelle 1la
limitation par la vitesse de transfert.

Le deuxiéme niveau implique la connaissance des équilibres
liquide~liquide entre les différentes formes de carbone
inorganique dissous, de fagon a faire intervenir la concentration
en bicarbonate comme variable d’état.

Le troisiéme niveau est représenté par le métabolisme et la
physiologie des microorganismes, et notamment par les
modifications qui peuvent apparaitre dans la composition des
cellules (pigments, protéines, sucres, lipides). En effet, comme
nous le verrons dans les chapitres suivants, ces informations sont
représentatives de 1’/état énergétique des cellules.

Enfin, il est nécessaire d’effectuer un bilan gazeux sur le
CO2 et 1l’oxygéne, pour confirmer les stoechiométries établies,

ainsi que l’absence de photorespiration.
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L’ensemble de ces étapes doit étre pris en compte par un
modéle mathématique. Les deux premiers points seront développés au
chapitre suivant, quant aux deux derniers, ils seront discutés au
chapitre 5.

Sur la base de ces observations, une expérience a été concue
pour fournir les données expérimentales nécessaires a 1’étude de
la limitation par la source de carbone. Il s’agissait d’une
culture au cours de laquelle on a fait varier la teneur en CO2
dans 1le gaz alimentant 1le réacteur. Le milieu avait é&té
préalablement appauvri en bicarbonate et carbonate, pour permettre
l’apparition d’une limitation par la source de carbone. Un schéma
détaillé de 1l’expérience a été donné au chapitre 2 (MEUNIER,
1991). Le débit de gaz était alors plus faible que pour les autres
cultures en cuve agité (1,7.10° Nm’/s, soit 0,02 v.v.m.), pour
permettre d’obtenir la vitesse volumétrique de production
d’oxygéne a partir d’une sonde a oxygéne dissous. Le flux lumineux
était de 200 W/m°.

La figure 3.25 a et b montre les résultats obtenus sur le
réacteur. On peut distinguer 8 phases, en fonction des différentes

conditions de culture.

- Phase 1 (0 & 50 h): Le flux lumineux incident est égal a 70
W/m?, de facon & éviter la photoinhibition liée a la dilution lors
du repiquage. La concentration en carbone inorganique dissous est
faible et correspond a celle du milieu de faible‘force ionigue
(MF). La croissance est exponentielle. Le gaz alimentant le

réacteur contient 350 ppm de COZ.

- Phase 2 (50 & 120 h): Le flux lumineux incident est
augmenté & 200 W/m° pour obtenir une vitesse 1linéaire de
croissance élevée. Cette vitesse servira de référence, puisque

dans cette partie, c’est uniquement la vitesse d’absorption de
1’/énergie lumineuse qui limite la vitesse. Cette vitesse maximale
est de 11,0.107 kg.m".h™". Les teneurs en phycocyanines et en

159




Chapitre 3
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Figure 3.25: Culture en discontinu de

platensis en

photobioréacteur cylindrique (flux lumineux incident de 70 W/m’

puis de 200 W/m" aprés 50 heures de culture).

Lors de cette

culture, on a fait varier la fraction molaire en CO dans le gaz
2

d’alimentation. Les 8 phases obtenues sont représentées par les

traits pointillés (explications voir texte):
~a—~ 4 premiéres phases;
b~ 4 derniéres phases.
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chlorophylle sont respectivement égales a 15% et 0,8% de 1la

biomasse active.

~ Phase 3 (120 & 265 h): Le carbone dissous est
progressivement épuisé, et en présence de 350 ppm de CO2 dans le
gaz d’entrée, le bicarbonate devient limitant, la vitesse de
croissance diminue fortement et devient égale a 1,95.10°
kg.m>.h™. Parallélement, on observe des modifications
métaboliques, puisque la teneur en phycocyanines augmente de 13% &
19% de la biomasse active, alors que la teneur en chlorophylle a
demeure égale a 0,8%. De plus, la concentration en
exopolysaccharide devient constante, indiquant que sa synthése est

arrétée.

- Phase 4 (265 & 360 h): ILa teneur en CO2 dans 1le gaz
d’entrée est augmentée a 700 ppm. La croissance s’annule alors,
bien gue 1les données sur la phase gJgazeuse montrent dgue la
photosynthése se poursuit. Les microrganismes ont probablement
déviés leur métabolisme, notamment vers la production d’acides
gras volatils, le pH ayant alors tendance a diminuer. D’autre

part, on constate que le pourcentage de phycocyanines rechute a

14% de la biomasse.

- Phase 5 (360 a 430 h): La teneur en 002 est augmentée a
1400 ppm. La croissance reprend alors normalement, avec une
vitesse de 5,60.107 kg.m°.h™. Le pourcentage de phycocyanines

dans la biomasse augmente a nouveau jusqu’a 17%.

- Phase 6 (430 & 520 h): On augmente encore la teneur en CO

2

dans le gaz d’entrée a 2100 ppm. La croissance linéaire devient
égale & 7,50.107° kg.m>.h™. La teneur en phycocyanines continue

[N

a4 augmenter jusqu’a 20% de la biomasse, alors que la teneur en

chlorophylle a est toujours stable.
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- Phase 7 (520 & 600 h): Le gaz d’entrée contient cette fois

2800 ppm de CO . La croissance linéaire vaut 9,00.107° kg.m .h™.
La teneur en phycocyanines atteint 21% de la biomasse. Remarquons
que dans ce cas, la vitesse observée est égale & 80% de la vitesse

maximale (phase 2).

~ Phase 8 (600 & 740 h): La teneur en qu est cette fois
diminuée a 700 ppm de fagon a obtenir 1l/’information dque nous
n’‘avions pas pu avoir au cours de la phase 4. La vitesse de
croissance est alors égale & 3,30.10° kg.m°.h™. La teneur en
phycocyanines est devenue stable a 21% de la biomasse, la teneur
en chlorophylle a se maintient a 0,8% de la biomasse. La synthése
de l’exopolysaccharide est toujours arrétée. '

L’analyse des teneurs en co, fournit des informations
complémentaires au niveau du bilan gazeux. Les résultats sous
forme d’enregistrements ne sont pas donnés ici, néanmoins, on peut
faire les observations suivantes.

Au cours des deux premiéres phases, le milieu est sursaturé
par rapport au gaz d’alimentation. La teneur en co, dans le gaz a
la sortie, est donc plus forte qu’a l’entrée. L’équilibre est
réalisé au bout de 84 heures, puis la teneur en sortie devient
plus faible qu’a l’entrée, puisque le CO2 est transféré dans le
réacteur. La limitation apparait une vingtaine d’heures apres.

on constate alors que 1’on n’atteint jamais le régime
permanent dans la teneur de sortie en CO2 du gaz au cours des
différentes phases successives. Plus précisément, pour une teneur
fixée a l’entrée, on a une teneur qui diminue au cours du temps en
sortie. Ceci traduit simplement que 1l/on transfére de plus en plus
de carbone dans le milieu. Ce premier élément sera confirmé lors
de 1l’étude du pourcentage de récupération du carbone dans la
biomasse, que nous allons maintenant aborder.

Comme nous l’avons déja fait au cours de 1’étude des
limitations minérales, on peut déterminer la vitesse de production
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du carbone pour les différentes phases, si 1l’on connait 1la
fraction massique de carbone dans la biomasse.

D’autre part, l’analyseur différentiel permet de calculer le
carbone transféré dans le réacteur. Bien que la teneur de sortie
varie au cours du temps, on peut prendre une valeur moyenne pour
effectuer un bilan carbone. Les résultats sont résumés dans le
tableau 3.5.

Teneur en|Carbone Teneur en|Carbone Bilan
002 en transféré. CO2 en retrouvé dans carbone.
entrée. (10°° kg/h) sortie. la biomasse. (Rapport)
(ppm) (ppm) (107° kg/h)
(pgzge 3 0,77 110 4,56 5,9
700 M . P _
(phase 4) 1,67 180 non déterminé |non déterminé
(pljriigg, 5) 3,36 340 13,1 3,9
(pﬁégg 6) 5,26 440 17,5 3,3
(pﬁigg 7) 7,39 500 21,0 2,7
(pﬁgge ” 1,54 220 7,71 4,8

Tableau 3.5: Pourcentage moyen de récupération du carbone dans la

biomasse, obtenu par le rapport de la vitesse d’apparition du
carbone dans la biomasse sur la vitesse de transfert du carbone
sous forme COZ.

Oon constate que dans tous les cas, la quantité de carbone
produite est largement supérieure & la quantité transférée. Cela
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signifie qu’il ne s’agit pas réellement d’une limitation par 1le
transfert de co_, mais bien une limitation par la concentration en
bicarbonates. D’autre part, ces résultats confirment qu’il existe
une consommation de bicarbonate dans le milieu. Cette consommation
est d’autant plus importante que la teneur est faible dans le gaz
d’entrée. La derniére mesure a 700 ppm montre que ce phénoméne
n’est pas 1lié a une évolution générale des concentrations de la
phase liquide au cours du temps.

Comme nous le laissions entendre précédemment, il existe un
régime instationnaire dans 1la phase 1ligquide, sur 1le carbone
inorganique dissous. Les dynamiques en jeu semblent trés lentes,
comme nous le verrons dans le prochain chapitre. il semble en
effet que dans le cadre de cette expérience, nous n’avons Jjamais
été en condition de limitation par le transfert de CO . Il aurait
fallu pour cela maintenir plus longtemps des conditions & faible
teneur en CO2 dans le gaz d’entrée, Jjusqu’a ce dque les
microorganismes épuisent entiérement le bicarbonate du milieu.

Les mécanismes en jeu au cours de cette expérience sont tres
probablement ceux relevés dans la bibliographie. C’est-a-dire dque
S. platensis, comme les autres cyanobactéries, concentre Ile
bicarbonate dés gque la concentration extracellulaire diminue au
dessous d’un certain seuil. Ce mécanisme permet aux cellules de
maintenir une vitesse de croissance supérieure a ce qu’elle serait
en limitation par le transfert. Cette vitesse est alors déterminée
par la diminution du rendement de conversion de 1l’énergie
lumineuse, liée a une utilisation intensive d’ATP pour concentrer
le bicarbonate contre son gradient de concentration.

En tout état de cause, le modéle mathématique élaboré devra
étre assez général pour tenir compte de tous les phénoménes
discutés précédemment, et également d’une éventuelle limitation
par le transfert de COZ.

Une derniére information, extrémement importante, peut étre
obtenue a partir de la détermination de la vitesse volumétrique de

-

production de 1l’oxygéne. Les données de la sonde a oxygéne dissous
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peuvent en effet étre exploitées dans ce sens. Cela nécessite

l’écriture de bilans matiére qui seront détaillés dans le chapitre

4, Nous nous limiterons ici a commenter les résultats, notamment
ceux concernant les valeurs du quotient photosynthétique, défini
dans le prochain chapitre comme le rapport de 1la vitesse
volumétrique de production de 1l’oxygéne, sur la vitesse
volumétrique de consommation des bicarbonates.

Les valeurs obtenues sont résumées par le tableau 3.6.

N° de phase. |Fraction |Vitesse volu- |Vitesse volu- r’.
(fraction mo- |[molaire |métrique de métrique de Q= 2
laire en CO en O a consommation [production de P ro_
dans le gaz® |la sdrtie|du bicarbonate|l’oxygéne. meo
. 17 2
4 l'entrée.) (kmol.m™*.h™*)|(kmol.m™°.h™%)

Phase 2. ,

(vitesse 0,2630 4,66.10"* 6,25.10""* 1,34

maximale)

Phase 3. 0,2202 8,44.10°° 1,31.10"* 1,48

(3,5.107%)

Phase 8. 0,2275 1,43.10°° 2,12.107* 1,47

(7,0.10"%)

Phase 5. 0,2386 2,42.10"* 3,45.10° " 1,43

(1,4.107 %)

Phase 6'4 0,2491 3,25.10° ¢ 4,70.10"° 1,45

(2,1.10" %)

Phase 7. 0,2562 3,89.10° 5,55.10* 1,43

(2,8.107%)

Tableau 3.6: Détermination de la vitesse volumétrique de

production de l’oxygéne et du quotient photosynthétique, au cours
des différentes phases de limitation de la culture.

On remarque une différence importante dans les quotients
photosynthétiques, entre celui de la phase 2, correspondant a la
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vitesse maximale, et les autres, correspondant & des vitesses
limitantes. Ce résultat est tout a fait normal au regard des
stoechiométries attendues. En effet, lors de 1la croissance a
vitesse maximale, les cellules synthétisent de 1l’exopolysaccharide
en quantité importante, car l’énergie absorbée est ici élevée. La
synthése d’une biomasse plus riche en sucres conduit a une
diminution du quotient photosynthétique, comme nous le verrons au
chapitre 5.

D’autre part, on ne constate pas de différences importantes
dans les quotients photosynthétiques obtenus lors des phases de
limitation. Celles-ci sont plutét du domaine de 1l’erreur
expérimentale. Ce fait montre gqu’il n’existe pas de
photorespiration dans ces conditions de <culture, car 1la
photorespiration dans 1l’air conduit & une augmention de 14% du
quotient photosynthétique et de 3% du rapport P/ 2e in wvivo
(OGREN, 1984), ce qui n’est pas le cas ici. La valeur moyenne
calculée pour le guotient photosynthétique est dans ce cas de
1,45, elle sera discutée au chapitre 5, 1lors de 1‘étude
stoechiométrique.

La formule brute réalisée en fin de culture est:

c H1,53 0,41 0,18 0,005 0,009
Elle permet de vérifier qufil ne reste plus beaucoup
d’exopolysaccharide (si ce n’est celui synthétisé au cours des 100
premiéres heures), et qu’il y a probablement eu accumulation
intracellulaire de polyphosphates, car la teneur en P est une fois

A

et demi supérieure a la normale.

CONCLUSION:

La modélisation mathématique envisagée nécessite la
connaissance de données physiologiques chez les cyanobactéries, et
notamment chez Spirulina platensis. Ces données peuvent s’obtenir

166




Physiologie et croissance en masse de Spilrulina platensis.

a deux niveaux:

- a 1l’échelle cellulaire ol 1l’on doit étudier les phénoménes
de photosynthése et de respiration a la lumiére et a 1l’obscurité;

~ a 1l’échelle des cultures en masse pour obtenir des
informations globales sur le métabolisme et les cinétiques de
croissance des microorganismes.

Préalablement a toute étude de croissance en
photobioréacteur, il faut déterminer les conditions optimales de
culture ainsi que 1les facteurs pouvant interférer sur les
résultats obtenus.

Nous avons donc étudié les effets du pH, de la température,
de l’agitation, de la force ionique du milieu, et de la qualité de
la lumieére.

Ces résultats préliminaires ont permis d’envisager des
cultures en masse dans différents photobioréacteurs, afin de
vérifier le comportement de S. platensis soumise a des conditions
de culture trés variées. Il s’agissait de 1limitations de 1la
croissance par le tranfert de lumiére, par les concentrations en
minéraux (source d’azote, de soufre et de phosphore), et par 1la
source de carbone,

Les informations obtenues permettent d’une part de recueillir
des données cinétiques et stoechiométriques, et d’autre part, de
valider les modéles mathématiques qui seront établis par la suite

pour de nombreuses conditions opératoires.

167




Chapitre 3

168




CHAPITRE 4

LIMITATIONS PHYSIQUES

DANS LES PHOTOBIOREACTEURS.
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4.1. INTRODUCTION.

Les microorganismes photosynthétiques peuvent étre soumis &
deux types de limitations, physiques ou biologigques. On parle de
limitation lorsgque le microorganisme fonctionne sous contrainte,
c’est-a~-dire dque 1le métabolisme ne travaille pas a vitesse
maximale, ce qui induit toujours de nombreuses modifications,
aussi bien au plan métabolique qu’au plan énergétique.

Lorsqu’une étape purement physique régit le processus, on
parle de limitation physique.

Deux 1limitations de ce type peuvent apparaitre dans un
photobioréacteur, la limitation par 1le transfert de lumiére &
1’intérieur du réacteur, et la limitation par le transfert de co,
de la phase gazeuse a la phase liquide.

Le but de ce chapitre est de décrire au niveau théorique, ces
deux problémes physiques, de facon & essayer de mieux comprendre
les mécanismes mis en jeu, en vue de 1l’intégration de ces
résultats dans un modéle mathématique prenant en compte le

couplage entre les phénoménes physiques et biologiques.

- Limitation physique par le transfert de lumiere:

Ce phénoméne est trés important car les microorganismes
photosynthétiques fonctionnent en permanence en limitation par
leur source d’énergie, 1la lumiére. Le probléme se distingue
nettement de celui des bactéries par le fait que 1la source
d’énergie n’est pas disponible en quantité égale en chaque point
du réacteur, le milieu est donc anisotrope. L’énergie radiante est
en effet atténuée par 1’absorption et la diffusion liées aux
cellules, et 1’on doit traiter un probléme spatial.

I1 est donc nécessaire de disposer a la fois d’informations
locales comme 1l’énergie disponible en chaque point du réacteur
conduisant aux cinétiques locales, et d’informations globales
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comme l’énergie totale absorbée dans le réacteur, qui conduit & la
cinétique globale et au bilan énergétique.

- Limitation physique par le transfert de CO{;

Lorsque la teneur en CO2 dans le gaz alimentant le réacteur
devient trop faible, ou lorsque le coefficient de transfert
diminue, une limitation par le transfert de co, entre la phase gaz
et liquide peut survenir. La vitesse de croissance est alors
régie, comme dans le cas précédent, par un phénomene purement
physique. Le probléme est rendu plus complexe due dans le cas de
limitations par 1le transfert d’oxygéne, par l’existence de
lfaccumulation dans la phase liquide d’autres formes de carbone
inorganigque dque le Co_, comme les bicarbonates et les carbonates.
Ce systéme n’étant pas généralement a 1l’équilibre, on est
confronté, cette fois, a un probléme temporel, et ceci que les
microorganismes se trouvent en limitation ou non.

La connaissance d’une étape limitante par le transfert de gaz
nécessite que 1l’on soit capable de calculer le coefficient
volumétrique de transfert de la molécule considérée. Cette étape
passe généralement par la détermination de la puissance dissipée
dans les réacteurs, ce qui Jjustifie, en fin de chapitre, 1la

présence d’un court paragraphe & caractére technologigque sur ces

aspects.

4.2. LIMITATION PHYSIQUE PAR LE TRANSFERT DE LUMIERE ET BILAN
ENERGETIQUE.

4.2.1. Revue bibliographique:

Comme nous le laissions entendre en introduction, 1la
modélisation des cultures de microorganismes photosynthétiques
nécessite l1’utilisation de lois physiques pouvant rendre compte de
1’hétérogénéité du milieu en énergie lumineuse radiante
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disponible.

La plupart des modéles mathématiques déja publiés traitant de
cinétique des photobioréacteurs utilisent la loi de Lambert-Beer
pour traduire 1l’atténuation du flux d’énergie radiante a
1’intérieur d’une culture, et ceci indépendamment de 1’approche
choisie pour modéliser les cinétiques 1locales et globales
(FREDRICKSON et al. 1961; OGAWA et al. 1971; SHETH et al, 1977;
TEN HOOPEN et al. 1981; FROHLICH et al. 1983). Cette loi simple
est trés utilisée en spectrophotométrie, mais elle repose sur les
deux hypothéses suivantes:

- elle s’applique suivant une direction privilégiée, donc
pour une seule dimension d’espace avec une lumiére paralléle comme
condition aux limites.

- le milieu sur lequel on l’applique doit uniguement absorber
la lumiére sans la diffuser.

Dans ce cas, la loi de Lambert postule une décroissance
exponéntielle du flux d’énergie radiante en fonction du trajet
optique z, pour la longueur d’onde A:

-a, -2
th = FO;\.e (4.1)

La loi de Lambert-Beer fait intervenir la concentration d’une
espéce en solution comme par exemple la concentration en biomasse:
—mah.cx.z
th = Foh.e (4.2)

Malheureusement, méme dans un spectrophotometre, les
hypothéses précédentes ne sont pas toujours vérifides. SHIBATA
(1958) mettait déja en garde contre 1l’utilisation abusive de 1la
loi de Lambert pour du matériel biologique intact diffusant la
lumieére.

En ce qui concerne les photobioréacteurs, aucune des deux
conditions précédentes n’est satisfaite, puisque le probléme posé
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est tridimensionnel et que la suspension de cellules diffuse
fortement la lumiére. La loi de Lambert-Beer ne permet donc pas de
décrire correctement le phénoméne physique de transfert de lumiére
dans les réacteurs pour des raisons géométriques, et parce que les
milieux liquides diffusants ne se prétent pas a son utilisation
(AIBa, 1982).

Une nouvelle approche monodimensionnelle a été développée
pour modéliser la croissance des microalgues dans les lacs et
lagunes et leur capacité a convertir l’énergie solaire. Dans ce
cas précis, on peut considérer dgque 1’hétérogénéité du champ
d’énergie radiante dans le milieu ne varie qu’avec la profondeur.
La diffusion et la réflexion de la lumiére étant importantes et la
lumiére incidente n’étant pas paralléle, les modéles proposés
reposaient sur 1la forme monodimensionnelle simplifiée de
l’équation des transferts radiatifs (DANIEL et al. 1979; INCROPERA
et THOMAS, 1978). Cette équation prend en compte a 1la fois
l’absorption et la diffusion de la lumiére dans le milieu. Elle
présente 1l’inconvénient d’étre intégro-différentielle et son
utilisation sous sa forme générale, en trois dimensions d’espace,
est délicate.

Néanmoins, certains auteurs ont franchi le pas et ont proposé
d’appliquer l’équation générale des transferts radiatifs en régime
permanent & 1’étude des photoréacteurs (SPADONI et al. 1978; AIBA
1982). Leur démarche restait malgré tout préliminaire puisqu’ils
se limitaient a donner l’énergie totale absorbée dans le réacteur,
dans un cas pour une lumiére monochromatique, et dans l’autre cas
pour un réacteur a géométrie parallélépipédique. Ce résultat était
obtenu en maillant numériquement le réacteur en intensité
lumineuse locale.

Dans tous les cas, cette approche novatrice semble seule
pouvoir répondre aux objectifs définis dans 1l/introduction de ce
chapitre, et permettre 1l’écriture d’équations théoriques rendant
compte du phénoméne physique, indépendamment de la géométrie ou du
milieu considéré, ainsi que des conditions aux limites.
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Le paragraphe suivant a donc pour objectif:

- de généraliser et systématiser cette démarche, en écrivant
des bilans d’énergie sur un fluide absorbant et diffusant 1la
lumiére;

- d’appliquer les résultats obtenus a la détermination des
vitesses spécifiques de consommation d/’énergie lumineuse par les
microorganismes photosynthétiques, ainsi qu’a la détermination du

bilan enthalpique et entropique d’un photoréacteur.

4.2.2. Bilans d’énergie sur un fluide absorbant et diffusant

la lumiére. Application aux photobioréacteurs:

Exposer ici 1l’ensemble des démonstrations, parfois longues,
conduisant aux bilans d’énergie, ainsi que 1la totalité des
résultats théoriques obtenus ou des méthodes de résolution, serait
extrémement fastidieux. Aussi, a-t-il été décidé d’adopter une
présentation allégée.

Le lecteur intéressé pourra trouver dans le rapport de CORNET
(1990), l’ensemble des résultats et démonstrations relatifs a ce
paragraphe. Celui-ci regroupe le strict minimum nécessaire a la
compréhension de concepts, destinés & étre inclus dans un modéle

mathématique plus complexe.

On se propose donc d’écrire 1les bilans d’énergie sur un
fluide absorbant et diffusant la lumiére. Pour cela, on
distinguera deux phases. Une phase matérielle qui représente la
masse dans le systéme, et une phase photonique traversant 1le
milieu, représentée par une radiation électromagnétique sous la
forme EV = hy (BIRD et al. 1960). On réalise sur chague phase un
bilan d’énergie de fagon & obtenir des équations locales prenant
en compte l’énergie radiante. On fait donc intervenir un terme
d’absorption 4 et d’émission &, dont la différence est un terme de
transfert entre les phases, mais qui peut étre également assimilée

au terme de réaction sur la phase matérielle.
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Lfexplicitation des termes globaux 4 et & conduit & une
équation de bilan d’intensité 1locale (équation de transfert
radiatif), permettant de déterminer 1’énergie absorbée et
1l’énergie diffusée.

Enfin, l’intégration de ces équations locales en équations
spatiales conduit aux bilans enthalpique et entropique.

A - PHASE WATERIEILE:

Un bilan d’énergie totale sur 1’élément de volume d’un fluide
en écoulement laminaire permet d’écrire 1l’équation générale

suivante:

. . =
p.%E(U + 8+ 2.v)) = -div § -div(Z.¥) -div(P.¥) =(& - 4)  (4.3)

dans lagquelle 13 et é sont respectivement 1’énergie interne et
potentielle par unité de masse, v la vitesse du fluide, q le flux
de conduction, T la contrainte de cisaillement, P la'pression, &
et 4 représentent les vitesses d’émiséion locale et d’absorption
locale par unité de volume.

La double fléche est la notation adoptée pour représenter un
tenseur.
%E est une dérivée particulaire, et on a par
définition, pour un scalaire A:

On rappelle que

—

DA - + ?.grad A

BE =

ol
i

Généralement, on néglige l’énergie potentielle, et 1l’on peut
obtenir 1l’équation générale sous forme d’énergie interne en

retranchant 1l’équation d’énergie cinétique:

= =div & -P.div ¥ —%:grad v ~(& - 4) (4.4)

=]
He .

p-
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ou l’opérateur : dénote un produit dyadique. Si on explicite 1la
dérivée particulaire, en différenciant, on obtient:

. - ..5
gE p.U = -div(pU.?) ~-div 3 -P.div ¥ —?:grad -(& - 4) (4.5)

Le terme =div 3 représente le bilan net des flux de chaleur

se propageant par conduction.

Le terme ~tT:grad v représente la vitesse de transformation
irréversible de l’énergie visqueuse en énergie thermique; il est

souvent négligeable.
Le terme -P.div ¥ représente la vitesse de transformation

réversible de l’énergie de pression en énergie thermique.
Enfin, le terme -(& - «) représente le transfert d’énergie

radiante de la phase photonique a la phase matérielle.

N

Dans le cas particulier d’un liquide & pression constante, le

premier principe de la thermodynamique permet d’/écrire:

dU = -P.dV + Cp.dT (4.6)

ol1 V est le volume spécifique, T la température, et Cp la capacité
calorifique & pression constante par unité de masse.
Au moyen de l’équation (4.6), on peut reformuler 1l’équation (4.5):

p.Cp BE = ~-div a —%:grad vV -(& - 4) (4.7)

Si 1l’on néglige le terme de dissipation visqueuse, et que
l’on applique la loi de Fourier, on obtient alors:

p.Cp 5E = AAT —(& - 4) (4.8)
Si 1l7écoulement est turbulent, les grandeurs sont soumises a

des fluctuations aléatoires dans le temps et dans l’espace autour
de valeurs moyennes notées avec une barre. L‘’équation précédente
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devient, aprés lissage sur le temps:

. = ~—t
p.Cp DE = A.AT -div § -(8 -d) (4.9)

on peut trouver dans la littérature, des expressions
=t

semi~empiriques reliant 3 a T (PRANTL, VON KARMAN, DEISSLER).

Comme on a pu le constater, pour gue ces équations soient
solubles, il faut connaitre le terme de transfert d’énergie
radiante (& - #). Ceci est possible si 1’on dispose d’une nouvelle
égquation sur la phase photonique, permettant d’expliciter ce

terme.

B _~ PHASE PHOTONIQUE:
- Théorie:

Les considérations qui suivent ont en partie été exposées par
CHANDRASEKHAR (1960), et SIEGEL et HOWELL (1981).

On appelle I, 1’intensité spécifique transportée sous forme
de rayonnement d’énergie EV = hy. Cette intensité spécifique
dépend du point en lequel elle est définie, des cosinus directeurs
de la direction d’observation, et du temps pour les phénoménes non
stationnaires. L’‘’énergie traversant un élément de surface dS est
alors:

dEV = Iygcos 6.dv.ds.dw.dt (4.10)

cos 6.dS est la projection de la surface dS sur le plan
perpendiculaire & la direction d‘observation. L’angle solide w
définit un faisceau de radiations.

Un champ de radiations est dit isotrope en un point, si
1’intensité & «ce ©point est indépendante de la direction
d’observation. Si de plus, 1l’intensité est la méme en tout point,
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le champ est homogéne et isotrope.
On définit 1’intensité intégrale sur toutes les fréquences:

00
I = J I,.dv (4.11)

o}

L’équation 4.10 permet d’exprimer 1’énergie traversant 1la
surface dS dans toutes les directions qui est égale a:

dv.ds.dt.JJ IV.cos 8.dw
aTl

Par définition, on appelle flux, la quantité:

..9
F_ = JJ I . .cos 6.dw (4.12)
v v
all

C’est 1la puissance traversant 1’unité de surface pour
1’intervalle spectral unité, représentant 1l’énergie rayonnée. On
notera la nature vectorielle du flux d’énergie radiante, ainsi, la

puissance traversant une surface unité d’orientation quelcongue
.9
est la projection du vecteur F, sur la direction de la normale a

la surface.
Enfin, nous définirons 1l’intensité moyenne en un point par:

v 4t

g =L ” I,.dw (4.13)

ATt

Cette grandeur représente l/énergie radiante disponible en un
point. Elle est & la base de la définition de l‘’énergie locale
absorbée ainsi que nous le verrons plus loin.

Si 1l’on étudie maintenant 17atténuation dfun faisceau de
radiation traversant un milieu matériel absorbant et diffusant (on
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néglige d’emblée 1’émission du milieu dans le cas qui nous
intéresse; le milieu est alors dit diffusant), on peut écrire, si
z est la direction de propagation du rayonnement:

dIV = —(EaV+EsV).Cx.IV;dz (4.14)

Ea et Es sont respectivement les coefficients massiques
d’absorption et de diffusion de la lumiére, et Cy est la
concentration de l’espéce qui absorbe et diffuse dans le milieu,
c’est-a-dire, dans notre cas, la biomasse.

L’énergie ne disparait pas obligatoirement du rayonnement, du
moins en totalité. Elle peut réapparaitre dans d’autres directions
sous forme d’énergie diffusée. La différence peut alimenter des
transformations d’énergie (biologique par exemple), ou
réapparaitre dans un autre domaine du spectre (fluorescence). Il
faut donc bien distinguer entre 1’absorption vraie et 1la
diffusion.

Intéressons nous dans un premier temps uniquement a la

diffusion (EaV = 0). La vitesse & laquelle l1l’énergie est diffusée
de 1’élément de volume cos 6.dS.dz = dV est, a partir de 4.14:.

dEV dw’
5;— = EsV.IV.dm.dV.dw,p(cos @) e (4.15)

® est l’angle de la direction d’observation avec la direction
incidente, et p(cos @) est la fonction de phase traduisant 1la
distribution angulaire de la diffusion. Dans ce cas, la diffusion
totale pour toutes les directions est:

1
EsV.IV.dm.dv.dw i JJ p(cos 0).dw’ (4.16)
aTt
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Par définition, on appelle albedo de diffusion simple,

17/intégrale:

E& = %ﬁ JJ. p(cos @).dw’ (4.17)

PY14

Dans ce cas précis, la diffusion étant totale, ZL = 1, ce qui
définit la diffusion parfaite, ou cas conservatif (condition de
normalisation de la fonction de phase).

Si maintenant, on considére un milieu qui absorbe et diffuse
la lumieére, EL< 1 et représente la fraction d’énergie perdue par
diffusion, alors due (l-EL) est la fraction d’énergie absorbée.

D’une fagon générale, la fonction de phase se présente sous
la forme d’un développement en série orthogonale de polyndémes de
Legendre (CHANDRASEKHAR, 1960):

o]

p(cos B8) = Zfo_l.Pl(cos @)

1 =0

mais si 1’on fait l’hypothése d’un champ de radiation isotrope, la

diffusion est identique dans toutes les directions de 1’/élément de
masse dm et:
Es

v

E& = p(cos @) = (4.18)

EaV+EsV

On peut alors définir le coefficient d’émission jV comme
1’/énergie émise par un élément de masse dm, dans l’angle solide

dw, sur l’intervalle spectral dv:

dEV
— = j .dm.dw.dv (4.19)
dt

En réalité, il s’agit d’une vitesse d’émission massique, qui
peut étre due, en partie ou en totalité, a un effet de diffusion
de l’énergie rayonnante provenant d’une autre direction. Comme on
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a fait 1’hypothése que le milieu n’émettait pas (milieu
diffusant), la contribution de 1l‘émission par diffusion ji, a
l’émission globale jV, est totale, et jV=j§. Les relations 4.15,
4.16, et 4.19, permettent d’écrire:

S v r
i = — IV JJ‘ p(cos @).dw (4.20)
rYis

La fonction source est par définition le rapport du
coefficient d’émission sur le coefficient d’atténuation défini par
la relation 4.14:

js
g, = TE;-—';— (4.21)
v ooowp

ce qui conduit, & partir de la relation 4.20 a:

Es

1

§ = Y -1, p(cos @).dw’ (4.22)
v Ea_+Es am v [J

v 1 %4 rYis

Aprés avoir étudié la contribution de chaque phénoméne, on
peut trouver, par bilan d’énergie, l1’équation différentielle qui
régit les variations d/intensité fayonnée dans un milieu, pour une
direction. donnée. Si u est la densité spectrale d’énergie

v
radiante, celui-ci s’écrit (CHANDRASEKHAR, 1960):

a1
= - Y -
= - + (Eav+EsV).CX.(5V IV)

Q@

L’équation 4.23 est 1’équation générale des transferts
radiatifs pour la direction u. En explicitant la fonction source,

il vient:
P BIV ' ESV :
7 YW = T ga— - (Eav+ESv)'cx'Iv + Z;—‘CX‘IV p(cos @).dw’ (4.24)

ryis
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Pour une direction constante u, on peut définir I, comme une
fonction scalaire des coordonnées: Iv(x,y,z). Dans ce cas, sa
différentielle est:

aIV BIV BIV
dIV = —— dx + — dy + — dz
8% 8y 8z

+ 3 L] ->
et gi 1,m,n, sont les cosinus directeurs de du, on a:

oI oI oI
dIV = (1.——Z + m.—% + n.——z).du = gfgd Iv.dﬁ
ox 8y 8z

On peut donc écrire 1l’équation des transferts radiatifs sous
sa forme définitive, pour un champ isotrope, et en régime
permanent. En choisissant la longueur d‘onde plutdét dque la
fréquence pour définir le rayonnement, on obtient (AIBA,1982):

- (4.9734) I (8,4,r) = (Ea(A)+Es(A)).cX.I(é,ﬁ,A)

1

- ES(A).CX.ZE

EO.I(é,ﬁ,A).dw' (4.25)

aTl

On remarquera gque la fonction source étant une intégrale,
17/équation des transferts radiatifs est toujours
intégro~-différentielle.

Il est impossible d’obtenir une solution analytique &
1/éguation 4.25, mais sa résolution numérique permet de mailler un
photoréacteur en intensité spécifique, et par Ila suite, de
déterminer 1l’énergie radiante absorbée dans le réacteur.

En effet, la vitesse locale d’absorption de 1l’énergie 4«
intervenant dans les équations de la phase matérielle peut

maintenant étre explicitée. Si on néglige 1l’émission &, on a:
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d = ” JEa(A).cx.I(é,ﬁ,A).dw.dA = 411.J Ea(A).CX.J(é,A).dA

4" o [

(4.26)

Pour obtenir la vitesse volumétrique moyenne d’absorption de
1’énergie sur tout le réacteur, il faut écrire une intégrale

moyenne spatiale (AIBA, 1982):

00

<d> = % J” ” J Ea(?L).Cx.I(g,ﬁ,A).dV.dw.dh (4.27)
v

4Tl o

i on raméne cette valeur & la biomasse présente dans le
réacteur, on obtient 1la vitesse spécifique de consommation

d’énergie lumineuse par les microorganismes photosynthétiques:

0

<r>= g’;"Z = %,- J” ” J- Ea(2).I(B,4,r).dV.dw.dx (4.28)
X VeV e o

Nous verrons au chapitre 5, comment on peut exploiter les
relations 4.25, et 4.27 pour en déduire des informations
cinétiques nécessaires a la modélisation des photoréacteurs.

La relation 4.26 montre que le terme d’énergie absorbée
locale, intervenant dans les équations de la phase matérielle doit
étre intégré sur toutes les directions, et sur toutes les
fréquences. Dans ce cas, 1’équation 4.25 conduit a un bilan
d’énergie global sur la phase photonique:

o0 o

—” J (B.g73d).1(8,3,1)dw.dr = [Ea(h)+Es(x)]cX” JI(?,ﬁ,A)dw.dh

ATl o 47" o

- Es(x).cx.i—ﬁ ” J ” 6 .1(8,87,2)de’ .dw.dx

4" o 4Tl

(es]

183




Chapitxre 4

Cette intégration donne, tous calculs faits:

- ‘
-~ div F = 4n.Ea.C,.J (4.29)

Ce résultat peut d’ailleurs étre obtenu par un bilan global
d’énergie radiante sur un élément de volume, & 1l’instant t. Ce

Y

bilan conduit & la relation suivante:

8

-
%u=-diVF+(8—sd)

Si le milieu est supposé ne pas émettre, on a en régime permanent:

..9
- div F = 4 (4.30)

En comparant avec 1l’équation 4.29, on retrouve 1’équation

4.26, intégrée sur toutes les fréquences:
4 = 4n.Ea.C .J (4.31)

Notons ici que si 1l’absorption est nulle, la relation 4.30
s’écrit:
-
div F =0
ce qui traduit le cas conservatif. D’autre part, cette relation
peut se simplifier en une dimension, suivant la direction z, et

pour la longueur d’onde A:

ZA - g (4.32)

Si l’émission est nulle, et si 1’on néglige la réfraction et
la diffusion, on peut établir la relation suivante entre Ila
vitesse d’absorption et le flux: 4, = a,.F . Ce résultat combiné
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4 l’équation 4.32 et intégré avec la condition limite z = O, th =
F}A' redonne 1l’équation 4.1 qui est connue sous le nom de loi de

Lambert.

-Résolution numérique:

Généralement, la résolution numérique de 1’équation des
transferts radiatifs est réalisée par la méthode de Monte Carlo
(HOWELL et PERLMUTTER, 1964a; HOWELL et PERLMUTTER, 1964b;
BUSLENKO et al. 1966; CORLETT, 1966; TOOR et VISKANTA, 1968;
SIEGEL et HOWELL, 1981; AIBA, 1982). Cette méthode présente
néanmoins des inconvénients car elle est lente et peu précise.
Aussi avons-nous développé une méthode de résolution par éléments
finis, basée sur les récentes avancées du calcul numérique en
mécanique des fluides (PIRONNEAU, 1988). Le maillage du réacteur
en intensité spécifique est atteint par convergence progressive
vers la solution de régime permanent de 1l’équation 4.25, dans
laquelle on fait apparaitre une dérivée particulaire.

¥ étant un vecteur unitaire, on a: [|d| = 1.
Choisissons le repére suivant:
sin 6.cos ¢
= sin 6.sin ¢ avec @ € [0,m] et ¢ € [0,2n[.
cos 6
Le probléme  considéré, stationnaire, pose pour la
discrétisation deux problémes distincts.

el

1 - La discrétisation angulaire:'

Clest la discrétisation des valeurs prises par € et ¢. Soit n
un entier non nul, on subdivise 1l‘’intervalle [0,m] en n
intervalles de longueur g, ce qui donne pour valeurs de B: 9;= o,

I . 2m _ (n-1)m _ .
6;— h 6;— By ewﬂ- g e;- n. Soit n+l valeurs
discreétes de 6. En prenant le méme pas pour ¢, on trouve les

. N . 4
valeurs discrétes suivantes: ¢;= o, ¢;= Ittt o= mn, ¢ =
n

n+l
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LE%llE,,,,,_, ¢%ﬂ= 21 - %, ce gqui donne 2n valeurs de ¢.
En posant 3ﬂ= ﬁ(ei,¢j), on a 2n(n+1) valeurs de 3.

Le choix de la valeur de n est déterminé par un compromis
entre deux conditions contradictoires:

- n doit étre suffisamment grand pour éviter 1l’effet de
raies, c’est-a-dire des oscillations dans les valeurs de flux. En
effet, si n est petit, on rendra mal compte de variations qui
peuvent &tre brutales. '

- n doit étre suffisamment petit pour manipuler un nombre de
variables total pas trop important, de fagon & avoir un temps de
calcul raisonnable.

Un choix intermédiaire de n peut étre pris a 8, ce qui permet
d’avoir 144 directions dans lesquelles la valeur en un point sera
calculée. Cette discrétisation angulaire permet de calculer
1’intégrale de la fagon suivante:

” I(8,8’,2).dw’ = J

ryis

‘1 2T

J 1(2,8(6,4),2).sin 6.46.4¢
60" ¢-0

n -

o (%)z.i sin Q:le(?,ﬁij,h)

4=0
N 2n-2
_ (T2 :
= (3) Z Z sin ei.I(é,ﬁ”,A)
1i=09=0

2 - La discrétisation spatio-temporelle:

Les méthodes classiques (différences finies, éléments finis)
de discrétisation des opérateurs, appliquées a 1’opérateur
(3.gf2d) I(?,ﬁ,h), sont dans ce cas trés peu adaptées. En effet,
on serait alors amené a inverser des matrices énormes, bien que

trés creuses (1l44.n .ny.nz). Ce schéma implicite doit donc étre

X
abandonné. On peut alors envisager un traitement explicite se

186




.

Linmitations physiques dans les photobloréacteurs.

ramenant au probléeme instationnaire suivant:

(& + R.grda) 1@, 8, + ¢ 1B E ) = cz-” I(2,U,2) . dw’

4Tt

~avec:

Cl = (Ea(A)+Es(A)).CX
w
c, = Es(a).cx.zi

-

Ceci conduit naturellement & choisir la méthode de la courbe
caractéristique, en remarquant que (%E + ﬁ.gfgd) est 1/opérateur
dérivée particulaire, c’est-a~-dire la dérivée le long de la courbe
caractéristique. Le principe est le suivant:

soit & un point du maillage, on fait 1l’approximation

suivante:

n+1 n
(g‘t" + ﬁ).g_r-gd) I(8n+1,3’h) o~ I(g ,a,A)At I(g lﬁlh)

=

ot &° est un point se trouvant a 1’/intérieur du domaine, sa
position étant déterminée par g™ = & + At.W, soit:

g = g™ - At.U
Le point & n’est pas un point du maillage, car At est
inférieur au plus petit pas du maillage. La valeur de I(8“ﬁ3ﬁ\)

sera donc interpolée & partir des valeurs des noeuds avoisinants,
ces valeurs étant celles de 1’/itération précédente.
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En tenant compte des deux discrétisations, on obtient:

I (8" ,a) - Iij(a",x)

i3

n+1
+ C .Iﬁ(@ JA)

At 1
n 2n-1
. M2 . n
= Cz.(n) Z z sin ep.Ipq(Fs’ M)
p=0g=0

avec I (&,1) = 1(8,ﬁ(ei,¢j),A)

B8

=0’......'..In
3 = 0,00e0e.,2n-1

On a donc:

n 2n-~1
n+1 _ 1 n T[z . n
Iij(g ,A) = W[Iij(g JA) F CZE.At.Z Z.Sln Gp.Ipq(g ,A)}
p= o

oq=

Le maillage réalisé permet de calculer la vitesse locale
d’absorption de 1l’énergie , pour une longueur d’onde A, d’aprés
4.26:

d = ” Ea(h).cX.I(é,ﬁ,A).dw

aTl

que 1’on peut obtenir numériquement, au sommet k:

n-21 2n
= My in iT
sdz/s(k) = Ea(h).cx.(n) Z sin —. I(k,uij)
i=1

j=2

En calculant les surfaces moyennes autour d’un point, on a

= 1 =
<d> = VJ” 4.av =
v

alors:

<f+

. [ Z sdz/s(k) .surface(k). 22/3]

k intérieurs
au domaine
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Oon a remarqué dans ce paragraphe traitant de la résolution de
1’équation des transferts radiatifs, que la longueur d’onde
demeurait en paramétre. En effet, 1’équation est valable pour une
longueur d’onde donnée, et si on travaille en lumiére blanche, on
devra effectuer le calcul qui vient d’étre exposé pour un grand
nombre de 1longueurs d’ondes. Pour ces raisons, l’algorithme de
maillage a été vectorisé, de facgon a diminuer le temps de calcul.
Le gain de temps ainsi obtenu sur un supercalculateur vectoriel
est de 1l’ordre d’un facteur 10, pour une centaine de longueurs
d’onde.

Cependant, la nature intégro-différentielle, et surtout le
nombre de dimensions élevé du probléme impose des temps de calcul
‘et des capacités de mémoire vive élevés (20 a 100 Mo). Cela est
d’autant plus notable que, lors d’une simulation de culture
discontinue, le maillage doit étre réalisé a chaque pas sur le
temps. Le traitement complet des équations est donc mal adapté a
1’identification de paramétres du modele, qui demande de
nombreuses simulations successives pour atteindre la convergence.
C’est pourquoi, il a été envisagé de simplifier le probléme en une
seule dimension d’espace, en essayant d’adapter le matériel

expérimental a ces approximations.

- Simplification du probléme en une dimension:

L’équation 4.23 peut se simplifier en une dimension d’espace,

suivant 1l’axe z, et en régime permanent, elle devient:

dI. (z,e,9) :
- cos 8. v =1 (z,6,0) - % (2,8,9) (4.33)
(Ea_+Es_ )C_.dz v v
v 124 X
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oll on rapelle que FV est la fonction source définie par 1l/équation

4.22, qui s’écrit, en coordonnées sphériques:

Es +1 27T
5, = ——2—3 J J p(6,¢,87,¢").1,(2,87,¢").sin 67.46".d¢’

v EaV+EsV am o
@ est 1’inclinaison par rapport & la normale, et ¢ l’azimuth par
rapport a 1l’axe z.

Si on applique ces équations sur un milieu limité par 2
plagues planes infinies paralleles, il existe une symétrie axiale
par rapport & l’axe z, et 17intensité ainsi que la fonction source
sont indépendantes de 1’azimuth. L’équation 4.33 devient

(CHANDRASEKHAR, 1960):

dIV(z,e)
- cos 8. = IV(z,e)
(EaV+EsV)CX.dz
+1
ESV o ’ ’ : ? ’
- - p (6,8 ).IV(z,e ).sin6’.de (4.34)
2.(EaV+EsV) .

2T
avec p’(8,87) = T J p(e,¢,6’,9’).d¢’

o

=

Dans le cas d’un milieu diffusant, si le champ de radiation
est isotrope, p°(6,8') = 60, et 1l’équation a résoudre est, apres

simplifications et pour la longueur d’onde aA: °’

- cos e.gliééngl = (Ba(M)+Es(A)).C,.1(2,6,})
+1
- %.ES(A).CX.C%.J I(z,06’,r).sin 8’.46" (4.35)

-1
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Cette équation est 1’équation générale des transferts
radiatifs en une dimension pour un champ isotrope. Elle est
applicable, comme nous 1’avons vu, entre deux plaques planes
paralléles infinies. Contrairement & 1’équation en trois
dimensions, elle est facilement soluble numériquement. Plusieurs
méthodes ont été utilisées et comparées (CHU et CHURCHILL, 1955;
BOFFI et al. 1977; INCROPERA et THOMAS, 1978; DANIEL et al. 1979).
Nous ne présenterons ici briévement, que celle semblant donner les
meilleurs resultats dans le plus grand nombre de cas.

L’equatlon 4.31 est transformée en un systéme de 2n équations
différentielles linéaires & coefficients constants, pour les

directions ai:

dI(z,ei,A)

- cos 6. (Ea(A)+Es(2)).C.I(2,8 ,2)

dz

m

1 —
- -2-.ES(A) .Cx.wo.z aj.I(z,ej,h)

j=1

Les coefficients a, sont des coefficients pondérateurs
déterminés en fonction des divisions de 1fintervalle [-1,+1]. Le
probléeme est de déterminer quel est 1l’ordre d’approximation le
plus faible donnant une solution suffisamment précise.
Pratiquement, on prendra n = 3 ou 4, c’est pourquoi on parle
souvent de méthode & 6 flux.

L’intégrale sera évaluée par la méthode de Gauss dans
laquelle la fonction £(u) sur 1’intervalle [-1,+1] est approximée

suivant:

+3 m

J E(p).du = }E:aj.f(uj), avec U = cos 6.

-1 §=1
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Les K, sont les zéros des polyndmes de Legendre P (i), ce qui
donne pour les coefficients pondérateurs:

a au

+1
1 [ RB
s PRy Bm-
m 3 3
-1
L’équation 4.35 permet é&galement de calculer 1la vitesse
locale d’absorption de 1’énergie radiante sur toutes les

fréquences, en effet, on peut montrer que:

0 27T +1
d = -J‘[ J cos 6.d1(2é2’¢’h) sin 6.d46.d¢.da (4.36)

[o R o] -1

2T +1
et comme F(z,A) = J ‘[ I(z,0,¢,A).cos O.sin 6.de.d¢

[e] -1

o0
on en déduit: 4 = —J gz.[F(z,A)].dh.

o]

Malgré la simplification du probléme spatial en une seule
dimension, on a vu que l’obtention de l/intensité spécifique, du
flux d’énergie radiante ou de la vitesse locale d’absorption de
l’énergie nécessitait une résolution numérique.

On peut & nouveau réduire le probléme en appliquant les
hypothéses de SCHUSTER (1901). La démarche gqui suit a été exposée
dans les articles de CORNET et al. (1991), et CORNET et al.
(1992a), elle permet d‘obtenir une solution analytique pour
1’évolution du flux d’énergie radiante ou pour 1l’énergie
disponible en fonction de la distance z.

SCHUSTER (1901) considére la totalité de la radiation qui va
étre diffusée et absorbée, c’est-a-dire qu’il wutilise des
grandeurs moyennes intégrées sur toutes les fréquences. D’autre
part, 11 néglige 1la distribution angulaire de 1la lumiére a
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1’entrée dans le milieu et divise alors le champ de radiation en
deux flux opposés F; et F;. Autrement dit, il se place dans le cas
d’une approximation & deux flux, telle qu’elle a été exposée
précédemment, mais en considérant la lumiére paralléle & l’entrée
du milieu. Enfin, le champ de radiation est toujours considéré
comme isotrope.

Oon peut alors écrire deux bilans d’énergie sur un volume
élémentaire d’épaisseur Az, pour les flux F; et F; séparément

(f£igure 4.1)3

+ - + -]; - = + _]: -+

- 1 . - 1 -
Flz + '§nES.AZ¢F - EA-AZ.FIZ + zuESuAZoF Z

F12+Az b4

on rappelle la définition des coefficients globaux
d’absorption et de diffusion: E4 = Ea.C,, et ES = Es.C, . Le
coefficient % rend compte de la diffusion. Sous cette forme, le
pilan traduit que la moitié de 1’énergie diffusée dans le sens de
F;, %,ES.AZ.F+Z est réfléchie dans la direction opposée F_, et
doit étre comptée comme un terme d’entrée dans le bilan en F;, et
réciproguement.

En divisant par Az, et en prenant la limite quand Az tend

vers 0, on obtient le systéme différentiel suivant:

ar; )
= - EA.F* + Z.ES.(F_ ~ F}) (4.37)
dz b4 2 2 P4
dF, 1 A
—= = EA.F_ + 5.ES.(F, = F ) (4.38)
dz Z Z b4

Ce systéme peut étre intégré facilement, si on donne les
conditions aux limites. Un cas de figure qui nous intéresse
particuliérement, puisqufil correspond a certaines conditions
expérimentales, est celui ol la lumiére entre par un seul coté
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Flo <— F|Z<—— . ‘&._—Flz.,. Az FlL =0
—§-§ES.FI;
+
1
EES.FIZ<——‘
E + = + F+
o = Fl,— >z, az i

Figure 4.1: Bilan d’énergie radiante sur un volume élémentaire

d’épaisseur Az, pour les flux F: et F; (hypothéses de SCHUSTER,
1905).
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dans le milieu. Si le trajet optique total est égal a L, les

conditions aux limites sont alors les suivantes:
+
z =0, FZ = Fo

z = L, F; =0

Dans ce cas, l’intégration du systéme conduit a:

EE _ (1+a)2‘e—5(z—l) - (1—&)2.65(Z—1) (4.39)
F (142)2.% - (1-0).e”°
F, — (l-dz)-[e_a(z_l) = es(Z-l)] (4.40)

3

z
F (1+cx)2.e8 - (1-a)?.e ©

Dans ces éguations, on a posé:

1/2

o = [EA/(EA+ES)]
§ = L.[EA.(EA+ES)]
¥4

Z::E

1/2

on peut maintenant obtenir 1’/évolution du profil d’énergie

radiante ou du profil d’énergie disponible. En effet, le flux

.9
s’écrit: ¥, = |F,| = F, - F,, donc:
F -8 (2-1) . 8(2-1)
Tz _ 2oc.[(l+oc).e , + (1 a).fa ] (4.41)
P (1+0)%.e° - (1-a)*.e

o

Nous avons également vu que la relation 4.26 permet de donner

la vitesse locale d’absorption de 1l’énergie suivant:

4 = 4n.EA.J
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o =
cx.L.(Ea tE) = 1

NORMALIZED RADIANT ENERGY

0 '!'l!!ll!l"""!Y"'Y"l!!!l'l!l!'lll"L_ll!

0 0.2 0.4 0.6 0.8 z/L

1

' Figure 4.2a: Evolution des flux d’énergie radiante et de 1l’énergie

lumineuse disponible en fonction de la longueur normalisée. Sur
cette figure, Ea = a¢ = 0, le milieu n’absorbe pas la lumiére mais

la diffuse;
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a= 0.5
C -L-(Eg + E) = 1

NORMALIZED RADIANT ENERGY
—

\\F--/FO\I\F&
"'l"'"'"'.‘Y"""'!""Y'Y""l"l‘l | B . |

0 0.2 0.4 0.6 .0.8 z/L

Figqure 4.2b: Evolution des flux d’énergie radiante et de 1/énergie
lumineuse disponible en fonction de la longueur normalisée. Cette

figure représente le cas général, c’est-a-dire que le milieu

absorbe et diffuse la lumieére.
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o= 1
Cx.L.(Ea +E) = i

NORMALIZED RADIANT ENERGY

0 l!!"l'l"!"l!l!!!"'l!'l!!l"'ll"'!l'l!ll""'

0 0.2 0.4 0.6 0.8 z/L

Figure 4.2c: Evolution des flux d’énergie radiante et de 1l’énergie

lumineuse disponible en fonction de la longueur normalisée. Sur
cette figure, Es = 0, le milieu ne diffuse pas, tous les profils

sont confondus.
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en une dimension, le facteur 4n.JZ représente bien 1’énergie

disponible a l’abscisse z, et comme on a F; + Fé = 4m.J,, on en
déduit:
and, 5 [(1+a).e-a(z_l) - (1—a).e6(z—l)] 4.42
e 8 2 =8 (4.42)
F (1+a)?.e® = (1-a)°.e

On remarquera que l’expression de la transmission a
1’abscisse z=L est indépendante du choix des variables, flux F ou

intensité moyenne J:

FL 41IJL 4o
T = — = = : — (4.43)
FF, (1+a).8° - (1-a)%.e™°
F, F
Les profils le long de l’axe z pour les rapports —, —, et
F F
4nJ, ° °
, sont reportés sur les figures 4.2 a,b,c, pour §/a =
F
0
(EA+ES).L = 1, et pour trois valeurs de «.

Pour a = 0 (figure 4.2a), il n’y a pas d’absorption et les
profils sont 1linéaires: c’est 1le cas conservatif et toute
1’énergie entrant dans le milieu en sort par transmission ou par
reflexion.

Pour « = 1 (figure 4.2c), il n’y a pas de diffusion et les
profils sont confondus en une exponentielle décroissante. On

retrouve la loi de Lambert-Beer.

La figure 4.3 montre l’évolution suivant l’axe z de 1’énergie
4mJd
disponible z, pour a = 0,5 et pour plusieurs valeurs du
F

o

paramétre &, qui est proportionnel a la concentration en biomasse

et & 1l’épaisseur du milieu.
La vitesse volumétrique moyenne d’absorption de 1l’énergie
dans le milieu, entre les deux plaques planes peut &tre obtenue
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NORMALIZED RADIANT ENERGY
—

Gl!QI‘ILlL"(!!'1!1!'!!'!""!'!!!l

0 0.2 0.4 0.6 0.8 2zl

Figure 4.3: Profils d’énergie Ilumineuse disponible 41IJ/F0 en

fonction de .la longueur normalisée pour différentes wvaleurs du
paramétre § qui est proportionnel & la concentration en biomasse

dans le réacteur.
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par plusieurs moyens. Conformément a 1l’équation 4.27, on peut

I
J.Az.dz

o]

écrire:

d =

Hl-

et en combinant avec 4.26, on obtient la vitesse volumétrique

moyenne d‘absorption de 1’énergie normalisée:

L
Jd
<> Z
el = | 4M.EA.——.d2Z 4,44
(F, /L) J r (4-44)
o] [¢]
ce qui conduit a:
<d>  _ 4o + (1—o¢2).(e6 - e—a)
A > 8 > =5 (4.45)
o (1+a)*.e” = (1-a)".e

Rappelons que la vitesse d’absorption de l’énergie est ici
obtenue dans le cadre d’une approximation monodimensionnelle. La
relation (4.45) prend en compte uniquement l’énergie perdue par
réflexion, dans le sens opposé a l’axe 2. L’approximation est donc
d’autant meilleure que l’épaisseur L est faible.

La figure 4.4 présente 1’évolution de 1’énergie totale
absorbée normalisée, en fonction du rapport &§/«, qui représente
une quantité adimensionnelle prdportionnelle a4 la biomasse. On
remargque gque la Vitesse d’absorption de 1l’énergie atteint
asymptotiquement un maximum quand la biomasse augmente, ce qui
correspond & 1l’énergie totale disponible dans le réacteur, le
reste ayant été diffusé vers l’extérieur. Ce résultat montre que
les performances du réacteur sont rapidement limitées par
1’énergie wutilisable lorsque la concentration en biomasse

augmente.
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o= 0.9

8 0.7
~
B o8
&4l
[a)]
]
% 0.5
g

8.6
4
5
=
i R
<
H 0.3
g 0.4 1
(@]
2
- R
AN
Kl O
Vik
- 0.2

1 \ 1 ‘ 1 1 1 ' 1 1 L ‘ L 1 1 ' 1 1 1
0 2 4 6 8 Sla

Figure 4.4: Evolution de la vitesse volumétrique d’absorption de

1’énergie dans le réacteur en fonction de la quantité §/a, qui est

proportionnelle & la concentration en biomasse. .
Le ©paramdtre o décroissant indique des caractéristiques

de plus en plus diffusantes du milieu.
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On peut facilement établir gue la valeur asymptotique est
donnée par:
Iim [ 4> ] = 2%
P (FO/Li 1+o

De méme, si on effectue un développement de Taylor au

voisinage de 0, on trouve:
1im [T;—s—d—;—ﬁ] = EA.L
4L > o o

[+]
X

On peut donc conclure que les approximations de SCHUSTER
(1901), permettent d’établir des expressions analytiques qui
rendent compte & la fois et indépendamment, des phénoménes
d’absorption et de diffusion. Ces approximations demeurent
intéressantes, méme si certaines hypothéses ne sont pas vérifiées
sur un photoréacteur. Il reste néanmoins la possibilité d’adapter
au mieux les conditions expérimentales de fagon & travailler avec

ces expressions simples & manipuler.

C - BILAN D’/ENERGIE LOCAL SUR UN PHOTOBTOREACTEUR:

Les équations locales sur la phase photonique développées
dans 1le paragraphe précédent permettent, comme on 1l’a vu,
d’expliciter le terme de vitesse d’absorption locale «. Nous
sommes donc en mesure, si l’on couple les équations sur les deux
phases, d’écrire le bilan d’énergie complet sur le
photobioréacteur,.

Si, commé nous 1l’avons fait Jjusqu’a présent, on néglige
1’émission du milieu, le bilan se résume aux deux équations

suivantes:
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00 0o

” [gf u(r).dw.dr = - ” J (d.g¥3d) . 1(8,T,2) .dw.ax
41T

4Tl o o

2]

- [Ea(A)+Es(A)].cX.” JI(?,‘&,A).dw.dA

47" o
Es(a).C ®
+ .-_—-———2‘-” J” p(3,87).1(%,8’,1).dw.dr.dw’ (4.46)
Am 4" o a1l
et:

5 . 5 —

7 pU = - div (pU.?) - div a - P.div ¥ - ?:grad v
- ” J%E u(a).dw.dr - ” J (B.gF34).1(8,d,r).dw.dr (4.47)

aTl” o 4Tl o :

D - BILANS D’ENERGIE GLOBAUX SUR UN PHOTOBIOREACTEUR:

On peut obtenir les bilans globaux, ou bilans macroscopiques,
sur le réacteur, & partir d’une intégrale spatiale portant sur les
équations locales gque nous venons d’exposer. Nous passerons a
nouveau sous silence le détail des calculs qui sont développés en
annexe 1, ainsi qu’une deuxiéme approche possible, par bilan
direct.

- Bilan enthalpigue:

L’intégration de 1l’équation 4.47 conduit au bilan
macroscopique d’/énergie totale sur le réacteur. Les énergies
cinétique et potentielle sont souvent négligeables dans de
nombreuses applications. Par soustraction, on obtient alors le
bilan spatial d’énergie interne:
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jo 1}
c

o=- A[(U + PV).w] +Q-w+”j (d - £).4V  (4.48)
v

Qi

Les notations ont déja été définies précédemment. Précisons
que Q et W sont respectivement les débits de chaleur et de
travail, A est 1l’opérateur (sortie-entrée). Par ailleurs, U est

1’énergie interne et on a posé:

U = J‘”vpﬁ, av

En régime stationnaire, toutes les grandeurs extensives du
systéme sont constantes en tout point, et l’accumulation est

nulle. Si d’autre part on remarque dque le terme U + PV n’est autre

que l’enthalpie par unité de masse H, on obtient le bilan

enthalpique:

A[H.w] = Q -~ W + ”J (4 - 8).dV  (4.49)
A\

Précisons que lorsqu’on a un mélange de corps, on définit
1’enthalpie partielle massique de la substance i:

- 8H

Hi = Bn)e,nm,
L’enthalpie de la phase dépend alors de la pression, de la

température, et de toutes les masses m, des différents corps i qui

la composent, ce qui s’écrit:
_ ,8H 8H 8H
dH = (a—I;)T’mi.dP + (b—T-)P'mi.dT + Z [(B’m“i)p,m,mj°dmi]

Par suite, on définit 1’enthalpie partielle de la substance is

i

H = Hi.mi, on a donc, H = Z Hi = z Hi.mi.
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Pour un milieu diffusant, si on néglige 1l’émission, on écrira

donc le bilan enthalpique:

A[ Z I:Ii.wi] =Q - W+ J”Vsa.dv (4.50)

- Bilan entropique:

Le bilan entropique revét un double intérét. D’une part il
intervient dans l’optimisation exergétique du procédé, et d’autre
part, appliqué au métabolisme des microorganismes, il est a la
base des modéles biochimiguement structurés qui seront développés
au chapitre 5.

Le bilan local d’entropie peut s’écrire (BIRD et al. 1960):

PHE = ~ div g + o’ (4.51)

oi ¥ est le vecteur flux d’entropie, et o’ la vitesse de
production d’entropie par unité de volume. ¢’ est un terme de
source gqui englobe plusieurs phénoménes comme l’entropie de
dissipation, 1l’entropie de conduction, et 1’entropie liée aux
phénoménes irréversibles (réaction chimique). Si 1’on tient compte
de la dissipation visqueuse et de la dissipation de la puissance

mécanique, on a:

3 3 W 1 as. | 1
(t:grad v) - P + g.g?gd Tt P 3E + & (d - &)

.
l
I
L

Par intégration de cette équation locale, et en appliquant le
théoreme d’Ostrogradsky, on obtient le bilan spatial d’entropie.
En négligeant le terme de dissipation visqueuse et le terme de
conduction entre phases, le bilan s’écrit, en régime permanent,
avec les notations utilisées pour le bilan enthalpique:
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A[ Z si.wi] = %+ V.<o’> (4.52)

=31 w, 1 -
avec <o’> = 7 JJJ [p.T + T (4 8)].dv
\Y

Enfin, si on veut appliquer le bilan précédent au métabolisme
des microorganismes (voir chapitre 5), on peut expliciter le terme
source, car on se trouve avec un systéeme isotherme, isochore, non
dissipatif, avec réaction chimique et absorbant la lumiére. On a

alors:

1 1 i
' — S—— - —— —
<g’> T 4.4V T'E b . (4.53)

La vitesse d’absorption de 1l’énergie « est ici obtenue a
partir de 1’équation 4.26. Les pu, sont les potentiels chimiques.
L’obtention du terme de réaction chimique sera développée lors de
17étude cinétique. A cette occasion, les bilans enthalpique et
entropique devront &tre écrits en utilisant Ila formulation

phénoménologique linéaire.

4.3. LIMITATION PHYSIQUE PAR LE TRANSFERT DE COZ' BILANS GAZEUX.

4.3.1. Tranfert de CO2 dans les milieux de culture complexes

a pH alcalin:

Comme c’est le cas pour l’oxygéne lors de cultures aérobies
de Dbactéries, la vitesse de transfert du CO2 entre 1la phase
gazeuse et la phase liquide, peut devenir 1’étape limitante dans
les photobioréacteurs. Ce peut étre le cas, notamment si la
proportion de CO2 dans le gaz qui alimente le réacteur ou si le
coefficient de transfert sont faibles.

Cependant, il existe 3 différences fondamentales entre le
transfert d’oxygéne et le transfert de CO, dans les milieux de

culture a pH alcalin.
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- Avec le coz, le régime permanent est trés difficile a
atteindre, et contrairement a 1l’oxygéne, on ne pourra que trés
rarement faire 1l’hypothése d’un régime pseudo-permanent, ménme
lorsque les microorganismes sont en limitation par le transfert.

- Tant que 1’équilibre n’est pas atteint, c’est-a-dire
lorsque 1l’on se trouve en régime instationnaire, il peut y avoir
accélération du transfert par réaction chimique, surtout lorsqgue
le coefficient de transfert est faible.

- Comme il semble bien établi que la source de carbone chez
les cyanobactéries soit le bicarbonate Hco; (voir le chapitre 3),
il faut étre capable de connaitre son évolution dans le milieu.
Ceci est obligatoire si 1’on cherche & modéliser les cinétiques,
et notamment si 1’on étudie la limitation par 1la source de
carbone. Les milieux de culture des cyanobactéries ayant des
forces ioniques élevées, 1ils sont trés loin des solutions
électrolytiques idéales. C’est pourquoi il apparait inévitable
d’utiliser dans les équations de bilans, de vitesse, ou
d’équilibre, des activités et non pas des concentrations. Cela
suppose que les coefficients d’activités soient connus.

A = DIFFERENTS REGIMES DE _TRANSFERT POUR T.E COi;

Le calcul qui suit a pour but de donner un ordre d’idée sur
les dynamiques en jeu pour le transfert de co_, dans un milieu a
pH élevé. Dans le cas d’un pH de 9,5, pour atteindre l’équilibre

-

thermodynamique, il faut transférer a peu prés 2000 fois la valeur
de la concentration en CO2 a l’égquilibre avec le gaz. Si on
néglige la consommation par les microorganismes et si on suppose
que le coefficient de transfert est infini, c’est-a-dire que tout
le CO2 est transféré, on peut calculer le temps nécessaire pour
atteindre 1l’équilibre dans le réacteur. A 35°C, la constante de
Henry pour le CO2 est égale a 37 l.atm/mole, et si on suppose une
aération de 0,2 v.v.m. (12 v.v.h.), et une fraction molaire en CO

dans le gaz a l’équilibre y*, le calcul est le suivant:

2
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2000.y%/37
t = v ~ 120 heures

y*.1,013.10°.12/8,32/1000/308

Lors des cultures pour 1l’étude du tranfert de co,, le débit
était de 0,02 v.v.m. Le temps minimum pour atteindre 1’équilibre
est dans ce cas 1200 heures. Il apparait donc clairement que les
dynamiques de mise & 1l’équilibre sont extrémement lentes. Or un
régime permanent sur le CO ne peut pas s’établir tant que
17équilibre n’est pas atteint.

Ce résultat montre bien que le régime de transfert dominant
est un régimeé instationnaire concernant les espéces co_, Hco;,
co™.

3
Dans la plupart des cas, la concentration en co2 dissous dans

le milieu est trés différente de la concentration & l’équilibre

C*. Elle peut étre supérieure, de telle sorte que le transfert de
CO2 se fait du liquide vers le gaz, ce qui extclut une possible
limitation par 1le transfert pour les microrganismes, et
1’accumulation en carbone total dissous est alors négative. Elle
peut étre treés inférieure, soit que les microorganismes sont en
limitation, soit que la réaction avec les bicarbonates accélére le
transfert. Comme on le verra dans le paragraphe suivant, cette
réaction a lieu & vitesse modérée, et se passe donc & la fois dans
le film liquide et au sein de la phase liguide. Quoiqu’il en soit,
les résultats ont montré (voir chapitre 3 et 5) que méme lors
d’une limitation par le transfert, le processus reste complexe et
instationnaire et il est impossible de le simplifier comme dans le
cas du transfert d’oxygéne.

Un régime pseudo~permanent est néanmoins possible, soit parce
que 1l’on maintient trés longtemps les mémes conditions d’aération
et de vitesse de croissance (culture continue) - on atteint alors
1’équilibre thermodynamique dans la phase liguide - soit parce que
1’on adapte volontairement la teneur en CO2 dans le gaz pour
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Phase G Phase L
-
<, C.
c,
(a)
Phase G Phase L
PR
[ 2
. c_-
Cg
, | {
} 1
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(b)

Figure 4.5: Schéma représentant la théorie du double film de Lewis
pour 1’étude du transfert gaz-liquide de €O, avec réaction
. 2

chimique:
a- faible concentration du réactif;
b- concentration en réactif élevée.
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établir un régime permanent. Ce dernier cas se réalise notamment
lors du contrdle du pH dans les fioles de Roux par modification de
la teneur en coz. Dans ce cas, la concentration en CO2 dissous est
proche de la concentration a saturation C*, et on peut négliger
l’accumulation sur la phase liquide. La vitesse de photosynthése
est alors donnée par:

r(’:o = kl.a. (C:’:0 -Cco )
Les microorganismes é}ustent euxzmém;s le potentiel (C*-C) en
fonction du coefficient volumétrique de transfert k.a. Le
transfert se fait par diffusion physique simple dans le film ol 1la

réaction est instantanément équilibrée.

B - ACCELERATION DU TRANSFERT PAR REACTION CHIMIQUE:

La mise en évidence de la possible accélération du transfert
par réaction dans des milieux de culture & pH alcalin nécessite,
d’une part une étude théorique sur le transfert de gaz avec
réaction, et d’autre part une étude sur les vitesses de réaction
des espeéces intervenant dans la transformation du CO2 en Hco;.

- Etude théorique du transfert avec réaction:

Le modele théorique adopté pour rendre compte des phénoménes
de transfert entre phases sera le modéle du double film de Lewis
(BIRD et al. 1960. Figure 4.5).

D’une facon générale, l1l’égquation de continuité sur 1le
constituant i dans la phase liquide s’écrit:

ac

i

div ¢ .¥ - D JAC tr’ + —L =0 (4.54)
i 13 i i ot

Le terme diV’(a.3 est un terme de transport qui est le plus
souvent négligeable. En régime stationnaire, l’éqguation devient:
D .AC £’ =20 (4.55)
13 i i
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Y

Cette équation est théoriquement a résoudre pour chaque

constituant i intervenant dans 1la réaction, c’est-a~dire co_,

H CO HCO, coj, mais un modéle réactionnel simplifié sera
2 3,
adopté. Par exemple, pour le Co_, on écrira, suivant la direction

Z:
2

87 C

[o]s]

2 =~ p! (4.56)
2 co

0z

Le terme de réaction r’ peut prendre des formes différentes
[efe]
2
suivant le schéma réactionnel envisagé. Si on pose:

r’ = k.C .C =~ k.C , la réaction est dite du pseudo
co [ole] HO 1 [ole]
2 2 2 2
premier ordre. Si r! = k.C .C -, la réaction est du second
2 2
ordre.

Le flux de matiére est quant a lui défini par:

oc

co

= - __.._._.2.
Nmz’z%'(3 = Dcoz. | z=0,5 (4.57)

Pour 1l’obtenir, on peut intégrer une fois 1’égquation de
continuité sur le COZ. Mais on ne peut avoir une solution
analytigue que dans le cas d’une réaction du pseudo premier ordre,
en régime permanent, avec une phase parfaitement agitée. Sinon, il
faut recourir a wune intégration numérique. Celle ci devient
extrémement coliteuse en temps de calcul si le régime est
instationnaire, ou si la phase est en écoulement piston, car on
doit alors résoudre un systéme aux dérivées partielles (équation
4.54). C’est pourquoi on préférera utiliser 1l’approximation dite
de Hatta. Celle ci consiste a utiliser le nombre de Hatta dont
l’expression apparait lors de la résolution analytique du cas
simple d’une réaction du pseudo premier ordre:

- (k.D_ )2 (4.58)
1 2

Ha =

WPA
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Le flux & l’interface est alors donné par:

P coz.cfoz
% 7 ch(Ha)
c02 ° (____+ coz) th(Ha)
k kl * Ha
d

o1 H est la constante de Henry. ¢ désigne la phase, c’est-a~dire
les abscisses supérieures a z=8 qui est l’épaisseur du film. k,
et kl sont respectivement les coefficients de transfert dans fe
gaz et le liquide. L’accélération au transfert est alors définie
par: .

N-  avec réaction

Cco
E = 2 (4.60)
N1  sans réaction

[ofs]
2

oll 1 désigne l’interface gaz liquide a z=0.
A partir de 4.59, on peut écrire le flux a l/interface:

¢
i Ha . Cco
N =k .——--.[cl - —————i—] (4.61)
°°, * th(Ha) °°,  ch(Ha)

ce qui donne pour 1l’expression de 1l’accélération, apreés

simplifications:

Ha (1 - N )

th(Ha) " ch(Ha)

E = (4.62)
(1 - A3)

o?
Co2

avec N = —

ol

Si la concentration en co, dans la phase est trés faible
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devant la concentration & l1’interface, ce qui est le cas lorsqu’il
y a accélération, N: tend vers zéro et on retrouve une expression

connue de E:
Ha

E*~ Ry

(4.63)

Cette relation se simplifie encore dans deux cas extrémes.

- 81 le nombre de Hatta est inférieur a 0,3, l’accélération
est proche de 1, et la résistance au transfert est purement
physique.

- 8i le nombre de Hatta est supérieur a 3, 1le facteur
d’accélération est a peu prés égal au nombre de Hatta.

On considére qu’entre 0,3 et 3 pour le nombre de Hatta, la
réaction a lieu dans le film et dans la phase, il y a accélération
modérée. Entre 3 et 5, la réaction est rapide et a lieu unigquement
dans le film, la concentration en 002 dissous est toujours voisine
de zéro dans la phase. Enfin, au dessus de 5, la réaction est
instantanée.

Pour les cinétiques plus complexes dgque les réactions du
pseudo premier ordre, il n’existe plus de solution analytique a
l’équation de continuité. On a alors recours a deux approches
différentes conduisant a des solutions approchées, mais donnant
des résultats sensiblement identiques.

DE LEYE et FROMENT (1986) proposent d’utiliser une expression
généralisée du nombre de Hatta, en continuant & utiliser les
expressions de 1l’accélération définies pour une réaction du pseudo
premier ordre.

Pour une réaction du type:

n n
R P
a.AG+Za.RL——-——>Za.PL
2 Rr3 3 P3 3
=1 3=12
n
R
PP ' Ma Ti=3
avec une cinétique de la forme: r’ = k.C . C N le nombre de
A R

3=1
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Hatta généralisé s’écrit:

1 nR 1/2
_ Ma—2a ¢ Mr3
Ha = i .2 k.C" [ U (?) ].DJ (4.64)

2
ma +
1,4

A l’inverse, TRAMBOUZE et al. (1984), proposent une relation
implicite pour 1’accélération et un abaque correspondant,
uniquement pour une réaction du deuxiéme ordre. Posons:

Don— con_

/Vz = D *C*
co co
2 2

Si le rapport ¥s est voisin de zéro, on obtient 1’expression

suivante pour l’accélération:

Ha.[l - (_f/—‘—l—)]’

E =~ (4.65)
enna. [1 - S]]

La figure 4.6 donne 1’évolution de l’accélération en fonction
du nombre de Hatta pour #¥s =~ 0, et N2 en paramétre. Notons que si
Ns nfest pas voisin de zéro, ce qui est le cas pour les réactions

Y

lentes, l’accélération est égale a 1.

- Btude des vitesses de réaction et conclusions:

Les considérations précédentes permettent donc d’évaluer
l’accélération du transfert par réaction, si l’on s’est fixé un
schéma réactionnel sur le film et la phase cdté liquide.

Entre pH 8 et 11, qui est la zone gqui nous intéresse, il peut
se produire 2 réactions de consommation du co_, susceptibles si
elles sont assez rapides, d’accélérer le transfert. Rappelons tout
d’abord que le CO2 dissous existe sous deux formes, le CO2 aqueux,
et l’acide carbonique H CO_, mais moins de 1% du co, dissous se

215




Chapitre 4
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Figure 4.6: Valeurs du facteur d’accélération du transfert par
réaction chimique en fonction du nombre de Hatta
(d’aprés TRAMBOUZE et al. 1984).
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trouve sous la forme H;K% (SHERWOOD et al. 1975).
La premiére réaction qui intervient est la suivante (réaction

1):
k-l
CO + HO ——-eék H2C03 £ Hco + H'
2 2 3

1

la dissociation de 1’acide carbonique en bicarbonate étant
instantanée, la réaction globale est considérée comme du pseudo

premier ordre: r’=k .C .C =k .C .
1 1 co H O 1 [olo]
2 2 2 .

La deuxiéme réaction est une réaction du deuxiéme ordre

(réaction 2):

CO2 + OH_-——E—é HCO;

2
r;= kz.cm).cm{
2

Il apparait clairement que la premiére réaction ne dépend pas
du pH, alors que la deuxiéme en dépend. L’importance relative des
2 réactions est donc fonction du pH. En réalité, la réaction 2 est
beaucoup plus rapide, mais elle ne devient prépondérante qu’a pH
élevé. Notons que si 1la phase 1liquide est voisine de la
saturation, c’est-a~-dire que la concentration en co,_ dissous est
proche de 1’équilibre, les réactions deviennent équilibrées dans
le film, et le transfert est alors purement physique.

S8i 1’on examine la vitesse totale de disparition du coz, qui
est la somme des deux vitesses r: et r;, on s’apergoit qu’a pH 8,
la réaction 1 domine, mais & pH 10, la réaction 2 est
prépondérante, et la réaction 1 devient négligeable.

Pour tenir un raisonnement valable entre pH 8 et 11, il
faudra cependant tenir compte des deux réactions. Une analyse de
la valeur des nombres de Hatta doit permettre de quantifier 1le
phénoméne d’accélération du transfert comme nous 1l1l’avons vu
précédemment, bien que les calculs qui suivent ne soient

qu’approchés, car ils ne tiennent pas compte de la force ionique.
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Pour la réaction 1, le nombre de Hatta wvaut:

1
k -
1

Ha (k .D Y2 (4.66)

co
2

alors que pour la réaction 2, il est égal a:

Ha =

W'i—‘

(k_.C_-.D_ )2 (4.67)

1 2

On remarque que le calcul du nombre de Hatta nécessite la
connaissance du coefficient de transfert kl. Le plus souvent, on
accéde expérimentalement au coefficient volumétrique de transfert
k .a. Néanmoins, on considére que la diminution du produit k .a
est surtout due & une diminution de la surface d’échange par unité
de volume a (TRAMBOUZE et al. 1984). Notons également que plus le
coefficient de transfert sera faible, plus grande sera
l’accélération. ‘

La surface d’échange par unité de volume a est généralement
comprise entre 100 et 1000 m", les ordres de grandeur du
coefficient de transfert sont 2.10™ & 5.10™ m.s™ (TRAMBOUZE et
al. 1984). Toutefois, dans certains cas oll le transfert se fait
mal (polysaccharides dans le milieu, faible aération), on peut
avoir des valeurs n’excédant pas 5.10° m.s .

Le tableau 4.1 donne les valeurs du nombre de Hatta et du
facteur d’accélération calculé comme énoncé au paragraphe
précédent, pour 1les valeurs de k1 discutées ci dessus, et en
fonction du pH.

On constate qu’entre pH 8 et 10, la réaction est trop lente
pour accélérer le transfert dans la plupart des cas.
L’accélération est manifeste uniquement pour les faibles
coefficients de transfert gque 1’on rencontrera seulement en
situations extrémes. A pH 11, l’accélération serait sensible, méme

pour des coefficients normaux, mais elle reste faible.
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C - MODELE REACTIONNEL _ PROPOSE POUR L’ECRITURE DES BILANS

MASSIQUES SUR I.A PHASE LIQUIDE:

Le modéle réactionnel complet, traitant des équilibres en
phase liquide relatifs aux 4 formes de carbone inorganique
dissous, apparait relativement complexe. Comme il est & la base de
1’/établissement des équations de bilan matiére en régime
instationnaire, il semble donc 1légitime de chercher a 1le
simplifier. En effet, une simplification & bon escient peut
conduire & la réduction du systéme de 4 équations différentielles,
4 2 équations différentielles et une équation algébrique, ceci
sans porter atteinte & la précision avec laquelle on obtiendra les
concentrations des différentes especes.

Le modéle réactionnel que nous allons proposer s’appuie sur
une abondante 1littérature concernant les cinétiques et les
équilibres des espéces intervenant dans le carbone total dissous
(KERN, 1960; GIBBONS et EDSALL, 1963; MAGID et TURBECK, 1968;
DANCKWERT, 1970; GOLDMAN et al. 1974; GAVIS et FERGUSON, 1975;
SCHNEIDER et FRISCHKNECHT, 1977; LEHMAN, 1978; HO et al. 1987).

La premiére simplification du modéle concerne 1l’acide
carbonique. Considérons les équilibres suivants:

k—l tres rapide
ARNSS a— Pttt A, -
2 2 k 2 3 instantané 3

1

Nous avons déja discuté de ces réactions dans le paragraphe
traitant de 1l’accélération du transfert par réaction. En toute
rigueur, on devrait écrire une équation de bilan sur H CO _, mais
de nombreux auteurs considérent que 1l’équilibre entre 1l’acide
carbonique H CO_ et le bicarbonate Hco; est instantané car la
vitesse de réaction n’est pas mesurable (KERN, 1960; MAGID et
TURBECK, 1968; GOLDMAN et al, 1974; SCHNEIDER et FRISCHKNECHT,
1977). On peut donc condenser cette premiére réaction de la facgon

suivante:
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kl
-1 k7’
Co + HO i~E7+ HCO_ + H, avec K = ki constante d’équilibre.
1 -1

Comme la dissociation de HZCO3 est instantanée, on prendra
kl
comme valeur de k/ celle de k. On a ensuite k! = Ki'

~

. 1
La deuxiéeme réaction & considérer a également été abordée

dans le paragraphe précédent: :
k
k

-2 K
CO + OH <=5 HCO, avec K = =2 = %
2 . kz 3 2 k-z Ke

La troisieme réaction est celle des carbonates et des

bicarbonates:
k
- 6——:—3—- 2~ + ks
HCO  + HO —/—= €0* + H', avec K =
3. 2 k 3 3 k3
3 -

Cette réaction est souvent considérée comme instantanée,
notamment par DANCKWERT (1970). Il ne sera donc pas nécessaire
d’écrire une équation de bilan sur le carbonate, celui ci sera
considéré comme étant toujours & l’équilibre par l’intermédiaire
d’une équation algébrique.

Enfin, la quatriéme réaction est triviale, et également
instantanée; il s’agit de 1l’équilibre de dissociation de l’eau:

H + OH‘f————>I20, de constante d’équilibre K-

Précisons que si 1l/’on ne travaille pas en milieu synthétique
contenant des complexants ioniques, il faut tenir compte d’un
cinquiéme équilibre, faisant intervenir le produit de solubilité
du carbonate de calcium:

ca® + coj’ A—— CaCo_ , K, = C_z2+.C_a-

=]
3

221




Chapltre 4

Pour pouvoir exploiter ce modéle réactionnel, il faut
connaitre les constantes de vitesse et d’équilibre qui
interviennent, en fonction de 1la température. Toutes ces
constantes sont fortement influencées par la force ionique du
milieu qui peut é&tre trés élevée dans un photobioréacteur. En
effet, ces constantes sont définies rigoureusement en activités et
non en concentrations. Les milieux de culture sont toujours treés
loin des solutions idéales ou parfaitement diluées, aussi les
équations de bilan devront faire intervenir les coefficients
d’activité ¥, L’écriture de c¢es équations fait 1l’objet du
paragraphe suivant; nous donnons ici pour terminer les valeurs des
constantes en fonction de la température.

SHERWOOD et al. (1975) fournissent les corrélations
suivantes: '
log kl = 329,8 - 110,541.1log T - Ejzg?iLé, avec kl = k:.
2895 X,
log k2 = 13,635 ~ T avec kﬂ =g et K2 = Kﬂ'Ke’

EDWARDS et al. (1978) donnent les constantes d’équilibre en

mole/kg:
0 k’
1n K1 - ~l2 ;2,1 - 36,7816.1ln T + 235,482, et k:l = Kl‘

i 1

In K_ = :_1_3_4;&‘—2 - 22,4773,1n T + 140,932.

in K = “_125“-%&2 - 35,4819.1n T + 220,067.

3

Dans ces corrélations, T est la température en Kelvin.
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D - MODELE DIFFERENTIEI, SUR LES PHASES GAZ ET LIQUIDE
POUR_LE_ SYSTEME coz-Hco;-co:_‘__:_

Comme nous l’avons déja dit, les bilans différentiels sur
chague espéce doivent faire intervenir des activités par
1’intermédiaire des constantes d’équilibre. Néanmoins, pour des
raisons de clarté de présentation, nous allons d’abord établir
puis discuter ces bilans en concentrations. Ces équations ont déja
été établies pour le modéle réactionnel complet, notamment par
CURLESS (1986), et par ERICKSON et al. (1987).

Si 1’on ne tient pas compte de l’instantanéité de la réaction
3, on peut écrire dans le cas général, c’est-a-dire sans faire
d’hypothése sur un procédé discontinu ou continu, les équations de
bilan pour les espéces mnises en jeu. A partir de notre modéle

réactionnel, on a:

dcco
2 = E.k.a.(He .y* - C ) + (D.C® = DC° )
dt 1 co co <o co [eie]
2 2 2 2 2
-k’.¢c -k.C .C -+ k’.C -.C++k .C - (4.68)
b co 2 <o OH -1 HCO H -2 HCO
2 2 . 3 3
ac_ -
HCO
2 =(D.¢® - = DC* ) + kK'.C +k:iC .C -+ K .C 2-.C+
HCO HCO 1 [ole] 2 co OH -3 <o H
dt 3 3 2 2 3
xco;/x
“k’.C -.Ci=-k.C o=k .C - = —><r> (4.69)
-1 HCO H 3 HCO -2 HCG M - X
3 3 3 HCO3
dc -
€o B s
2 = (D.C"2 = D.C°2) +k.C - =k .C 2-.C+ (4.70)
co co 3 HCO -3 [sle) H
dt 3 3 3 3

D est le taux de dilution du réacteur, et les exposants E et
S indiquent les concentrations gqui entrent et sortent du réacteur,

y représente une fraction molaire.
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Supposons maintenant 1’équilibre 3 instantané, k3 et k
tendent vers l’infini; le rapport tend vers une limite finie K
]{/ks. Pour simplifier le systéme d’équations différentielles ci

3 -

nd

dessus, il faut exprimer 1la différence A = kB.Cm:- -

(e}
3

k _.C_2-.C+. C’est une différence entre deux termes infinis qui

3
n’‘est pas nulle. Par ailleurs, on peut montrer que le rapport kA

-3

vaut zéro, et comme k_3 tend vers 1’infini, A tend donc vers une
limite finie. On ©peut alors ajouter les deux équations
différentielles sur HCO, et coj et éliminer A.

dac - dc -=-
HCO co
2 + 2 = (D.cjco- - D.C:co—) + (D.cjoz- - D.Czoz—)
dt dt 3 3 3 3
HCO /¥
+k’.C -k .C -.C++k.C .C+-k .C - = —2<r >
1 co -1 HCO H 2 co H -2 HCO M - X
2 3 2 3 HCO

3

Les termes en k3 et k sont éliminés. En utilisant 1la

-3
- = C_2-.C+ et en la différenciant,

3 3

relation d’équilibre K.C

Co

on obtient:

dc =~ dc -
co K HCO
2= 2, — 2, si C: est constante
dat CH+ dt B
sinon:
dc =- ac -+ dc -
C O 4 HCO
—_—2 C s+ .C 2o =K, — 32,
dt B at * 4t

Il faudra alors une équation différentielle sur H'. Quoiqu’il

dc 2. dc -
co HCO
en soit, l’équation en o+ 2 doit étre ramenée & une
dt dt
dc -
HCO
équation sur 2, 1l’évolution de sz- est alors calculée par
dt 3

la relation d/équilibre.
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Dans le cas ol1 C. est constant, on a: !
H

dc - dac  2- K dc -
HCO co HCO
2o —32 = (1 + —3). 2
dt dt CH+ dt
Les deux derniéres équations du systéme deviennent dans ce
cas:
aC, oo™ 1
2 = (D.C® - = D.C° =) + (D.C* 2 = D.C°2>)
dt K HCO HCO [ole] [eie)
(1. + 2 ) 3 3 3 3
C;
nco_/x
+ k'.C - k, .C -.C+ + k .C .C+ - k .C - - "—"_'-3——"<r >]
1 co -1 mHO H 2 co H -2 HCO M - X
3 2 3 HCO3
(4.71)
K
C 2o = 2.C - (4.72)
CO3 c . HCO
H

On peut alors calculer a posteriori la différence A. Tous
calculs faits, on obtient:

- K /C +
A= —32 2 [k'.c -~ kK'C -.C++k.C C-«
1 + KS/CH-:- 1 (:0‘2 -1 H(L‘D:5 H 2 C02 H
nco;/x
- k—z'CHco- - ——ﬂ——:—<rx>] (4.73)
3 HCO

3

expression qui ne dépend pas des termes d’entrée-sortie.

Nous pouvons maintenant exprimer les équations 4.68-4.70 en
activités pour obtenir un systéme exploitable. Néanmoins, dans le
domaine des procédés Dbiologiques, 11 est plus courant de
travailler en concentrations, notamment lorsqu‘on considére
l’effet de molécules sur des vitesses de croissance. Pour cela,
les résultats seront convertis en concentrations aprés avoir été
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calculés en activités.
On rappelle que l’activité du corps i s’écrit:
a =9 .C (4.74)
i i i

Les éguations 4.68, 4.71, 4.72, s’écrivent donc en calculant

~

les concentrations & partir des constantes d’équilibre écrites en

activités:
a -.a +
1 nc03 =
c == [ K ] (4.75)
2 co 1
2
s
1 K
— _r _
cﬂco- - 7 _ [ K -aco -aon ] (4076)
3 HCO e 2
1 K,
ccoz_ = v 2~ [ a +'anco- ] (4.77)
3 co ;4 3

Le systéme général obtenu peut se simplifier encore pour
certaines applications. Si on 1’applique sur un réacteur
discontinu, le taux de dilution D est égal & zéro. De plus, si on
atteint un régime pseudo permanent, le terme d’accumulation en %E
tend vers zéro, et peut étre négligé. Notons cependant due
1’alternance entre un régime différentiel et un régime pseudo
permanent, est de nature & poser des problémes numériques au
solveur, lorsque les dérivées deviennent petites.

L’obtention des coefficients d’activité sera détaillée dans

le paragraphe 4.3.3.

Pour compléter le modéle mathématique, il faut écrire le
bilan sur 1le CO2 en phase gazeuse. Aux concentrations utilisées
dans le gaz, le coefficient de fugacité vaut 1, et 1’équation

s’écrit:
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g 2 - * -
. E.kl.a.v.(HeCO YV YE a )

[oe]

R-T dt 2 2 2 2

E E s 8
+ ycoz.G Y e (4.78)
2

oll G est le débit molaire total du gaz.
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4.3.2. Détermination de la vitesse volumétrique de production
d’oxygéne. Obtention du quotient photosynthétique par bilans

gazeuxs:

La vitesse volumétrique de consommation du bicarbonate,
r' -, peut é&tre déterminée expérimentalement si 1’on dispose d’un

HCO
3

analyseur différentiel & CO . En effet, cet appareil permet de
2

réaliser un bilan gazeux entre l’entrée et la sortie du réacteur,

et d’autre part, il permet de mesurer la concentration en CO2 a

17/équilibre avec la phase gazeuse, C* ou la fraction y* . Ces
2 2
données expérimentales sont nécessaires pour la résolution des.

‘équations 4.75-4.78.

La détermination de 1la vitesse volumétrique de production
d’oxygene, nécessite de la méme fagon, 1l’utilisation d’un
analyseur différentiel & oxygéne. Cependant, si on ne dispose pas
d’un tel appareil, on peut atteindre la vitesse r avec une sonde

2

4 pression partielle d’oxygéne dissous, placée dans la phase
liquide du réacteur. Pour cela, il faut que le signal de la sonde
soit important pour diminuer l’erreur relative, ce qui implique un

débit gazeux trés faible.
Dans ce cas, les données de la sonde peuvent étre exploitées

pour conduire & la vitesse volumétrique de production d’oxygéne,
en écrivant les 3 bilans suivant:

- Bilan en oxygéne sur la phase liquide:

dac

[=]

2=k .a.(C*~-C ) + r’ (4.79)
dt * °2 % 2

En régime pseudo-permanent, on a:

k .a.(Ck-C ) =-rx’ (4.80)

2 2 2
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Notons que dans ce cas, r; est positive, et le potentiel (C* - C)
2
est négatif.

- Bilan en oxygéne sur le gaz:

I1 s’écrit:

E s

P.V_ dy02 ¢ 6
. = —,y - —.y =k.a.(C*¥~-C ) (4.81)
RT.V dt v % v % * 2 %
1 1 1
et si le gaz est parfaitement agité: C* = Heo.yi.
2 2 2
- Bilan global sur le gaz:
¢ -6 = (r!’ -r").v (4.82)
CO2 02 1
ou encore:
¢t _@&°
—\—7—=:{7~'+ (ro"rco) (4.83)
1 1 2 2

Le cas général demande la résolution des équations 4.79,
4.81, 4.83, qui ne présentent pas de solution analytique.
Néanmoins, si on néglige l’accumulation en oxygéne sur le liquide
et sur le gaz, on peut obtenir une solution analytique dans deux
cas particuliers.

La premiére hypothése consiste a supposer que la
concentration en oxygéne dissous est égale a la concentration en
équilibre avec le gaz, ou autrement dit, que 1le coefficient

volumétrique de transfert est infini. Dans ce cas, C = Heo,y:,
2 2 .2
et l’équation 4.81 permet d’écrire:
C

°2 V. He Vv %
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Le bilan global 4.83 conduit a:

¢ <
r' = —(—% -y') - (r ~r ).—3 (4.84)
2 v He °, R °2 He
1 o o
2 2
et par suite:
1 ¢ S . . C02
r’ = [ . ( -y ) -r . ] (4.85)
°, Co \Y He °s “°, He
( 1 - HeZ ) 1 02 02
o

2

La deuxiéme approche permet de déterminer 1la vitesse
volumétrique de production d’oxygéne sans approximation autre que
le régime pseudo-permanent, mais il faut connaitre le coefficient
volumétrique de transfert avec une bonne précision.

L’équation 4.79 conduit alors a:

C r/
s 02 o2
y, = -
2 He He .k .a
[o] o] 1
2 2

De plus, 1l’équation 4.84, prise dans le cas général, devient,
avec l’équation ci dessus, et aprés avoir rassemblé les termes:

r2 ’

r, G* 1 <, Feo
—_—E e+’ (1 —.- -—1 - )
k oa.He 02 v k -a.He He He ck .a

1 o 11 o o o 1
2 2 2 2
G" Coz . coz
- —( -v) + . =0 (4.86)
\Y He 02 coz He
1 o o
2 2

I1 s’agit d‘’une équation du deuxiéme degré en r! qui
2
nécessite la connaissance de la vitesse réo. Notons que si la
2
vitesse de disparition du co, n‘est pas égale a la vitesse de
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consommation du bicarbonate, ce gqui est le cas général en raison
des accumulations en phase liquide, l’équation 4.86 reste valable

en remplacant la vitesse.r:02 par r;“i.

Compte tenu de ce qui vient d’étre dit, on peut maintenant
définir le quotient photosynthétique. Pour des microorganismes
dont la source de carbone est le bicarbonate, ce quotient est

défini par:

Q = 2 (4.87)

Les valeurs expérimentales obtenues seront & comparer avec
celles prévues par les stoechiométries. Il est important de noter
que puisque la production d’oxygéne est stoechiométrique avec 1la
production de pouvoir réducteur, le quotient QP est aussi égal a:

+
N A DPH+H

1
Q =3
r -

HCO
3

Cette remarque est & la base de la validation des bilans
stoechiométriques en cofacteurs qui seront écrits lors de 1/étude
des modéles biochimiquement structurés (chapitre 5).

4.3.3. Propriétés physico-chimiques relatives a l’oxygéne et

au systéme COZ—HCOZ-C03" dans les milieux de culture & force

ionique élevée:

Les considérations théoriques développées dans le paragraphe
4.3, ont mis en évidence la nécessité de connaitre un certain
nombre de propriétés physico-chimiques et de données
thermodynamiques, . qui interviennent dans la modélisation
mathématique. Il s’agit principalement des coefficients
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volumétriques de transfert qui seront étudiés au paragraphe 4.4,
des solubilités, et des coefficients d’activités.

Ces données sont en général bien connues quand le solvant est
l7eau pure; mais deviennent treés difficiles a obtenir dans les
milieux de cultures complexes. Nous présentons ici, une facgon de
calculer les solubilités et les coefficients d‘activité dans des
milieux de cultures minéraux, propres aux microorganismes
photosynthétiques, c’est-a-dire concentrés en électrolytes.

A - SOLUBILITE DE I’OXYGENE:

La solubilité de 1l’oxygéne dans les milieux & force ionique
élevée peut étre obtenue au moyen d’une corrélation proposée par
SCHUMPE et al. (1982). La concentration en oxygéne dissous dans le
milieu de culture, en équilibre avec un gaz de concentration C°,

s’écrit:

ol He est la constante de Henry.
Pour de faibles solubilités, ce qui est le cas de 1l’oxygéne,

le coefficient de Bunsen vaut:

_ 273,15 1 |
Le coefficient de Bunsen de l’oxygéne dans l’eau pure est
donné, entre 0 et 50°C par:
a = 4,9.107% - 1,335.107°.t + 2,759.107°.¢°
- 3,235.107.t% + 1,614.107°.t°

oll t est la température en degrés Celsius.

La corrélation proposée permet de calculer le coefficient de
Bunsen o dans une solution d’électrolytes par la relation:
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o
log -2 = Z h.I (4.90)
o i

ol Ii est la contribution de 1l7ion i a la force ionique de la
solution, I;= %.szj. Ci est la concentration en kmoles par m’.
Les coefficients hi sont donnés par la littérature en fonction de
la température.

Un programme de calcul a été écrit sur le principe de cette
corrélation, il permet d’évaluer la solubilité de 1l/oxygéne dans

le milieu de culture lorsque les concentrations ioniques varient.

B - SOLUBILITE DU CO2 ET DETERMINATION DES COEFFICIENTS
D/ACTIVITE DU SYSTEME CO =HCO =CO™”:
Les coefficients d’activité des espéces co_, Hco;, CO?, OH ,
Iaoﬂ Igo, s?’écartent fortement de 1 dans les milieux utilisés a
force ionique élevée (la limite d’application de la théorie de
Debye et Hiickel nécessite une force ionique inférieure & 0,1 mole
par litre). Il peuvent &tre estimés a partir d’une extension de la
théorie de Pitzer pour des forces ioniques allant jusqu’ad 6 moles
par kilogramme, et entre 0 et 100°C.
Cette démarche a été proposée par EDWARDS et al. (1978).
I.7équilibre entre la phase gazeuse et liquide pour le co, s’écrit:

yw.iw;P = mco.'a'co.Heco (4.91)
2 2 2 2 2
& est le coefficient de fugacité. Pour 'nos applications celui ci
vaut 1. ¥ est le coefficient d’activité, et m est la molalité en
mole par kilogramme.
Hormis pour l’eau, 1les coefficients d’activité de chagque

espéce s’obtiennent par:
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VI 2
+ —.1n (1 + 1,2/ 1 )]
1+ 1,2/ 1 1,2

Bl
+ Z.ij.{ g + X2 [1 - (1 4+ 2.VI )Y.exp (-2.V I )“

S §

- - 2
In v;- Aq).zi [

3 #Fw

2z, Z ij.mk.{a’:k.{l - (1 + 2.V I + 2I).exp (-2.V I )}

2
41 3Fw k¥uw

(4.92)
ou I = %wz Z:J%, est la force ionique. Les coefficients B;, et
3

B;, sont des coefficients d’interaction molécule-molécule,
molécule-ion, ou ion-ion, qui sont donnés par la littérature pour

le systéme qui nous intéresse (EDWARDS et al. 1978).
A
¢

est donné, entre 0 et 100°C, par la relation:

2. N .d
—C

1 /2 3 -1,5
A¢=-§{ — ] .e*. (D.K.T) (4.93)

avec kK = 1,38.10™°, et e = 4,802654.107"° eU.
L’activité de 1l’eau s’obtient quant a elle par l’équation de

Gibbs-Duhem:
2.A,.I%/%
{ 6

1+1,2.v1

- Z Zmi.mj.[ sz + B;j.eXP (-2.1/?)]} - Mw.z mi‘ (4.94)

1¥Fw jiw iFy

Ina =M.

w

Notons que généralement, la force ionique est une inconnue du
systéme puisqu’elle se calcule a partir des molalités des espéces.
On doit donc résoudre un systéme non linéaire. Un programme de

calcul a été développé sur la base de ces équations. Il permet
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d’obtenir la solubilité du CO2 et les coefficients d’activité de
toutes les espéces impliquées, et ce, quelle que soit la force
ionigue du milieu de culture.

4.4. HYDRODYNAMIQUE, PUISSANCE DISSIPEE ET OBTENTION DES
COEFFICIENTS VOLUMETRIQUES DE TRANSFERT DANS LES MILIEUX DE
CULTURE NON NEWTONIENS.

Jusqu’a présent, nous avons abordé dans ce chapitre des
aspects théoriques physigues qui sont destinés, comme nous 1’avons
dit, a étre intégrés dans un modéle mathématique plus complexe,
prenant en compte 1les phénoménes d’interactions physiques et
biologiques.

Pour ces raisons essentiellement, et aussi parce que les
aspects discutés ici seront repris dans le chapitre 5, ce chapitre
ne contient que des résultats théoriques.

Néanmoins, ce paragraphe va aborder une ©partie plus
technologique propre a l’hydrodynamique des cuves agitées aérées.
Cette partie trouve sa justification dans le fait que, comme nous
l’avons déja dit, il est nécessaire de connaitre avec une bonne
précision les coefficients volumétrigques de transfert, si 1’on
veut modéliser correctement les problémes de transfert de gaz et
de bilans gazeux. Cette détermination repose'sur la connaissance
des puissances dissipées par les mobiles d’agitation dans les
réacteurs, en fonction des caractéristiques rhéologiques du
milieu. Cette connaissance est également & la base du calcul des
temps de mélange et de circulation du fluide dans le réacteur, ce
qui présente un intérét certain pour discuter les temps de passage
des microorganismes & la lumiére ou a l’obscurité.

On l’aura compris, cette partie quoique plus technologique,
s’inscrit bien dans le chapitre traitant des problémes physiques
des photobioréacteurs, cependant, les aspects qui vont étre
~ développés ne seront pas repris plus loin, aussi avons nous décidé
de donner ici les résultats expérimentaux relatifs aux
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coefficients de transfert et aux temps de mélange.

4.4.1. Puissance dissipée dans les cuves agitées aérées:

La détermination de l1la puissance dissipée par les mobiles
d’agitation est & la base du calcul des coefficients volumétriques
de transfert et des temps de mélange dans le réacteur. Ces données
peuvent étre fortement modifiées si le milieu de culture est rendu
pseudoplastique par la présence de polysaccharides. La premiére
étape consiste donc a calculer le nombre de Reynolds d’agitation
gui tient compte de ces phénoménes.

Si le milieu de culture est newtonien, le nombre de Reynolds

d’agitation est donné par:
2

Re = N.d .p

) = (4.95)

ol N est la vitesse dfagitation, d le diametre total du mobile
d’agitation, p la masse volumique du fluide, et 7 sa viscosité.

Si le milieu est non newtonien, on utilise la relation donnée
par SCHUGERL (1981) et MOO-YOUNG et BLANCH (1981), pour obtenir 1la
vitesse moyenne de déformation. Cela nécessite gue l’on connaisse
1’indice de <consistance m et de pseudoplasticité n du
polysaccharide en fonction de sa concentration (voir chapitre 3).

On a alors:

- ("E")
¥ = 11.N.[ lllz;’ll—}- ] n- (4.96)

La viscosité apparente est alors donnée par:

T .
.7—, R m"y(n—l) (4.97)

¥
et par suite, le nombre de Reynolds est:

2
Re = ———-——N'E L (4.98)
* 7
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La deuxiéme étape réside dans le calcul de la puissance
dissipée par un mobile d’agitation sans aération.

Dans tout le domaine des nombres de Reynolds, on peut
utiliser la corrélation de NAGATA (1975) qui est trés générale et
s’établit pour chaque appareillage.

-~ Pour un réacteur sans chicane:

Le nombre de puissance est donné par:

P A 10°+ 1,2.Re:’66 b
N = " = g5e * B.[ — ] (4.99)
P p.N.&° a 10°+ 3,2.Re”’
avec pour notre appareillage:
A = 63,26
B = 3,715
p = 1,943

- Pour un réacteur avec chicanes:

Si le produit —]lj.nB 2 0,5 (1 est la largeur d’une chicane, et
n le nombre de chicanes), la puissance dissipée est maximale, et
le nombre de puissance vaut:

b
(0,354~)

= A > (4.100)

pnax R
a

H
D)

+ B.(

ol H est la hauteur utile de milieu dans le réacteur, et b est la
hauteur d’une pale.
Sinon, on applique:

N -~ N

pmayx P — - _:!._ 1,2 2
prax pa
= g, (9:6y°
avec an = B‘(l,6)

Cette corrélation s’établit quel que soit le type de mobile
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d’agitation. Elle présente néanmoins un inconvénient pour les
turbines de type Rushton dans la zone de transition et en régime
turbulent (a4 partir de Re =100), car elle ne prend pas en compte
1’augmentation du nombre ae puissance dans ces zones, spécifique
des ‘turbines. On préférera donc utiliser deux corrélations

différentes dans la zone de transition et dans la zone turbulente.
- Pour 30 = Re < 10%:

On utilisera une corrélation déduite des résultats de

SCHUGERL (1981):
Re
In N= 0,0895.1n 2+ 1,163 (4.102)
P 30

Cette corrélation prend en compte 1l’écart de puissance
dissipée constaté dans la 2zone de 30 < Re < 100, entre des
fluides newtoniens et pseudoplastiques. ‘

- Pour Re turbulent = 10%:

On applique la corrélation de Richards modifiée par MIDOUX
(1978):

o s 11 o,a

,3 n o, s
) (g (g (4.103)

5

= 340.(%).(%) T

ol

¢ est la largeur d’une pale, et np, le nombre de péles.

Enfin, on peut calculer le nombre de puissance en milieu
aéré. Pour cela, la corrélation de Miller et Mitchell modifiée par
MIDOUX (1978) semble trés mal adaptée pour les faibles débits. On
préférera la corrélation de NAGATA (1975) modifiée:

P 4,38 0,115 2 1,96(3)
d . N-.d G '
log 5= = - 260.(5) -(Re) .(=5) T (=) (4.104)
o ® N.d
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ou la corrélation proposée par ROUSTAN (1978), dqui donne
d’ailleurs les mémes résultats:

P v
1 - (52) = 133,2.— (4.105)

3
g.D

o}

La puissance totale dissipée par deux mobiles est facile &

obtenir, car les puissances sont additives: Pmm= 2.P .

4.4.2. Temps de mélange et de circulation dans 1les cuves

agitées:

La connaissance du nombre de puissance permet de calculer le
temps de mélange dans le réacteur, et par suite, le temps de
circulation pour chaque turbine. NAGATA (1975), prépose une
corrélation pour un régime turbulent, & partir du nombre de
pompage Nq. Si on connait le nombre de puissance, on peut obtenir

le nombre de pompage par:

N
2
N

a4

0,4
=1,83.v n .(% + 0,6)3.[0,55 + 5.(%)] (4.1086)
P

Le temps de mélange se calcule ensuite par la relation:

l d 3 d Np 0,5 _13(d/D)2

= = 0,1.[N.(-5) N+ 0,21.N.(5) - () ].(1 - e )

" ) (4.107)

On considére, en régime turbulent, que le temps de mélange

est inversement proportionnel & la vitesse d’agitation. Les deux

corrélations précédentes, appliquées & notre appareillage,
conduisent au résultat suivant:

N.t = 25 (4.108)
La figure 4.7 permetlae comparer les résultats expérimentaux

obtenus, avec ceux prédits par l’équation 4.108. On notera gqu’‘ils
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TEMPS DE MELANGE DANS LE REACTEUR
A CUVE AGITEE.

VALEURS EXPERIMENTALES (s)

12

10 - : T

] J

O | ] i |
0 2 4 6 - 8 10 12

VALEURS CALCULEES (s)

Figqure 4.7: Comparaison entre les valeurs expérimentales et les

valeurs calculées par la corrélation de NAGATA (1975) pour les

temps de mélange dans le réacteur & cuve agitée.
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sont en trés bon accord.

On peut donc considérer dque pour une agitation de 300
tours/min, qui a été la plus couramment utilisée, le temps de
mélange dans le réacteur, pour les deux turbines, est d’environ 5
secondes (10 secondes pour une turbine). Si 1’on considére que 1le
temps de circulation est égal au tiers du temps de mélange pour
une turbine (NAGATA, 1975), on obtient une valeur d’environ 3
secondes, ce qui donne une idée des temps de passage des cellules
4 la lumiére. et a l’obscurité, si on sait estimer la part de

volume qui est éclairé.

4.4.3. Obtention des coefficients volumétrigques de

\

transfert:

Il existe un nombre important de corrélations dans la
littérature, pour calculer le coefficient volumétrique de
transfert & partir de la puissance dissipée dans le réacteur.
Elles se présentent en général sous la forme suivante (MOO-YOUNG
et BLANCH, 1981):

P'ro'.t' R ¥4
kl.a = . { 7 ) -V (4.108)
ol v, est la vitesse superficielle du gaz.

Malheureusement, les valeurs des constantes o, B, 7%,
proposées par MOO-YOUNG et BLANCH (1981) sont valables pour des
vitesses superficielles bien supérieures a celles que nous avons
utilisées lors de nos expérimentations, et les résultats obtenus,
comparés a nos valeurs expérimentales, n’étaient pas
satisfaisants. Nous avons donc A0 déterminer nos propres valeurs,
pour rendre compte des résultats expérimentaux dans la gamme de
débits utilisés.

Les corrélations établies dans nos conditions sont les

suivantes, pour des débits compris entre 3 et 60 N1/h (0,01 a 0,2

V.V,.m. )
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CORRELATION DE CALDERBANK ET MOO-YOUNG

VALEURS CALCULEES

140
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1 2 0 TR T — /
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0 20 40 60 80 100 120 140

VALEURS EXPERIMENTALES
* eau + NaCl 0.42M

CORRELATION PROPOSEE
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////+
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Figure 4.8: Comparaison entre les valeurs expérimentales et les

valeurs calculées pour le coefficient volumétrique de transfert

dans le réacteur a cuve agitée.

Corrélation de Calderbank et Moo-Young (MOO-YOUNG et BLANCH,

1981), et corrélation proposée.
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- Pour des dispersions air—eau coalescentes:

P
-— _EE 0,86 0,45
k .a = 0,0042. (—>=)"". v (4.109)

- Pour des dispersions air-électrolvte non coalescentes:

k .a = 0,01.(f€,—”)°'75.v‘;'6 (4.110)

La figure 4.8 ©permet de comparer les résultats des
corrélations avec les résultats expérimentaux obtenus. Tout
d’abord pour la corrélation de Calderbank et Moo-Young (MOO-YOUNG
et BLANCH, 1981) gui pourra étre utilisée pour des débits
supérieurs & 60 Nl/h, et ensuite, pour la corrélation proposée par .
les relations 4.109 et 4.110.

CONCLUSION:

Contrairement & 17étude des limitations biologiques qui
nécessite un support expérimental important, 1’étude des
limitations physiques demeure essentiellement théorique.

Dans les photobioréacteurs, les étapes physiques pouvant
limiter 1la croissance sont au nombre de deux. Il s’agit des
limitations par le transfert de lumiére et par le transfert de
Co .

2

La limitation par le transfert de lumiére est dquasi
permanente lors de 1la culture en masse de microorganismes
photosynthétiques, puisque c’est 1la vitesse d’absorption de
1l’énergie lumineuse qui fixe la vitesse de croissance. La théorie
des transferts radiatifs semble particuliérement bien adaptée pour
rendre compte de ces phénoménes. Elle permet d’établir des
équations sur la phase photonique du réacteur, qui sont & la base
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de la détermination des vitesses de croissance et de
1’établissement des bilans enthalpique et entropique.

Néanmoins, leur mise en oeuvre nécessite des moyens de calcul
importants, et lorsqu’on cherchera & étudier 1les interactions
entre la limitation physique par la lumiere et des limitations
biologiques comme les limitations minérales, il sera intéressant

‘d’utiliser des équations approchées simplifiées. Dans ce contexte,

la simplification monodimensionnelle de SCHUSTER qui fournit une
solution algébrique semble 1la plus adéquate. Elle présente
cependant le paradoxe méthodologique de conduire a l‘’adaptation du
matériel expérimental aux hypothéses du modéle.

Le transfert de CO2 dans les milieux de culture a pH élevé
est plus complexe & analyser que le transfert d’oxygéne car il
présente des caractéristiques différentes.

- Le carbone dissous est composé de plusieurs espéces.
Celles-ci ne sont généralement pas a l’équilibre thermodynamique
car les dynamiques en jeu sont trés lentes lorsque le pH est
élevé. Aussi doit-on traiter des phénoménes souvent
instationnaires.

~ Le transfert peut é&tre accéléré par réaction chimique

lorsque le coefficient de tranfert est faible.

Enfin, notons que la résolution des équations traitant des
limitations physiques nécessite le calcul d’un certain nombre de
données physico-chimiques. Parmi celles-ci, on peut citer les
solubilités et les coefficients d’activité, dans des milieux de
culture trés éloignés des solutions idéales, ainsi dque les
coefficients volumétriques de transfert.
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CHAPITRE 5

MODELISATION MATHEMATIQUE DE LA CULTURE

DE SPIRULINA PLATENSIS EN PHOTOBIOREACTEUR.
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5.1. MODELES MATHEMATIQUES NON STRUCTURES.

5.1.1. Interactions entre le transfert de lumiére et 1le
métabolisme des microorganismes photosynthétiques:

A = INTRODUCTION:

La culture de microorganismes photosynthétiques en
photoréacteur s’effectue toujours dans un milieu ol 1la
distribution d’énergie est anisotrope. Ceci résulte du fait que la
disponibilité en énergie Ilumineuse radiante est différente en
chaque point de l’espace du réacteur, par suite de son absorption
et de sa diffusion par les cellules en suspension.

La courbe de saturation de la vitesse de photosynthése en
fonction de 1’intensité du flux d’énergie radiante disponible
donnée au chapitre 3 (figure 3.5), met en évidence une premiére
zone ol l’énergie lumineuse est limitante (le rendement quantique
est cependant élevé), puis une zone de saturation et une zone
d’inhibition. On congoit donc que, selon la localisation dans le
réacteur déterminant 1l/énergie radiante disponible, il existe des
vitesses locales différentes. Les vitesses de croissance seront
fondamentalement différentes dans quatre 3zones principales du
photoréacteur, telles qu’elles peuvent étre définies par 1l’analyse
de la figure 3.5.

- Une zone proche de la source lumineuse ol 1l/intensité, trop
forte, inhibe le métabolisme des microorganismes.

-~ Une zone ol l’énergie lumineuse est saturante, et induit
une vitesse maximale.

- Une zone intermédiaire ol 1l’érnergie disponible est faible,
et ol la cadence d’arrivée des photons limite la vitesse de
croissance des microorganismes.

- Une 2zone éloignée de la source, ou l’absence d’énergie

lumineuse ne permet plus le métabolisme de synthése.
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I1 apparait donc qgue la détermination de la vitesse moyenne
de croissance de la biomasse nécessite que 1/importance relative
de chacune de ces zones soit évaluée. Les énergies inhibantes ou
saturantes sont rarement atteintes lors de cultures en
photobioréacteurs, ce qui limite le probléme & deux zones,
définies par la disponibilité de l’energie lumineuse dans tout ou
seulement une partie du réacteur. En réalité, en raison de
l’agitation du réacteur, les cellules sont continuellement
soumises & des éclairements différents, lors de leur passage dans
les zones que nous venons de définir.

Pour éviter wune étude statistique reposant sur une
probabilité de présence des microorganismes dans chaque zone, et
pour ramener le probléme & la seule étude des vitesses locales, il
faut s’assurer dque des phénoménes transitoires, 1liés & la
dynamique de circulation des cellules, ne modifieront pas ces
vitesses, ou pourront au moins é&tre pris en compte par des
modifications de rendement de conversion.

Or ceci ne peut étre le cas dque lors des alternances
lumieére-obscurité. D’une facon générale, on considére qu’en
éclairement modulé, la fréquence minimale ne diminuant pas la
vitesse de la photosynthése est de 4 & 8 Hz, soit un temps maximum
de passage & l’obscurité compris entre 100 et 300 millisecondes
(TERRY, 1986). D’autre part, nous avons vérifié que le temps de
séjour minimum & l’obscurité pour l’apparition de la respiration
est d’environ 1 minute. Comme le temps de circulation dans le
réacteur est d’environ 3 secondes, on pourra négliger la
respiration dans la zone sombre du réacteur.

Lorsque tout le réacteur est éclairé, 1la vitesse de
croissance globale est la moyenne spatiale de toutes les vitesses
locales. Elle est exponentielle, bien gu’inférieure & la vitesse
maximale.

Dans le cas ol une partie du réacteur ne regoit plus de

lumiére, la vitesse est limitée par la quantité totale d’énergie

247




Chapitre &

absorbée dans le réacteur. Si les conditions d’éclairement ne sont
pas modifiées, cette é&nergie absorbée reste constante, et la
croissance devient linéaire. Il apparait donc que la détermination
du volume utile éclairé, dans lequel se déroule la réaction, est
déterminante pour 1’écriture des lois cinétiques et

1’identification de leurs paramétres.

De nombreuses lois cinétiques ont été utilisées pour rendre
compte de 1l’allure générale des courbes de saturation de 1la
photosynthése. On peut les trouver dans les articles de SMITH
(1980), et de COSBY et HORNBERGER (1984). Néanmoins, dans les
modéles mathématiques publiés, l’énergie lumineuse disponible dans
le réacteur est souvent obtenue en utilisant 1’équation de
Lambert-Beer (FREDRICKSON et al. 1961; OGAWA et al. 1971; SHETH et
al. 1977; TEN HOOPEN et al. 1981; FROHLICH et al. 1983).

Nous avons déja discuté des limites de l’utilisation de cette
loi au chapitre 4, et notamment son incapacité &a traduire des
phénoménes tridimensionnels, ainsi gu’a tenir compte de la part
d’énergie diffusée par les cellules.

Aussi la démarche que nous proposons, pour l’obtention des
vitesses 1locales et globales, est basée sur 1l’équation plus
générale des transferts radiatifs (SPADONI et al. 1978; AIBA,
1982), telle qu’elle a été développée dans le chapitre précédent.

B — OBTENTION DES VITESSES LOCALES DE CROISSANCE DANS
LES PHOTOBIOREACTEURS:

Si le réacteur a été maillé numérigquement en intensité
lumineuse spécifique, au moyen de 1l’équation des transferts
radiatifs (équation 4.25), 1la vitesse volumétrique 1locale
d’absorption de 1l’énergie lumineuse est donnée par 1l’éguation
4.26:
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4 = ” J Ea(A),cx.I(?,ﬁ,A).dw.da = 4n.J Ea(A).cx.J('é’,A).dA

4™ o o

De méme, la vitesse spécifique locale de consommation de

1’/énergie lumineuse est donnée par 1/équation 4.28:

r =%
- C
X

I

Pour une culture en discontinu, on vérifie toujours le bilan
matiére suivant, conduisant & la vitesse volumétrique de

croissance de la biomasse:
dc

X

r = = u.C (5.1)
X dt X

Cette vitesse de croissance peut alors étre directement
obtenue & partir de 1l’équation 4.26, par 1/intermédiaire d’un
rendement de conversion de 1l’énergie en biomasse Ynx. On a en
effet:

r =Y .4 (5.2)

X /X

Si l’on veut expliciter le taux de croissance u, on combine

les éguations 5.1 et 5.2, et on obtient:

= 4 _
T Ym.a; =Y .r (5.3)

/%

Certains auteurs (AIBA, 1982) introduisent également wun
coefficient de maintenance dans l’équation cinétique, ainsi on a:

K 4+ (5.4)

Notons que lors de cultures en discontinu, l/équation 5.2 est
une équation différentielle. Néanmoins, en raison des différences
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de dynamiques entre les phénoménes radiatifs et les phénoménes
liés & la croissance des microorganismes, les équations peuvent
étre découplées, et 1l’équation des transferts radiatifs sera
résolue en régime stationnaire sur chague intervalle de temps.
Dans le cas de cultures en continu, le probléme ne se pose

plus, car l’équation 5.2 devient algébrique.

Le rendement de conversion de l’énergie lumineuse en biomasse
Y/ , est en réalité le produit de plusieurs rendements. En effet,
I/X
si 1’on ne tient pas compte de la maintenance en terme de

rendement, ou si 1l’on considére que la relation 5.4 suffit a

traduire ce phénoméne, on peut écrire:

Yo, = Y YLV, (5.5)

Yq est le rendement guantique déja défini, et égal au nombre
de photons utilisés divisé par le nombre de photons absorbés par
les antennes collectrices. Ce rendement est maximum en lumiére
limitante (pour des valeurs de flux inférieures & 10 W/m® chez S.
platensis), et vaut alors environ 0,75.

Y est un rendement d’utilisation de 1’énergie absorbée qui
tient compte du fait gue les photons de référence pour la
photosynthése sont les photons rouges, d’une longueur dfonde de
680 nm. Tous les photons de longueur d’onde plus courte voient
leur énergie excédentaire dissipée, essentiellement sous forme de
chaleur. Ainsi, ce rendement est d’environ 0,75 pour de la lumiére
blanche. Il vaut respectivement 0,89 et 0,59 pour les Ilumiéres
orange et bleue qui ont été utilisées lors de 1’étude des effets
de la qualité de la lumiére (chapitre 3).

Y¢s est le rendement de la photosynthése, c’est-a-dire 1le
rendement de transformation de l’énergie lumineuse utilisable en
biomasse. Il peut étre obtenu si 1’on connait le rendement global
ny et les deux rendements précédents.

La figure 5.1 résume les différentes étapes qui viennent
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d’étre décrites.

C ~ OBTENTION DE LA VITESSE GLOBALE DE CROISSANCE DANS
LES PHOTOBIORFEACTEURS:

Ies équations 4.27 et 4.28 du chapitre 4 permettent
respectivement  d’obtenir la vitesse volumétrique  moyenne
d’absorption de 1l’énergie lumineuse et la vitesse spécifique
moyenne de consommation de 1l‘’énergie lumineuse dans le réacteur.
On rappelle dque ces vitesses sont obtenues par une intégration
spatiale:

I1 en va de méme pour toutes les grandeurs définies par les
relations 5.1-5.5, et notamment pour le taux de croissance u:

_ 1
<IJ.> = -(-:——. <YI

X

>, <d> (5.6)
/X

Lorsque la concentration en pigments devient élevée, une
partie du réacteur ne dispose plus d’énergie lumineuse. La partie
du réacteur ol l’énergie lumineuse est encore disponible définit
le volume utile éclairé, dans lequel se produit la réaction de
croissance. La détermination de paramétres cinétiques du modéle
impose que ce volume utile soit déterminé pour réaliser
1’/intégration spatiale sur la partie du réacteur participant a la
réaction, et non pas sur le volume total. _

Cette détermination peut se faire en utilisant 1l’éguation des
transferts radiatifs (équation 4.25) intégrée sur toutes les
fréquences, avec les coefficients d’absorption et de diffusion
globaux définis au chapitre 2. Le volume utile est alors défini en
termes d’énergie locale disponible, c’est-a-dire, par rapport a la
grandeur 4nJd (équation 4.13).
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La vitesse volumétrique moyenne de croissance de la biomasse

s’écrit alors:

-1 = (1-7).%1 1
<r;> =5 JJJIk.dV (1 3().\7.:L JJJ rn.dv + 7'V; [JJ rn.dv

v Vi v2

(5.7)

r est la vitesse volumétrique locale de croissance de la biomasse.
définie par 1l’équation 5.2, 7 représente la fraction du volume
éclairé, 1’indice 1 représente la partie du réacteur qui est &
1l’obscurité, 1l’indice 2 représente le volume utile éclairé du
réacteur.

comme le temps de séjour des cellules & 1l’obscurité est
inférieur & la minute nécessaire pour la mnise en place de la
respiration, on peut considérer dque le volume V; est un volume

mort et donc:

r =20
Xi
On est alors amené, & partir des équations 4.26, 5.2, et 5.7,
3 résoudre l’équation suivante donnant la vitesse volumétrique

moyenne de croissance de la biomasse:

(27}

<r > = 7.\1,— ”J Ym.” [Ea(x).cx.l(é,ﬁ’,h).dv.dw.dx (5.8)
2 4Tt o

v2

Pour pouvoir déterminer le parametre <me>, il faut supposer
que celui-ci ne varie pas dans le réacteur, c’est-a-dire que le
rendement quantigque moyen <Y > reste constant lorsque le volume
utile varie, avec une vitesseqvolumétrique d’absorption constante.

Notons toutefois que le rendement de conversion moyen <YLW>
diminue lorsque la vitesse volumétriqgue moyenne d’absorption <>
augmente dans le réacteur, puisquée le rendement quantigue moyen
<Y > diminue. Cela nécessitera donc de disposer d’une relation du
tyge <Y;> = £ (<4>).

Enfin, précisons qu’une généralisation & n zones de
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1’équation 5.7 est possible, pour tenir compte de phénoménes comme
la respiration des microorganismes, ou la saturation et
1’/inhibition de 1a photosynthése par 1l’énergie lumineuse

disponible.

Pour traduire 1l’effet des limitations minérales ainsi que
leurs interactions avec la limitation physique par la lumiére, on
doit connaitre 1’évolution du taux de croissance en fonction de la
concentration en éléments limitants.

Lors d’une double limitation de ce type, on peut étre amené a
partager & nouveau le volume utile éclairé en 2 parties de
comportements cinétiques différents. En effet, on observe alors
une fraction du volume éclairé dans laquelle 1la vitesse de
croissance est constante et indépendante de 1l’espace (partie du
réacteur ot l/intensité de la lumiére est la plus forte), parce
gue limitée par un élément minéral. L‘autre partie éclairée du
réacteur'demeure en limitation par le transfert de lumiére, avec
l’existence de vitesses locales. Le probléme complexe consiste
donc a déterminer le volume du réacteur dans lequel la vitesse est
limitée par la concentration en minéraux, et le volume dans lequel
la lumiére reste limitante parce que les vitesses locales sont
déja inférieures a celle fixée par la limitation minérale.

Cette démarche rigoureuse a été utilisée par CURLESS (1986),
pour étudier les interactions entre les limitations par la lumiére
et par la source de carbone, a partir d’un modéle simple
monodimensionnel utilisant 1la loi de Lambert~-Beer. Néanmoins,
cette démarche demande des calculs importants, et nécessite de
définir un taux de croissance maximum, indépendant de 1l’espace
dans le réacteur.

La diminution du rendement de conversion occasionnée par une
limitation minérale peut é&tre traduite de fagon simple a partir du
taux de croissahce moyen dans le réacteur, sans partitionner &
nouveau le volume utile éclairé. On suppose pour cela dque le
rendement moyen de conversion de 1l’énergie lumineuse est
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globalement diminué, indépendamment des considérations spatiales
que nous venons d’évoquer. Si l’on choisit une loi de Monod pour
rendre compte de cette diminution, le taux de croissance moyen
dans le réacteur, pour n éléments limitants, est donné & partir de
l’éguation 5.6 par:

C K +C

X i=21 si si

1 - c 1
<> = Z—.<d>.<Y >.l l SN (5.9)
I/%

ol cSi est la concentration du substrat limitant i.

L’identification numérique des constantes K, pose un
probléme de temps de calcul, dans la mesure ol les algorithmes
utilisés pour cela convergent vers la solution en réalisant
plusieurs simulations successives de la cinétique de croissance,
Un gain considérable de temps de calcul peut étre réalisé si 1’on
est capable de calculer le taux de c¢roissance moyen lié &a 1la
limitation par 1la lumiére, autrement gque par le maillage du
réacteur en intensité spécifique. Cela est possible dans le cadre
des approximations monodimensionnelles qui ont été développées au
chapitre 4., Pour ces raisons, les parametres cinétiques relatifs
aux limitations minérales ont tous été déterminés lors de cultures
en bioréacteurs parallélépipédiques.

L’équation 5.7 simplifiée en une seule dimension s’écrit

alors:
<r;> = <u>.7.cx (5.10)

Si 1l’on suppose que le taux de croissance local dans le
réacteur suit une loi de Monod en fonction de 1’énergie disponible

4md, on a:

L
_1 | z
<U> = I J KR T ang .4z (5.11)
2 s z
L’énergie lumineuse disponible 4nJ en fonction de 1l’abscisse
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z dans le réacteur est déterminée par les équations algébriques de
SCHUSTER (1905) qui ont été exposées au chapitre 4 et dans
l’article de CORNET et al. (1992a). KJ et b, sont des parameétres
du modéle qui permettent de déterminer le taux de croissance moyen
fixé par la limitation physique de la lumidre. On peut alors
déterminer facilement les paramétres cinétiques relatifs aux
limitations minérales puisque dans ce cas, a partir des équations
5.10 et 5.11, on obtient l’expression de la vitesse volumétrique

moyenne de croissance:

=

L
<rx> = a'.(:x.L—2 J K K+ 411J .dz. ﬂ K + c (5.12)

Remarquons que l’intégrale spatiale porte toujours sur le
volume utile éclairé IE' Celui-ci peut étre déterminé, lors de
l’apparition de la linéarité sur les courbes deé croissance, a
partir de 1l’équation  4.43, donnant l’expression de la
transmission. La valeur limite de l’énergie disponible 4nJ qui a
été déterminée sur 1l’ensemble des cultures est 1 W/m’. Cette
valeur correspond au point de compensation de la photosynthese
chez S. platensis (chapitre 3).

Il sera vparfois nécessaire d’utiliser des équations
cinétiques plus complexes que 1l’éguation 5.12, pour traduire les
effets métaboliques occasionnés par des limitations minérales. Ce
sera notamment le cas pour les limitations par les sources d’azote
et de soufre. Les équations seront alors explicitées dans le
paragraphe suivant, lors de la présentation des résultats du

modéle proposé.

D - BILAN ENTHATLPIQUF:

L’obtention du bilan d’énergie interne sur le réacteur a été
développée au chapitre 4. Nous rappelons simplement qu’en régime
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stationnaire, le bilan enthalpique est donné par 1l’équation 4.50
et s’écrit, a partir des notations précédemment définies, de la

fagon suivante:
A[ZH.w]=Q-w+v.<sa>
T i i

La détermination des enthalpies partielles massiques 'Hi
nécessite la connaissance de données physico-chimiques relatives a
chaque corps i (pouvant étre obtenues dans une banque de données).

5.1.2. Résultats:

A — LIMITATION PHYSIQUE PAR IE TRANSFERT DE LUMIERE:

Les coefficients d’extinction de Lambert-Beer, ainsi que les
coefficients d’absorption et de diffusion qui interviennent dans
les équations du chapitre 4 ont été déterminés. Les méthodes
d’obtention ont été données au chapitre 2, aussi bien pour les
coefficients relatifs & chaque longueur d’onde dgue pour Iles
coefficients globaux.

Les coefficients ont été déterminés pour 1l’espéce S,
platensis cultivée dans deux milieux différents: le milieu de base
(MB), et le milieu de faible force ionique (MF), dans lequel la
teneur en phycocyanines de la biomasse active est plus élevée.

La figure 5.2a montre les valeurs du coefficient d’extinction
de Lambert-Beer m,, pour 40 longueurs d’onde du spectre visible.

De méme, la figure 5.2b donne les valeurs des coefficients
d’absorption Ea(a) et des coefficients de diffusion Es(2), pour 40
longueurs d’‘onde entre 350 et 750 nm. Ces résultats ont été
obtenus pour des cellules cultivées avec une agitation orbitale,
ou pour des vitesses d’agitation par turbines inférieures a 150
t/mn. On remarque dgue le coefficient de diffusion est bien

indépendant de la longueur d’onde conformément & nos hypotheses.
D’autre part, 1l/évolution du coefficient d’absorption en fonction

257




Chapitre 5
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Figure 5.2: Valeurs des coefficients d’extinction de Lambert-~Beer

"(a), et des coefficients massiques d’absorption et de diffusion de
la lumiére (b) sur 1l’ensemble du spectre visible. Les résultats

sont données pour des suspensions de S. platensis cultivée dans le
milieu de base (MB) et dans 1le milieu de faible force ionique

(MF) .
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de la longueur d‘onde est trés voisine du spectre d’absorption
donné au chapitre 3.

ILa détermination des coefficients globaux peut étre réalisée
directement par méthode globale, ou par méthode intégrale, a
partir des résultats précédents. Aux erreurs de mesures pres, les
deux méthodes donnent des résultats identiques. Les résultats

obtenus sont donnés dans le tableau 5.1.

Coefficient Coefficient Coefficient

4 1 1 ’ ] 3 3
Milieu de culture. geeizgggiton d abforp?ion. de diffu?ion.

e (n®.kg™") (n*.kg™ ")
(m”~.kg )

Milieu de base. ‘ 240 150 200
Milieu de faible
force ionique. 260 165 200

Tableau 5.1: Valeurs des coefficients globaux d’extinction,
d’absorption, et de diffusion de la lumiére par S. platensis, en
fonction du milieu de culture utilisé, et pour une agitation

faible.

Sur la base de ces coefficients, on peut calculer que dans le
cadre d‘une approximation monodimensionnelle, 1‘’équation de
Lambert-Beer (4.1) et l’éguation de Schuster (4.43) donnent la
méme valeur de la transmission, pour une culture de concentration
définie. Néanmoins, les profils d’énergie disponible obtenus dans
le réacteur sont différents.

Des expériences identiques ont été réalisées & partir de
cultures agitées par turbines Rushton, notamment & 300 t/mn, qui
est la vitesse d’agitation utilisée dans 1le réacteur. Les
résultats montrent que le coefficient d’absorption n‘est pas

modifié, mais que le coefficient de diffusion devient égal a 240
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m’.kg™. Cette augmentation du coefficient de diffusion de 20%,
liée a 1l’agitation des cellules, est en parfait accord avec la
diminution de 20% du coefficient de corrélation donnant 1la

concentration en biomasse a partir de la D.O._ ., introduite au
chapitre 2, et correspond probablement & une légére modification

de la morphologie des cellules.

La connaissance des coefficients d’absorption et de diffusion
permet d‘utiliser 1l’équation des transferts radiatifs (équation
4.25) pour mailler numériquement en intensité spécifique les
réacteurs que nous avons utilisés au cours de cette étude. Ce
maillage permet notamment de calculer la vitesse volumétrique
moyenne d/absorption de 1l‘’énergie lumineuse dans le réacteur, au
moyen de 1l’équation 4.27. Pour valider 1les résultats obtenus
numériquement, nous avons réalisé des déterminations
expérimentales de la vitesse volumétrique moyenne d’absorption de
l’énergie lumineuse, et ceci sur les deux types de réacteurs
parallélépipédiques utilisés, de volumes respectivement égaux & 1
et 4 litres. Deux valeurs différentes du flux d/’énergie radiante
incident ont été utilisées, mais ces valeurs étant assez proches,
il semble difficile de montrer des différences significatives
entre les vitesses d’absorption obtenues.

Les résultats sont détaillés sur la figure 5.3, et montrent
un accord excellent entre 1les mesures expérimentales et les
valeurs prédites numériquement. On constate é&également, comme
attendu, que les valeurs normalisées des vitesses d’absorption de
l1’énergie tendent vers une asymptote inférieure & 1, en raison de
la partie d’énergie diffusée hors du réacteur. La valeur de
l7asymptote est d’environ 0,85 pour les réacteurs
parallélépipédiques, alors qu’elle n’est que de 0,60 pour le
réacteur cylindrique (résultat non montré).

Des comparaisons entre les valeurs de vitesses volumétriques
d’absorption de l’énergie calculées pour les 40 longueurs d’onde,
ou a partir des coefficients globaux ont été réalisées. Les
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résultats montrent que les écarts entre les deux méthodes sont
significatifs, de l’ordre de 15%, lorsque l’‘on utilise des lampes
halogénes comme source lumineuse (spectre d’émission décalé dans
l’orange, donné au chapitre 2), alors gque pour des tubes
fluorescents, la méthode globale fournit une approximation
tout-a-fait correcte. Lfutilisation d‘’un modéle & plusieurs
longueurs d’onde est donc nécessaire si 1l’on veut tenir compte de
spectres d’émission des lampes non réguliers dans le domaine

visible.

L’adéquation du modéle mathématique, ainsi que la précision
de la méthode numérique utilisée ayant été démontrées, nous avons
déterminé la vitesse volumétrique moyenne de l’absorption de 1la
luniére a 1’asymptote, pour toutes les cultures en
photobioréacteurs réalisées dans ce travail. La comparaison de ces
résultats avec les vitesses volumétriques moyennes de croissance
de la biomasse obtenues expérimentalement ont permis de calculer
les rendements énergétiques de conversion Ynx, au moyen de
17éguation 5.8.

Si 1l’on se base sur la valeur donnée par AIBA (1982) pour
l’enthalpie de combustion de S. platensis, c’est~-a-dire AH=
2,09.10° J/kg, on peut également calculer le rendement total de fa
photosynthése YT, chez S. platensis. Celui-ci s’écrit:

Y = AH .Y (5.13)

T e I/X

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 5.2, et

représentés sur la figure 5.4.
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Vitesse volumétri~ |Vitesse volu-~ [Rendement de Rendement
que moyvenne d’ab- |métrique conversion de |énergétique
sorption de 1l’éner-|moyenne de l7énergie en |total de la
gie lumineuse. croissance de |biomasse. photosynthése.
la bionmasse.
(W.m™?) (kg.m *.s™ ") (kg.J"*).10° (adim.)
80 4,6.1077 5,7 0,12
110 5,8.107 " 5,3 0,11
140 7,1.2077 5,1 0,11
180 8,9.10° 7 4,9 0,10
330 1,3.10°° 4,1 0,09
390 1,4.10°° 3,5 0,07
480 1,5.10°° 3,1 0,065
700 2,0,10°° 2,8 0,06
750 2,0.10°° 2,7 0,06
980 2,6.10°° 2,7 0,06
1150 3,1.107° 2,7 0,06

Tableau 5.2: Rendement de conversion de 1l’énergie en biomasse

ny, et rendement énergétique total de la photosynthése Y;, en
fonction de 1la vitesse volumétrigue moyenne d‘absorption de

1/énergie lumineuse.

Comme nous l’avions annoncé précédemment, on constate que le
rendement énergétique diminue en fonction de la vitesse
volumétrique moyenne d‘absorption dans 1le réacteur. Cette
diminution est due & une baisse du rendement quantique moyen <Y >
dans le réacteur. Le rendement maximum obtenu est de 5,7.1(;1"9
kg/J, ce qui correspond a un rendement total de la photosynthése
de 0,12. Ce résultat est en accord parfait avec 1la wvaleur
déterminée par AIBA sur des cultures en continu de Spirulina
platensis (AIBA et OGAWA, 1977; OGAWA et AIBA, 1978; AIBA, 1982).

Par ailleurs, ‘11 est intéressant de noter que lorsque 1la
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vitesse volumétrigue d‘’absorption atteint environ 750 W/m*, 1le
rendement énergétique de conversion devient constant, et égal & la
valeur minimale de 2,7.107° kg/J. Ce seuil de vitesse correspond a
l/apparition, dans le réacteur, d’énergies saturantes supérieures
ou égales & 130 W/m°. La constance observée du rendement de
conversion de 1l’énergie lumineuse en Dbiomasse peut alors
s’expliquer par une augmentation progressive des seuils de
saturation déterminés a 1’échelle de la cellule seule (chapitre
3). Cette augmentation se ferait bien sOr de fagon continue, en
méme temps qufaugmentent les intensités spécifiques locales dans
le réacteur. En effet, les courbes de saturation de 1la
photosynthése en fonction du flux lumineux s‘expliquent par
l’apparition, & la saturation, d’une étape limitante au niveau du
cycle de Calvin. A haute densité en pigments, le temps de passage
des cellules devant ces mémes énergies saturantes dans le réacteur
est trés bref. Dfautre part, on a vu que si le temps de passage a
l’obscurité est supérieur a 300 ms, le cycle de Calvin a le temps
d’évacuer le pouvoir réducteur formé. Ainsi, on peut constater
dans le réacteur, en raison des alternances lumiére-obscurité, une
augmentation de la vitesse maximale de la photosynthése aux fortes
intensités locales. Ceci explique probablement que le rendement
apparent de conversion de 1l’énergie lumineuse devienne constant,
puisque cela se traduit par une augmentation constante de la
vitesse volumétrique de la biomasse, qui devient alors directement
proportionnelle & la vitesse volumétrique d‘absorption de
l’énergie lumineuse (équation 5.8, figure 5.4). Ce phénomé&ne se
produit vraisemblablement jusqu’a 1l’apparition d’énergies
inhibitrices dans le réacteur, c’est-~a-dire que la valeur minimale
du rendement de conversion déterminée serait valable Jjusqu’a
environ 2000 W/m’.

Les résultats obtenus sur le rendement de conversion de
l1’énergie lumineuse en biomasse permettent d’établir la relation
suivante qui sera utilisée dans le modéle mathématique:

265




Chapitre 5

1,91
m
tn
: ~*
E &
E ]Jﬂ- | E!IEJEI
e ' a "
= & g B g
oo
- oo
o B
= 0,5
=
@
Q
=
=]
L

t
ﬂ ' ] 1 | 1 I 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500

Temps (heures)

Figqure 5.5: Comparaison entre les valeurs expérimentales et le

résultat d’une simulation de culture en discontinu de S. platensis
en photobioréacteur cylindrique (trait continu). Flux lumineux
incident de 20 W/m".
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Figqure 5.6: Comparaison entre les valeurs expérimentales et le
résultat d’une simulation de culture en discontinu de S. platensis

en photobioréacteur cylindrique (trait continu). Flux lumineux

incident de 50 W/m’.
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Y =-(Y )
I = e (5.4

I/X¥ max I/X min

avec:
— —9
(Y, ),.= 6,95.107 kg/J

(Y )y = 2,7.107° kg/J

I/X min

k = 4,1.107 m’/W

Cette relation, associée aux équations 4.25, 4.27, et 5.1,
permet de réaliser des simulations de cultures en photobioréacteur
cylindrique. Deux simulations ont été réalisées, pour des énergies
incidentes différentes. Les résultats sont donnés sur les figures
5.5 et 5.6. On constate qu’il exite un trés bon accord entre le
modéle mathématique et les points expérimentaux.

B - LIMITATIONS BIOLOGIQUES PAR I.ES MINERAUX:

Au chapitre 3, nous avons donné les effets physiologiques
observés lors de 1’étude des limitations minérales en nitrate,
sulfate et phosphate. L’existence d’un modéle robuste vis a vis de
la limitation par le transfert de lumiére, capable de conduire a
la détermination du volume utile éclairé, permet d’envisager 1la
modélisation des limitations minérales et la détermination des
paramétres cinétiques du modéle proposé. La démarche dque nous
allons présenter dans ce paragraphe est un résumé de l’article de
CORNET et al. (1992b) gqui traite des limitations minérales azote
et soufre. Nous avons rajouté 1les résultats obtenus sur la
limitation par le phosphore.

Dans ce paragraphe, et pour des raisons de minimisation du
temps de calcul lors de l’identification des paramétres, le modéle
utilisé prenant en compte la limitation par le transfert d’énergie
lumineuse est le modéle monodimensionnel de SCHUSTER (1905). Les
raisons de ce choix ont été données au paragraphe précédent, mais
cela n’enléve rien & la généralité des équations cinétiques qui
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seront discutées, ni & la validité des valeurs de parametres
déterminées. Ce choix implique par contre 1l/utilisation de
coefficients d’absorption et de diffusion globaux.

Les modifications métaboliques et  physiologiques qui
surviennent lors des 1limitations minérales, notamment 1la
diminution de la concentration en phycocyanines et 1l‘augmentation
de la teneur intracellulaire en glycogéne, obligent & faire jouer
un rbéle privilégié & certains composants cellulaires (voir
chapitre 3).

La biomasse est divisée en trois catégories.

- La biomasse totale (XT) qui contient 10%
d’exopolysaccharide, cette fraction massique correspondant aux
faibles flux lumineux utilisés lors de 1l’étude des limitations
minérales (flux inférieur & 20 W/m°). La biomasse active est alors
égale a 0,9 fois la biomasse totale.

~ La biomasse végétative (XV) qui résulte de 1l’augmentation
intracellulaire de 1la teneur en glycogéne (G) alors dque la
biomasse ne se divise plus.

- La masse organique totale (MO) qui prend en compte les deux
premiéres et 1l’exopolysaccharide excrété en fin de 1limitation
minérale (PS).

Si C est une concentration, on a:

cC = CXT+ CG

XV

cC =C +¢C
MO Xv PS

Il apparait clairement qu’en conditions optimales de

croissance, la concentration en glycogéne C, est négligeable, et

la concentration en exopolysaccharide excrété est nulle. On a

donc:

Cc

CcC = C
XT Xxv MO
La fraction massique biotique du composé i est alors définie
par (ROELS, 1983):
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On peut donc définir les fractions massiques biotiques en
protéines (zp), phycocyanines (zmg, et chlorophylles (za). Les
valeurs expérimentales sont celles données au chapitre 3. En
conditions optimales de culture, sans limitation minérale, ces
fractions sont constantes, et_valent avec 10% d’exopolysaccharide:

zP = 0,61
z = 0,135
j:e]

z = 0,009

CH
Les coefficients d’absorption et de diffusion introduits au
chapitre 4 peuvent étre redéfinis, a partir des composés du
modele. En effet, le coefficient d’absorption est relié

directement & la concentration en pigments, il peut donc s’écrire:
EA = Ea.(C + C ) (5.15)
PC CH

Le coefficient de diffusion est relié a la taille des
cellules, c’est-a-dire a la concentration en biomasse végétative:

ES = Es.C_ (5.16)

Ces nouvelles définition des coefficients d’absorption et de
diffusion permettent de redéfinir également les paramétres o et §
introduits au chapitre 4. La fraction massique biotique des
antennes collectrices de la lumiére est facile a définir:

Ainsi, on obtient pour « et 8§ les valeurs suivantes:
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1/2

o = [za.Ea/(za.Ea + (1+zG).Es)] (5.17)

s = [za.Ea + (1+zG).Es].C§T.a.L (5.18)

On remarquera a partir de ces définitions que les équations
de transfert radiatif dépendent a la fois de la concentration en
biomasse et de la teneur en pigments des cellules, ce qui justifie
a posteriori 1lfutilisation de coefficients indépendants pour
traduire 1’absorption et la diffusion de la lumiére dans les
photobioréacteurs. A partir des wvaleurs données au paragraphe
précédent, on obtient pour la nouvelle définition de ces
coefficients:

Ea = 940 m°/kg d’antenne
Es = 180 m’/kg de biomasse végétative

Les résultats physiologiques détaillés au chapitre 3
permettent de formuler les hypothéses suivantes, qui vont é&tre
utilisées pour l’écriture du modéle.

- La composition élémentaire de la biomasse totale
C¢,H,0,N,S,P reste constante au cours de la croissance, méme en
condition de limitation minérale.

- La fraction massique biotique en protéines reste constante
en limitation N et P, mais décroit en limitation S.

- La fraction massique biotique en phycocyanines décroit en
limitation N et S, mais reste constante en limitation P.

- La fraction massique biotique en chlorophylles reste
constante, quelle que soit la limitation minérale.

- Lors d’une limitation minérale en azote ou en soufre, la
vitesse volumétrique moyenne de décroissance des phycocyanines et
des protéines, ainsi que 1la vitesse volumétrigue moyenne de
croissance de la biomasse végétative sont proportionnelles a 1la
vitesse volumétrique moyenne de synthése de la masse organique
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totale. Cette dernigdre n’est pas affectée par la limitation N ou
S, puisque la synthése de glycogéne et d’exopolysaccharide excrété
se poursuit, et le rendement quantique moyen dans le réacteur
n’est pas diminué.

- Lors d’une limitation en phosphore, la vitesse volumétrique
moyenne de la biomasse totale est affectée. Comme il n’y a pas
accumulation de glycogéne, ni excrétion d’exopolysaccharide, et
d’aprés les définitions adoptées, les concentrations des trois
catégories de biomasse restent confondues.

- Enfin, nous supposerons que le taux de croissance moyen <u>
suit des lois de limitation de type Monod pour les concentrations

en minéraux.

La vitesse volumétrigque de synthése de la masse organigue
totale est alors donnée par l’éguation 5.12, en appelant cPh la
concentration en phosphate:

c
<r > = <u>.y¥.C —22 (5.19)
MO X K +c
Ph Ph

ol KPh est la constante de Monod pour le phosphate.

A partir de nos hypothéses, cette équation permet d’écrire
toutes les autres équations du modeéle.

En effet, compte tenu de ce que nous avons dit, si 1l’on
néglige la maintenance, la vitesse volumétrique moyenne de 1la
biomasse totale est égale a: '

<r > = <r >. % . % (5.20)
KN+ CN KS+ Cs

ol C et C_ sont respectivement les concentrations en nitrate et
en sulfate, et K% et KS les constantes de Monod pour N et S.

Quelle que soit 1la 1limitation minérale, la teneur en
chlorophylle a dans la biomasse totale reste constante, aussi
pouvons nous écrire la vitesse volumétrique moyenne de synthése de
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la chlorophylle a:
<t > =2z .<r > (5.21)
CH CH XT

La vitesse volumétrique moyenne de synthése des phycocyanines
est proportionnelle & 1la vitesse volumétrique moyenne de
croissance de la biomasse totale en conditions non limitantes par
les minéraux. Elle est proportionnelle & la vitesse volumétrique
mbyenne de synthése de la masse organique lors des limitations N

ou S:

c c KN Ks
<r > = Z .<r >.[ 2 - + )] (5.22)
Fe Fe K+C K+C K+ C K+ C
N N B 8 N N 8 s
Le terme de droite permet de rendre compte de la décroissance
de la teneur en phycocyanines qul apparait quand les
concentrations en nitrate ou en sulfate sont faibles.
La vitesse volumétrique moyenne relative aux protéines
décroit seulement en limitation sulfate. Aussi, avec les mémes
notations que précédemment, on a:

Cc C K
<r> = z < >.[ r—2 -k .—£ ] (5.23)
P P MO K+C K+C PK+C
N N 5 S s s

kP est un coefficient de proportionalité  traduisant la
décroissance de la teneur en protéines en limitation S.

Les vitesses volumétriques moyennes de décroissance des
concentrations en minéraux dans le milieu sont obtenues & partir
de rendements massiques de conversion. Ces rendements sont donnés
par l’équation stoechiométrique traduisant la croissance de la
biomasse totale, avec 10% d’exopolysaccharide. Une telle équation
a été établie et validée au chapitre 3 (équation 3.7). Pour les
nitrates, 1les sulfates et 1les phosphates, on peut écrire
respectivenent:

<r > ==~ Y .<r > (5.24)
N N/XT péi
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<r> ==Y ,<r > (5.25)
s s/XT XT

<rph> = - th/m.<rph> (5.26)

Aprés une limitation N ou S, la croissance de la biomasse
végétative se poursuit par accumulation intracellulaire de
glycogéne, Comme les cellules ne se divisent plus, cette
accumulation s’arréte et la concentration en biomasse atteint un
plateau. Ceci est traduit par un terme C /(K + C:c) gui relie
l’apparition du plateau & la diminution de la concentration en
phycocyanines. D’autre part, si 1’on exprime la vitesse <r > en
fonction de la concentration en phycocyanines, on remarque que ce
terme représente une loi de Moser dans laquelle n = 2. La vitesse
volumétrique moyenne de croissance de la biomasse végétative est

donc:

Cc C Cc K X
<r > = <r >.[ = .+ Es Y+ s )]
XV

Mo K+¢C K+¢C K + ¢? K+ C K+C
N N s S rCc PC s s

N N

(5.27)

L’ensemble du modéle est donc constitué des équations 4.42,
4.43, 5.10, 5.11, 5.17-5.27. Il utilise seulement 7 paramétres L
K, K, K, K, K_ et k$, pour traduire les effets de 1la

J N s Ph
limitation par le transfert de lumiére, et les limitations par

NO_, SO?, HPOT. En effet, les coefficients Ea et Es sont obtenus
par une expérience indépendante. Les valeurs des paramétres
cinétiques obtenues étant déterminées & partir du volume utile
éclairé, elles sont transposables a des modeles plus évolués pour
traduire la limitation physique par la lumiére. C’est le cas du
modéle utilisant les équations des transferts radiatifs qui pourra
étre utilisé pour réaliser des simulations du comportement du
photoréacteur, en discontinu ou en continu. Le nombre de paramétre
est alors réduit a 6, car on remplace les paramétres K, et K par
Y .

I/X
Les paramétres cinétiques ont été identifiés sur des cultures
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réalisées dans différentes conditions de flux lumineux et de

concentrations initiales en minéraux. Les valeurs obtenues sont

les suivantes:
g = 0,07 h™

M

20 W.m'™~

I

K

J
K = 5,3.10" kg N0;.m'3
K = 2,5.10" kg soj‘.m"“‘

3

K = 2,7.10"" kg HPO™ .m"
FPh 4

K = 0,15 kg°.m™®

PC

k = 0,55
P

Les traits pleins sur les figures 5.7, 5.8, et 5.9 montrent
des simulations réalisées avec le modéle qui vient d’étre décrit,
respectivement pour des limitations NO, SOT, et HPOT. Oon
remarque la bonne adéguation entre le modéle et 1les points

expérimentaux.

C - LIMITATION BIOLOGIQUE PAR T.A SOURCE DE CARBONE,

LIMITATION PHYSTQUE PAR LE TRANSFERT DE CO{;

Les résultats obtenus au chapitre 3, a propos de la

limitation par la source de carbone HCO; permettent de donner deux

conclusions importantes:
- la limitation par le transfert de gaz semble trés longue a

atteindre dans les cultures de cyanobactéries, car celles-ci

concentrent le bicarbonate, ce qui maintient lfactivité de 1la

Rubisco;
- le régime demeure instationnaire pour toutes les espéces du

" carbone inorganique dissous dans la phase liquide, notamment pour

le bicarbonate.
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1,21 B Biomasse

< + Chlorophylle.10

B Phycocyanines.10

Phosphate.100

Concentrations {(kg/m3)

Temps {h)

Figure 5.9: Comparaison entre les valeurs expérimentales et le
résultat d‘’une simulation (traits continus) de culture en
discontinu de S. platensis en limitation par la concentration en

phosphate. Il s’agit d’un réacteur parallélépipédique et le flux

lumineux incident est de 11 W/m.

278




Modélisation mathématique de la culture de spirulina platensis

Dans tous les cas, les équations différentielles 4.68, 4.71,
4.72, et 4.75-4.77 développées au chapitre 4, permettent de
traduire tous les phénoménes instationnaires qui apparaissent dans
la phase liquide. Elles permettent également de prendre en compte
une limitation par 1le transfert de co, car les dérivées
deviennent alors négligeables et le systéme tend vers un régime

stationnaire.

A partir de ces équations, il semble néanmoins difficile de
modéliser de facon simple l’effet de la limitation par la source
de carbone sur les vitesses volumétriques moyennes de croissance
de la biomasse. En effet, la diminution de ces vitesses est
probablement diie a une diminution du rendement énergétique de
conversion, puisque 1les cellules doivent utiliser de grandes
quantités d’ATP pour concentrer le bicarbonate contre son
gradient. Cependant, nos résultats montrent qu’il est difficile de
relier la diminution du rendement énergétique de conversion & la
concentration extracellulaire en bicarbonate.

En effet, 1la vitesse volumétrique de croissance de 1la
biomasse demeure linéaire pour une fraction molaire donnée en co_
dans le gaz, alors que la concentration en bicarbonate décroit en
permanence.

Il est donc impossible d’utiliser une équation de Monod,
comme le font la plupart des auteurs (CURLESS, 1986; ERICKSON et
al. 1987), avec un terme CHCO- / (KHC- + CHCO-) pour traduire 1la

(o]
3
diminution du rendement énergétique desconversion.
A titre de résultat préliminaire, nous donnons, dans le
tableau 5.3, les valeurs du rendement de conversion de 1l/énergie
lumineuse en biomasse, lors des différentes fractions molaires en

CO2 utilisées dans le gaz d’alimentation.
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Fraction molaire Rendement de con-
dans le gaz version de l’éner-
d’alimentation. gle en biomasse.

(ppm) (kg.J"*).10°
Vitesse maximale 2,70

350 0,47

700 0,80

1400 1,35

2100 1,80

2800 2,20

Tableau 5.3: Valeurs du rendement de conversion de 1l’énergie
lumineuse en biomasse, en fonction de la fraction molaire en CO
2

dans la gaz d’alimentation.

5.2. MODELES MATHEMATIQUES BIOCHIMIQUEMENT STRUCTURES DE LA
PHOTOSYNTHESE. '

5.2.1. Intérét de ces modéles:

Les principales critiques que 1l’on peut faire aux modéles non
structurés tels qu’ils viennent d’étre développés sont de deux
ordres.

- La transformation des substrats en biomasse et produits est
traduite par une ou plusieurs équations stoechiométriques servant
4 définir les rendements massiques de conversion. En général, ces
éguations de bilan de masse sont établies lorsque 1le
microorganisme croit a vitesse maximale, dans un environnement
favorable n’imposant pas de contrainte. Or dés qu’une pression de
l’environnement existe, telle wune limitation physique ou
biologique, le microorganisme fonctionne sous contrainte, a

vitesse réduite.
Dans c¢e cas, les stoechiométries peuvent étre fortement
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modifiées, et 11 devient trés difficile de connaitre leur
évolution, ainsi que celle des rendements de conversion.

Ceci est particuliérement important pour les microorganismes
photosynthétiques qui fonctionnent duasiment en permanence sous
contrainte physique par le transfert d’énergie lumineuse (les
rendements massiques de conversion varient dans ce cas en fonction
de l’énergie absorbée dans le réacteur). |

- Le nombre de paramétres du modéle & identifier devient tres
vite important, si 1l’on prend en compte un certain nombre de
limitations. Ceci confére au modéle un mangue de cohésion et de

robustesse.

Ces ©problémes peuvent étre résolus par une approche
complémentaire introduisant les modéles biochimiquement structurés
(ROELS, 1983; DUSSAP, 1988), établie sur l’analyse du métabolisme
respiratoire, et susceptible d’étre généralisée a la
photosynthése.

La démarche consiste a écrire les bilans en ATP et cofacteurs
et & analyser leur couplage. Il devient alors possible de prédire
la valeur des rapports de vitesses P/2e in vivo. Ces rapports
vont déterminer l1l/’établissement des rendements de conversion, en
fonction des contraintes extérieures appliquées aux
microorganismes. L‘analyse du couplage des réactions introduit
bien slir de nouvelles variables qui augmentent donc le nombre de
degrés de liberté du modéle. Le systéme peut cependant étre résolu
par 1’introduction de nouvelles équations qui découlent de
l7application, au métabolisme bactérien, de 1la thermodynamique
phénoménologique linéaire des processus irréversibles.

Ainsi, les modéles biochimiquement structurés sont capables
de prévoir les rapports des vitesses entre les différentes classes
de macromolécules cellulaires, quelles que soient les contraintes
appliquées au métabolisme. Il n’est donc plus nécessaire de passer
par la détermination des rendements massiques de conversion.
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5.2.2. Etablissement des stoechiométries:

L’analyse des voies métaboliques des cyanobactéries données
au chapitre 3, la connaissance exacte des compositions des
macromolécules cellulaires en molécules élémentaires ainsi que
celle des proportions en macromolécules dans la biomasse,
permettent d’établir des équations stoechiométriques de synthése
des macromolécules (voir ces données chapitre 3). Ces équations
font intervenir la demande en moles d‘ATP et cofacteurs réduits
pour la synthése d’une C-mole de macromolécule.

Nous avons réalisé ce travail pour Spirulina platensis, et
nous allons ici exposer les résultats obtenus. Notons dgque les
cofacteurs sont assimilés au NADP', les connaissances actuelles ne
permettant pas de définir les rbéles joués par le NAD',

- Synthése des sucres simples et polyosides:

Pour la synthése des sucres simples et des polyosides, la
demande en ATP a été estimée a partir des données de OURA (1983).
L’éqguation obtenue pour les sucres simples de S. platensis (voir

chapitre 3) est la suivante:

co_+ 2,125 HO + 0,030 HNO + 3,057 ATP + 1,842.[NADPH + H']
—>»CH O N P + 3 Pi + 3,057 ADP + 1,842 NADP"

1,964 1,215 0,030 0,087

(5.28)
Si 1’on considére qu’il faut 2 moles A’/ATP pour réaliser une
liaison osidique, on obtient 1’équation de synthése des

polyosides:

co, + 2,0377 HO + 0,0007 H SO, + 3,33 ATP + 2,1266.[NADPH + H']
—— SCH O 8 + 3,33 Pi + 3,33 ADP + 2,1266 NADP®

1,670 0,711> 0,0007
(5.29)
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- Synthése des acides nucléiques:

La demande en ATP a également été estimée a partir des
données de OURA (1983). L’équation stoechiométrique obtenue pour
les acides nucléiques est alors:

CO + 1,203 HO + 0,393 HNO_+ 3,776 ATP + 2,909.[NADPH + H']
2

——» CH O N P + 3,672 Pi + 3,776 ADP
1,273 0,710 0,393 0,104
+ 2,909 NADP" (5.30)

~ Synthése des protéines:

La demande en ATP a été estimée, pour chagque acide aminé, a
partir des données de STOUTHAMER (1973). La composition en acides
aminés des protéines de S. platensis est celle donnée par CLEMENT
(1975). Si 1l’on considére qu’il faut 4 moles d’ATP pour une
liaison peptidique, on a alors 1l’équation stoechiométrique

suivante:

COZ + 1,2523 H20 + 0,2496 HNO3 + 0,0069 stO4 + 3,702 ATP

+ 3,0811.[NADPH + H']
———> CH O N 8 + 3,702 Pi + 3,702 ADP

1,526 0,327 0,250 0,0069

+ 3,0811 NADP* (5.31)
Il est également possible d’obtenir 1’équation
stoechiométrique des phycocyanines. Ce sont des complexes

protéiques qui jouent le rble de pigment récepteur du photosystéme

II. L’équation est donc trés proche de la précédente:

C‘O2 + 1,218 HZO + 0,250 HNO3 + 0,010 H?‘SO4 + 3,702 ATP

+ 3,1115.[NADPH + H']
—>CH O N 8 + 3,702 Pi + 3,702 ADP
1,525 0,306 0,250 0,01
+ 3,1115 NADP® (5.32)
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- Synthése des lipides:

Les lipides des cyanobactéries sont bien particuliers, aussi
est-il impossible d’utiliser des données é&tablies sur d’autres
bactéries. L’éqguation qui suit a été écrite a partir des
informations données par TREMOLIERES (1990):

CO_+ 1,2028 HO + 0,0028 HSO + 3,0127 ATP + 2,6586.[NADPH + H']
—>CH O P S + 3,01 Pi + 3,0127 ADP
1,734 0,204 0,0027 00,0028
+ 2,6586 NADP" (5.33)

- Synthése de l’exopolysaccharide:

A partir des données que nous avons établies sur la
composition et la formule brute du polysaccharide, nous pouvons en
déduire 1’équation stoechiométrique de synthése. En comptant
toujours 2 moles d’ATP par liaison osidique, et a partir des
données de OURA (1983) sur les sucres simples, on a:

co + 2,22 HO + 0,015 HSO + 3,33 ATP + 1,920.[NADPH + H']
—>CH O 8 + 3,33 Pi + 3,33 ADP + 1,920 NADP'

1,650 0,950 0,015
(56.34)

Les équations stoechiométriques 5.28-5.34 peuvent étre
combinées & volonté pour obtenir 1l’équation de la biomasse, en
fonction des différentes conditions de culture. La détermination
des vitesses de synthése associées a chacune des équations est a
la base des nodéles biochimiguement structurés de la
photosynthése.

Dans ce qui suit, nous allons traiter, & titre d’exemple, le
cas de la limitation physique par le transfert de lumiére. Cette
restriction n’enléve rien a la généralité du modéle proposé, mais
permet une approche simple basée sur une seule équation
stoechiométrique pour la biomasse active. D’autre part, le cas de
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limitation par la lumiére est permanent lors de la croissance des
microorganismes photosynthétiques, ce qui leur impose une vitesse
et un rapport P/2e” in vivo.

Dans le cas particulier de S. platensis, mais probablement
dans le cas de toutes 1les cyanobactéries, on sait gque le
déséquilibre éventuel du rapport P/2e  conduit & la synthése de
plus ou moins d’exopolysaccharide. Celui-ci joue donc un rbdle clé
dans le métabolisme du mnicroorganisme, et on doit le prendre en
compte dans l’écriture du modéle structuré. '

En ce ¢ui concerne la limitation par la lumiére seule, le
modéle peut s’écrire avec 5.équations stoechiométriques seulement
(lors des limitations minérales, les modifications
intracellulaires obligent & considérer un nombre d’équations plus
élevé). La premiére équation est c¢elle de 1la synthése des
constituants cellulaires de la biomasse active. Celle-ci peut
sfécrire a partir des équations stoechiométrigues de chaque
constituant cellulaire que nous avons donné plus haut. Si 1l/on
prend les proportions données au chapitre 3, on obtient 1/équation
suivante pour la biomasse active, avec une vitesse spécifique

molaire J
XA

_ Co, + 1,3794 HO + 0,1921 HNO_ + 0,0052 H SO + 3,568 ATP
+ 2,874 .[NADPH + H']
~—>CH O N 8 P + 3,5616 Pi

J 1,866 0,408 0,192 00,0052 0,00863
Xa

+ 3,568 ADP + 2,874 NADP' (5.35)

La deuxiéme équation est celle de 1la synthése de
1’exopolysaccharide, c’est-a~dire 17équation 5.34 précédemment
écrite, La vitesse spécifique molaire de cette réaction est J__-

On doit ensuite rajouter les trois équations suivantes:
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- réduction des cofacteurs par la photosynthése:

. NADP" + H20 —> [NADPH + H'] +

N

Y=

0 (5.36)

- production d’ATP par la photosynthése:

ADP + Pi —5 ATP + Hzo (5.37)

P

- maintenance du microorganisme:

ATP + HZO ————j——-> ADP + Pi (5.38)
M
Oon a donc 5 vitesses spécifiques molaires I o J_, I, J,

Ju, 4 déterminer, ce qui demande 1l’écriture de 5 équations
supplémentaires.

Deux équations structurantes sont données par le bilan en ATP
et en cofacteur qui stipulent que 1’ATP et les cofacteurs ne sont
globalement ni produits ni consommés par le métabolisme. Cette
hypothése d’accumulation nulle est donc une hypothése de régime
pseudo-permanent.

- Bilan ATP:
3,568 J + 3,33J +J =J (5.39)
XA PS M P

-~ Bilan cofacteur:
2,874 3 + 1,920J3 =J (5.40)
XA Ps N

I1 reste alors 3 degrés de liberté & fixer, dont deux
correspondent aux hypothéses cinétiques du modéle. Les équations
4.28, 5.2, et 5.3 permettent de déterminer la vitesse spécifique
molaire de réduction des cofacteurs:
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Y".!:/02
J = 2. Ty .<r > (5.41)
2

L’hypothése la plus simple pour la maintenance est alors:

o

X = constante (5.42)

g

Xa

Ces deux relations impliquent 1‘identification de deux
parametres du modeéle.

Le degré de liberté restant pourra étre obtenu par l’analyse
du couplage phosphorylation-photosyntheése, que nous allons
discuter dans la suite,

5.2.3. Analyse thermodynamique du couplage phosphorylation-
photosynthése:

Dans les deux paragraphes qui suivent, nous allons abandonner
le cadre restreint de la limitation physique par le transfert de
lumiére pour présenter 1’approche thermodynamique générale
permettant de prédire 1l’évolution des rapports P/2e” dans les
microorganismes photosynthétiques. Nous supposerons d’autre part
gque le lecteur est familarisé avec les notions de base de la
thermodynamique linéaire des processus irréversibles. Si tel n’est
pas le cas, il pourra trouver les définitions nécessaires dans les
ouvrages de PRIGOGINE (1968), ROELS (1983), et DUSSAP (1988).

L’application de la thermodynamigque des processus
irréversibles & la modélisation des systémes Dbiologiques
représente une avancée récente (ROELS, 1983; DUSSAP, 1988; WALZ,
1990) dans le domaine du génie des procédés. Rappelons gque la
thermodynamique du non équilibre est basée sur le théoréme du
minimum de production d’entropie (PRIGOGINE, 1968), qui présente
un intérét certain pour la description des états stationnaires
chez les microorganismes. Les trois conditions nécessaires a
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1l’application de ce théoréme sont les suivantes (JURETIC, 1984):

- le systéme doit obéir & des lois phénoménologigues
linéaires;

- les coefficients phénoménologiques doivent étre
indépendants des forces;

~ les relations de réciprocité d’Onsager doivent s’appliquer.

Le champ d’application de la thermodynamique phénoménologique
linéaire est donc normalement restreint aux systémes homogénes
proche de 1l’équilibre, ou aux systémes pulsatoires 1loin de
1’équilibre (DUSSAP, 1988).

Elle semble avoir été appliquée avec succés par DUSSAP (1988)
pour des systémes hétérogénes loin de 1’équilibre, en vue de
déterminer les rapports P/O in wvivo lors de la respiration des
microorganismes fonctionnant sous contrainte.

Il apparait donc possible d’envisager une application a la
détermination du rapport P/2e  chez les microorganismes
photosynthétiques.

L’éguation du couplage phosphorylation-photosynthése est

donnée par:

g

j-‘i = P/2e” (5.43)
N
Lorsque deux réactions sont couplées, leurs vitesses sont

dépendantes et les 1lois de 1la thermodynamique 1linéaire des
processus irréversibles permettent d’écrire:

J =L A + L .A (5.44)
NN N PN P

N

J =L .A +L .A (5.45)
N PP P

P PN

li

Les coefficients Lij sont les coefficients phénoménologiques,
et Aj est 1’affinité de la réaction:

Aj =T Z Vij'ui
i

oli M, est le potentiel chimique du constituant i.
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Les deux relations 5.44-45 peuvent &tre normalisées en

posant:
LPN‘
g o= R (5.46)
(L .L )¥*
pp NN
LPP 1/2
7 = (ETJ (5.47)
NN
A
X = Z.Kf (5.48)
N
Elles deviennent alors:
J =1L .A.(1L+q.x) (5.49)
J = %.L .A.(q+x) (5.50)

Seule la détermination a priori du rapport est nécessaire:

J Z.(q + x)
ji R — (5.51)
w (1 + g.x)

Les 3 variables du systéme Z, (g, X, sont calculées en
exprimant analytiquement que le couplage entre les deux réactions
est optimal.

Celui-ci est défini par:

é =v  (5.52)
da(Jg .A)
— 5 =0 (5.53)
dgq

Le théorégme du minimum d’entropie permet alors d’écrire:

do = 0 (5.54)
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Pour exprimer 1la fonction de dissipation ¢, 1l faut
reformuler le bilan d’entropie établi au chapitre 4 dans les
termes de la thermodynamique phénoménologique linéaire.

Introduisons la fonction de dissipation:

o = <o'>.T.%— (5.55)

X
et explicitons 1l’équation 4.52 qui donnait le bilan entropique

en régime stationnaire, en négligeant 1l’émission:

A [ x.z éi.wi] = % + J” [— p.‘é’— + rr].dv (5.56) |

i X X
v

Pour pouvoir écrire le bilan entropique sur le métabolisme

QIEI

des microorganismes, il faut le partitionner:

OIO

A [—g—x.z éi.wi] =

i X

+”J[- p.ch—+(1.—Y.Y).r +Y.Y.r].dV
« q E I q E X
v

(5.57)

En faisant apparaitre 1’énergie utilisable par les
nicroorganismes ngﬁrI, on s’affranchit de la réserve émise par
JURETIC (1984), qui fait remarquer avec raison gue lorsqu’on
approche de la saturation lumineuse, 1les photons he sont pas
conservés dans les réactions primaires de la photosynthése.

Si 1l’on applique 1l’équation 5.57 au métabolisme des
microorganismes, on peut alors considérer qu’il s’agit d’un
systéme isotherme, isochore et non dissipatif, avec réaction
chimique. Le bilan se simplifie alors:

T -
A [ —5-02 Si‘Wi] = V.o (5.58)
X 1

avec:

Y
_ -1 i
c = <Yq>.YE.<r}> o .Z “1‘Mi

X

On rappelle que le rendement YE est une caractéristique
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physique de 1’émission de 1la source, et que 1’évolution du
rendement guantigque moyen <Y;> en fonction de 1la vitesse
spécifique d’absorption de 1’énergie lumineuse est donné par
l’équation 5.14.

La formulation phénoménologique linéaire améne a l’écriture

suivante de la fonction source:

o = <Yq>.YE.Z A,.d, + Z AT (5.59)
124 i

Les 3 relations 5.52-~5.54 permettent de calculer Z, q, x,
pour autant que la relation différentielle 5.54 soit résolue en
prenant en compte les contraintes externes qui s’exercent sur le
systéme métabolique.

Nous pouvons maintenant calculer les rapports P/2e dans un
certain nombre de cas'particuliers. Pour cela, il faut détailler
l’écriture des équations 5.36 et 5.37, en leur associant une
production d’énergie libre. . Cette production d’énergie est
associée a un gradient de protons de part et d‘autre de 1la
membrane des thylacoides et de la membrane plasmique (NITSCHMANN,
1986). A 1l’équilibre, on a une relation entre le gradient
électrochimique de protons et 1’énergie libre de Gibbs:

n.Aug .+ = AG (5.60)
" P
Au;-et AGP sont respectivement définis par:

A‘—‘-H'i- = 2,3-RT.ApH - gko

164
ATP
cC +cC
P

ADP i

AG = AG’ + RT.1ln
P P

ot ApH et Ay sont les différences de pH et de potentiel électrique
de part et d’autre des membranes. Les vitesses spécifiques de
réduction des cofacteurs et de production de 1’ATP s’écrivent
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alors, a partir des équations 5.36 et 5.37:

8.hv

HO + NADP' ———> [NADPH + H'] + %— 0, (+ n.Aus) (5.61)
N

ADP + Pi ——Er—e ATP + H;) (- n.AuEQ
pour un cygle: 4.hy ———> n.Au;
(5.62)
Ainsi, on a fait apparaitre la phosphorylation cyclique et
non cyclique, et la vitesse spécifique de phosphorylation globale
d; peut s’écrire comme la somme de deux composantes: la vitesse
spécifique de phosphorylation non cycligue Jg et la vitesse
spécifique de phosphorylation cyclique JQ' I1 en est de méme pour
Ju gui est la vitesse spécifique de création de Ay, c’est-a~-dire
la puissance chimique induite par le transport des protons.
JP = JP1+ Jpc (5.63)
3, = I3,F I, (5.64)
Nous avons également 1les définitions suivantes pour les
rendements de conversion.

~ Rendement de conversion du Au; en ATP:

J 1

v o= J" (5.65)
Mz
J

v = j-fﬁ (5.66)
e

~ Rendement de conversion de l’énergie lumineuse en AU +:
h:d

vy, g

L J“l (5.67)
8 v

yr J

L= b (5.68)
4 %
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Ces définitions permettent d’expliciter les vitesses
spécifiques de réduction des cofacteurs et de production de 1/ATP,
en écrivant les bilans pour n.Au;. Notons que d’apres NITSCHMANN
(1986), n serait égal a 3 chez les cyancbactéries.

Pour la vitesse de réduction des cofacteurs, on a:

J =3, (5.69)

D’aprés l‘équation 5.63, la vitesse de production de 1’ATP

est:

= L4 ’
I, =¥ L3 kYT (5.70)

A partir des relations 5.67-5.69, on obtient:

- V7
I =Y/ .J.(2 + 1) (5.71)

o1 ¢ est le nombre de cycles. Si 1l/on suppose un seul cycle, on a:
Yy ’

J = 3.¥Y! .J (5.72)
Me

P

Dans le cas géneral, le rapport P/2e est donné par:

o

—E = 4
J; (2¢ + 1)'Yup (5.73)

La détermination de ce rapport passe par le calcul du
rendenent Y&P. Les variables réduites définies par les relations
5.46-5.48 permettent d’écrire:

’ =
Y = x.q (5.74)

Le probléme du calcul du rendement semble a priori identique

pour la respiration (DUSSAP, 1988) et pour les autres types de
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phosphorylations induites par un gradient de protons Au;. On peut
alors formuler plusieurs hypothéses sur le couplage entre 1la
phosphorylation et le gradient de potentiel.

- HVYPOTHESE 1:

Le couplage entre les deux processus s’effectue avec les
mémes caractéristiques que pour la respiration, c’est-a-dire, avec
le méme coefficient de couplage et le méme rapport dfaffinités. On
a donc (DUSSAP, 1988):

. A
x| = Z.0= = 0,644
A !

'Y

Y& varie alors entre 0,586 & l’optimum, sans limitation sur
P

aucune des 2 réactions, a 0,828 avec une limitation sur la vitesse
de synthése du [NADPH + H']. Soit & 1l’optimum, & partir de

l’/éguation 5.72:
P/2e” = 1,758 (5.75)

- HYPOTHESE 2:

Le couplage des 2 processus ne s’effectue pas tout a fait de
la méme fagon gue pour la respiration. En remarquant dgue J;
résulte déja d’un couplage avec un processus de transport
d’énergie lumineuse, le coefficient de couplage entre J et J;
s’établit 3 une valeur inférieure de fagon analogue aux couplages
de processus anaboliques avec la consommation d‘ATP chez les
microorganismes non photosynthétiques.

On trouve alors (DUSBAP, 1988):

|x| = 0,518
g = 0,816
L4 =
¥) = 0,422
et par conséquent:
J
+ = P/2e” = 1,268 (5.76)

N
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- HYPOTHESE 3:

On raisonne de maniére plus globale en dissociant les
processus de phosphorylation et de photolyse. On considére que les
photosystémes engendrent la création de tout 1le gradient de
protons. Celui-ci couple la synthése de 1’ATP, qui est elle méme
couplée a la photolyse. Le processus endergonique reste la
photolyse, qui globalement apparait étre couplée a la synthése
d’ATP. Lorsque J est imposé par la limitation lumiére d’une part,
et lorsque la demande est imposée par la limitation carbone, on

écrit directement:

J
-jﬁ =g° = 0,917
P
d’oli:
J
J—P = p/2e = 1,208 (5.77)

Sans aucune limitation sur J oudJ, on a:

J
-jﬁ = q.x = 0,644.0,91 = 0,586
P

et par conséquent:
J
33 = p/2e” = 1,706 (5.78)

=

C’est le cas ol la limitation lumineuse est levée par
d’autres carences dans le milieu, ce qui supprime le caractére
imposé de J_. Ceci a pour effet de diminuer la demande en ATP et
de lever l’effet de la limitation par le transfert de lumiére.

L’avantage de l’hypothése 3 gue hous venons de développer est
d’éviter une hypothése sur le nombre de tours de cycles pour la
phosphorylation cyclique. Elle est cependant plus éloignée du
mécanisme réel.

Quelle que soit l’hypothése retenue, le modéle est capable de
prévoir L1l’évolution théorique continue des rapports P/2e” entre
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les limites maximales et minimales fixées par le choix de
1’hypothése. On remarquera par ailleurs que les valeurs théoriques
maximales et minimales différent peu, quelle que soit 1l/hypotliese
formulée.

Enfin, notons que 1l’hypothése 2 permet de calculer Ile
rendement de conversion de 1’énergie lumineuse en énergie
physico-chimique. Ce rendement s’exprime avec nos notations
Y¢S.AHc et il est égal, & l’optimum & 0,21. Si vl’on prend
également les valeurs optimales en lumiére blanche pour Yq et YE
qui sont égales a 0,75, on obtient un rendement total de la
photosynthése Y égal a 0,75%.0,21 soit 0,12. Cette valeur est

rigoureusement identique & la valeur expérimentale déterminée au
paragraphe 5.1.2 (tableau 5.2).

5.2.4 Résultats préliminaires:

Les travaux ne sont pas suffisamment avancés pour donner dans
ce paragraphe des résultats de simulations a partir du modéle qui
vient d’étre exposé. Néanmoins, nous sommes en mesure de donner un
certain nombre de résultats expérimentaux qui valident les valeurs
théoriques obtenues précédemment.

A ~ VALIDATION DES STOFCHIOMETRIES:

Pour valider les stoechiométries, et notamment les wvaleurs
des coefficients stoechiométriques attribués & la formation du
pouvoir réducteur, il faut étre capable de relier ces coefficients
4 une valeur expérimentale mesurable. comme nous l‘avons présenté
au chapitre 4, il est facile de relier la valeur du duotient
photosynthétique Q a4 la valeur du coefficient stoechiométrique du
pouvoir réducteur. En effet, & ©partir des coefficients
stoechiométriques de la réaction de production des cofacteurs
réduits (équation 5.36), et de la définition du quotient
photosynthétique Q (équation 4.87), on a:
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r,
[ r’ +
- 2 _ 1 "wappmm 5.79)
Qp T or? T2 r’ (5.
co co

L’expérience concernant 1l’étude de 1la 1limitation par 1la
source de carbone et 1’étude des bilans gazeux décrite au chapitre
'3 a permis d’obtenir des valeurs expérimentales du quotient
photosynthétique Q. On rappelle que les valeurs étaient égales a
1,34 et a 1,45 respectivement pour des conditions optimales a
forte énergie absorbée et pour des conditions de limitation par 1la
source de carbone.

A partir des proportions en macromolécules constituant la
biomasse mesurées dans ces deux conditions, et & partir des
équations stoechiométriques que nous avons établies au paragraphe
5.2.2 (équations 5.28-5.34), on peut obtenir 1’équation
stoechiométrique de synthése de la biomasse dans chacun des deux
cas. _

- Lorsque la croissance se fait en limitation par le
transfert de lumiére uniquement, avec une teneur en
exopolysaccharide d’environ 20%, on obtient:

C‘O2 + 1,5475 HZO + 0,1537 HNO3 + 0,0072 H2804 + 3,5204 ATP

+ 2,6832.[NADPH + H']
—>CH O N S P + 3,5153 Pi + 3,5204 ADP
i,583 0,514 0,154 0,007 0,008
+ 2,6832 NADP" (5.80)

Cette équation donne une valeur du quotient photosynthétique
égale a: _
_2,6832
QP = = 1,342

Cette wvaleur est en excellent accord avec la valeur

expérimentale mesurée (QP== 1,34).

- Lorsque la croissance est limitée par la source de carbone,
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la synthése de l’exopolysaccharide est inhibée et la biomasse est
enrichie en phycocyanines. On obtient alors l’/équation suivante:

co_+ 1,3207 HO + 0,2075 HNO_ + 0,0056 H SO + 3,591 ATP
+ 2,9331.[NADPH + H']
— > CH O N S8 P + 3,5847 Pi + 3,591 ADP
1,557 0,38% 0,207 0,006 0,008
+ 2,9331 NADP® (5.81)

La valeur obtenue du quotient photosynthétique est de:

0 = 219331 _ 4 466
P 2

Ce résultat est tout a fait satisfaisant, comparé & la valeur
expérimentale, et compte tenu de la plus faible précision relative

avec laquelle elle a été obtenue (QP = 1,45).

B - VALIDATION DES VALEURS THEORIQUES DE P/2Ze”:

De la méme fagon que précédemment, a partir de la composition
expérimentale de la biomasse soumise & différents +types de
limitations, et a partir des équations stoechiométriques pour
chagque composant cellulaire (équations 5.28-5.34), on peut obtenir
une équation stoechiométrique de la synthése de la biomasse en
limitation. Cette équation est a la base de la détermination du
rapport observé P/2e”, qui pourra étre comparé a 1la valeur
théorique issue de l’application de la thermodynamique
phénoménologique linéaire au métabolisme des microorganismes.

Cette comparaison a été effectuée pour 3 cas de limitations

différentes.

- Limitation par le transfert de ‘lumiére, faible énergie

lumineuse incidente:

On se place ici dans le cas de limitation par la lumiére
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unigquement, et a trés faible énergie lumineuse. C’est-a-dire que
la biomasse se trouve dans des conditions ot le rendement
énergétique de conversion est maximum (YLm= 5,7.107° J/kg et Y;=
0,12). La biomasse totale obtenue est alors constituée de 90% de
biomasse active et 10% d’exopolysaccharide. L’éguation

stoechiométrique est donc:

Co_ + 1,4635 HO + 0,1729 HNO + 0,0062 H SO + 3,544 ATP
+ 2,7786.[NADPH + H']
—>CH O N s P + 3,5384 Pi + 3,544 ADP
1,875 0,459 0,173 0,006 0,006
+ 2,7786 NADP" (5.82)

On remarquera en premier lieu que la formule C-molaire de la
biomasse est identique & la formule expérimentale donnée au
chapitre 3, et obtenue dans les mémes conditions de culture
(équation 3.7).

La valeur du rapport P/2e” est ici donnée par:

3,544

P/2e = 35558

= 1,275

ce qui est trés proche de la valeur calculée donnée par la
relation 5.76, égale a 1,268.

-~ Limitation minérale par la source d’azote:

Les résultats physiologiques et les dosages donnés au
chapitre 3 ont permis d’établir gqu’en limitation par les nitrates,
la biomasse produite était formée de 92% de polyosides (glycogéne
sulfaté et exopolysaccharide), et de 8% de lipides. Pour établir
17équation stoechiométrique de synthése de cette biomasse, il faut
tenir compte de la quantité nécessaire d’ATP pour synthétiser les
nouvelles protéines & partir des acides aminés issus de la
dégradation des phycocyanines (voir les résultats physiologiques

sur la limitation N au chapitre 3). Tous calculs faits, on
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obtient:
CO2 + 2,2356 IEO + 0,0149 sto4 + 3,4354 ATP + 2,0122,.[NADPH + H+]
——> CH o S b + 3,4354 ADP + 3,4352 Pi
1,655 0,860 0,015 0,0002
+ 2,0122 NADP" (5.83)
Le rapport P/2e” vaut alors:
- _ 3,4354 _
P/Ze = —z‘—m = 1,707

valeur identique & la valeur théorique donnée par la relation 5.78
et égale & 1,706.

- Limitation par la source de carbone:

L’équation stoechiométrique obtenue dans ce cas a déja été
donnée au paragraphe précédent pour calculer le quotient
photosynthétique Q- I1 s’agit de 1l’équation 5.81. Celle~-ci
permet de calculer la valeur du rapport P/2e’:

3,591

P/2e = 3753371

= 1,224
La valeur théorique est donnée par la relation 5.77 et égale
a 1,208. La comparaison entre les deux valeurs apparait donc

satisfaisante.

Les résultats obtenus avec le modéle biochimigquement
structuré semblent donc encourageants, puisque dans les 3 cas de
limitation étudiés, i1 y a accord entre la théorie et
1’expérience. Le tableau 5.4 résume les différentes valeurs

obtenues.
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Limitation. Rapport P/2e” |Rapport P/2e”
théorique. observé.
fﬁi‘fiii“ ae 1,27 1,27
d’azote No- | 1:7171,76 1,71
3
ig?ggiedgco— 1,21 1,22
3

Tableau 5.4: Comparaison entre les valeurs théoriques et les
valeurs obsevées du rapport P/2e” in vivo, dans différents cas de
limitations possibles.

La validation compléte du modéle devra étre obtenue a partir
de simulations qui devront rendre compte, au cours de cultures

différentes limitations, des modifications métaboliques

et de
composants cellulaires. Cette démarche doit permettre de connaitre

sous

17évolution des vitesses de

observées synthése des

de fagon continue 1’évolution des stoechiométries sur Ile
photobioréacteur, et notamment de déterminer, dans le cas le plus
simple, quelle est la proportion d’exopolysaccharide synthétisé en
fonction de la vitesse volumétrique moyenne d’absorption de 1la

lumiére dans le réacteur.

5.3 APPLICATIONS DES MODELES DEVELOPPES AUX CULTURES EN CONTINU.

Les modéles qui viennent d’étre développés au cours de ce

chapitre permettent de prévoir le comportement d’un
photobioréacteur dans une large gamme de conditions différentes,
optimales ou limitantes. Ils assurent notamment un certain nombre

de taches qui avaient été définies au chapitre 1.

- Il est possible de calculer les vitesses d’évolution des
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constituants cellulaires ainsi gque les vitesses de consommation
des différents substrats et de l’énergie lumineuse. Ces vitesses
sont reliées par des équations stoechiométriques dont on connait
les modifications de rendement, en conditions de limitation par le
transfert de lumiére, la source de carbone, le transfert de gaz,
ou les concentrations en minéraux. On est donc capable de calculer
les productivités du réacteur, ainsi que de réaliser les bilans
matieéres sur le photoréacteur.

- La détermination de 1la vitesse volumétrique moyenne
d’absorption de 1l’énergie lumineuse dans le réacteur est non
seulement a4 la base des calculs de vitesses de croissance, mais
permet également de réaliser les bilans enthalpique et entropique.
Si ¢es Dbilans énergétiques sont combinés, ils débouchent sur
l’analyse exergétique du compartiment photosynthétique qui est &
la base de son optimisation énergétique.

- L’ensemble de ces calculs est possible car on dispose d’une
banque de données thermodynamiques et cinétiques impliquées dans

le procédé.

En ce sens, les modéles présentés permettent d’envisager la
conception et le dimensionnement de photobioréacteurs, ainsi que
la simulation du comportement de cultures en continuy.

Dans c¢e dernier cas, la vitesse de croissance des
microorganismes est fixée par 1les débits d’alimentation et de
soutirage du réacteur. Le taux de dilution est égal au taux de

croissance des microorganismes. On a donc:
D = <u> (5.84)

I1 est alors classique de chercher a prévoir la productivité
du réacteur, en fonction du taux de dilution. Cette productivité
est égale au produit D.C, ol C est la concentration en biomasse
dans le courant de sortie. Le modéle traitant des 1limitations
minérales, et notamment de la limitation par les nitrates, permet
de calculer le taux de croissance moyen <u> pour un flux lumineux
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incident donné (équations 5.10~5.12)

I1 est donc possible de calculer une courbe donnant la
productivité en fonction du taux de dilution. Cette courbe tient
compte soit de la limitation par la lumiére seule, soit & la fois
des limitations par le transfert de lumiére et des limitations
minérales. Pour mieux comprendre les interactions entre ces
limitations physiques et biologiques, il sera intéressant de
comparer les résultats avec une courbe fictive traduisant
uniquement la limitation par les minéraux. Cette courbe peut
s’obtenir en calculant le taux de croissance de la fagon suivante,
dans le cas de la limitation nitrate:

CN
M= <u> FFC
N N

Le taux de croissance moyen maximum <u> est le taux de
: max

croissance le plus élevé que 1l’on puisse obtenir avec un flux

incident donné.

La figure 5.10 montre les résultats obtenus pour les
productivités en fonction du taux de dilution, dans le cas ol la
limitation minérale est la limitation azotée.

On constate qu’en limitation lumiére seule, la productivité
maximale peut étre choisie dans une trés large gamme de taux de
dilution, ce qui traduit simplement que 1’énergie absorbée reste
égale, mais que le volume utile éclairé varie.

En limitation lumiére et nitrates, la gamme optimale est plus
réduite car la courbe a considérer est la résultante des courbes
en limitation lumiére seule et en limitation nitrate seule.

Enfin on constate qu‘’il est possible de calculer une valeur
critique de la concentration en nitrates dans l’alimentation, pour
laquelle la limitation par la lumiére dans le réacteur n’influe

plus sur la productivité globale.
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Un autre aspect de l’application de ce modéle est celui qui a
été développé dans 1’article de CORNET et DUBERTRET (1990),
concernant le compartiment photosynthétique d’un écosystéeme clos.
En effet, un photoréacteur & base de S. platensis présente
1’inconvénient de ne pouvoir fournir une biomasse équilibrée, mais
une biomasse essentiellement riche en protéines. Elle est donc
plutdét favorable au recyclage de 1l’azote et du soufre, mais
défavorable au recyclage du carbone et de 1’oxygéne.

Un bioréacteur de 1 m° fonctionnant en continu, avec une
concentration en biomasse de 1 kg/m®>, et un taux de dilution de
0,05 h™, produirait. environ 1 kg de biomasse et 2 kg d’oxygéne
par jour. Ceci satisfait aux besoins de 10 personnes pour la
ration protéique, et de 2 personnes seulement pour la quantité
d’oxygéne.

Si 1’on utilise alors un deuxiéme réacteur dépourvu d’azote,
on peut bénéficier du fait démontré que la biomasse s’enrichit
fortement en polyosides. Une telle biomasse présente alors
l’avantage d’étre plus équilibrée, et donc plus propice au
recyclage des éléments C,H,0,N,S.

Le modéle permet de calculer que si la biomasse issue du
premier réacteur est envoyée dans un réacteur d’environ 4 m®, ne
contenant pas d’azote, on obtient 2,7 kg de biomasse équilibrée et
5,4 kg d’oxygéne par jour. Ceci satisfait approximativement les
bésoins Jjournaliers de 5 personnes. La figure 5.11 montre la
composition de la biomasse en différents constituants cellulaires

a la sortie du premier puis du deuxiéme réacteur.

En tout état de cause, les modéles développés constituent des
outils intéressants pour 1’étude du compartiment photosynthétique
d’un écosystéme clos artificiel. 1ils permettent d’envisager des
simulations de cultures en discontinu, semi-continu, ou continu
qui seront & la base de 1’étude de faisabilité et de stabilité du
systéeme. Ils constituent également un outil performant pour la
conception et le dimensionnement des photobioréacteurs. Enfin, ils
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€0y
Milieu
reried 188 g de bionasse
 proteines 76 g (76%)
hy b b - lipides 16 ¢ (167)
AANA polyosides 15 g (157

oQ n acides nucleiques 4 g

20 g de polysaccharide
axtracallulaire

~178 g de bionzssa

Milieu C09 proteines 78 g (464)

sans acides nucleiques 4 g

nitrate, lipides 15 2 26 g (18%)
poluosides 28 3 38 g (IE)
glucogene 68 g (35%)

by v , v
AT AVAV,, e 186 g de polysaccharide
Y extracellulaire

Figure 5.11: Proposition de deux photoréacteurs opérant en continu
et en série. L’alimentation du deuxiéme réacteur est dépourvue de
qui permet 1l’enrichissement de 1la biomasse en

nitrate, ce
polyosides. Les compositions de la biomasse obtenue sont données

respectivement en sortie du premier et du deuxiéme réacteur.:
Ces résultats sont obtenus a partir des modéles proposés.
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peuvent étre simplifiés en vue de leur introduction dans des
algorithmes de contréle de 1l’écosystéme artificiel.

307

e et e,




Chapltre &5

308




CONCLUSION

La modélisation du comportement des microorganismes en
photobioréacteur nécessite 1la connaissance de deux types de
phénoménes. L‘’énergie lumineuse disponible en chaque point du
réacteur impose l’existence de vitesses locales aux
microorganismes, ce qui conduit, pour des concentrations élevées
en pigments, & une vitesse de croissance constante fixée par les
caractéristiques de 1l’appareillage. Dans certains cas, les
caractéristiques technologiques conditionnent également 1les
échanges en CO2 entre les microorganismes et leur environnement.
Par ailleurs, 1les voies métaboliques qui convertissent les
substrats minéraux en produits sont fixées par 1’équipement
enzymatique des cellules; le couplage entre le fonctionnement des
différentes voies métaboligues détermine les rendements
d’utilisation des substrats. Le probléme principal réside dans le
fait que tous ces phénomeénes physiques et biologigues
interagissent et doivent donc étre étudiés séparément, puis
globalement, pour obtenir des informations «cinétiques et

stoechiométriques.

Dans notre cas, l’étude de l’ensemble de ces phénoménes est
particuliérement importante; le photobioréacteur devant s’intégrer
au sein d’un systéme dynamique complexe tel qu’un écosystéme clos
artificiel. Dans cette optique, on doit également envisager
1’étude du bilan énergétique.

La particularité des microorganismes photosynthétiques comme
Spirulina platensis, lorsqu’ils sont cultivés en masse dans un
photobioréacteur, réside dans le fait qu’ils ne fonctionnent
quasiment jamais & vitesse maximale. En effet, l’apport d’énergie
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lumineuse dans le réacteur est généralement 1l’étape limitante. La
modélisation de ce phénoméne conduit & déterminer le terme
d’énergie échangée entre 1la phase photonique et 1la phase
matérielle du réacteur. Néanmoins, cette information globale de
type "boite noire" ne suffit pas pour accéder a l’ensemble des
données cinétiques qui demandent en plus la connaissance

d’informations locales.

La démarche qui a été adoptée, pour exploiter les résultats
expérimentaux sur la culture de S. platensis en fioles de Roux de
tailles différentes et en bioréacteur cylindrique de 7 litres, a
consisté a reprendre le formalisme de la théorie des transferts
radiatifs développée par CHANDRASEKHAR (1960). Une technique
de maillage originale de photoréacteurs parallélépipédiques et
cylindriques a permis de calculer les intensités spécifiques
locales. Cette démarche confére au modéle trois caractéristiques
importantes:

- obtention des vitesses spécifiques locales d’absorption de
l’énergie lumineuse par les microorganismes, et de la vitesse
spécifique globale par intégration spatiale;

- détermination du volume wutile éclairé ou a 1lieu 1la
croissance, a partir de la connaissance de l’énergie lumineuse
disponible en chaque point du réacteur;

- détermination du terme d’énergie photonique échangée,
intervenant dans les bilans enthalpique et entropique.

L’application de 1l’équation des transferts radiatifs au
milieu fini que constitue le photobioréacteur pose cependant des
problémes numériques. Une méthode de résolution originale a été
développée et le programme a été vectorisé de fagon a augmenter sa
rapidité d’exécution. Néanmoins, cette démarche reste cofiteuse en
temps de calcul et doit rester limitée a la simulation du procédé;
elle n’est pas utilisable pour 1l’identification des paramétres

cinétigues du modele.
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Celle~ci peut étre effectude a partir de modéles
monodimensionnels simplifiés. En accord complet avec AIBA (1982),
nous avons établi gue le modéle de Lambert-Beer était trop
simpliste pour rendre compte des phénoménes. Celui~ci, pourtant
utilisé couramment en photométrie, globalise les phénoménes
d’absorption et de diffusion de 1’énergie lumineuse. Entre la
simplicité du modeéle de Lambert-Beer et la complexité du maillage
tridimensionnel du photoréacteur, nous avons développé un modéle
monodimensionnel original fondé sur les hypothéses de SCHUSTER
(1905). Celui-ci permet de calculer 1les profils d’énergie
disponible suivant wune direction ©privilégiée. Le systeéme
d’équations algébriques obtenu n’est applicable qu’aux cas de
réacteurs parallélépipédiques de faible épaisseur et ne permet pas
d’obtenir la vitesse spécifique de consommation de 1’énergie

lumineuse.

L’utilisation de coefficients globaux d’absorption et de
diffusion de la lumiére, intégrés sur le spectre visible, et le
modéle ainsi établi nous ont permis d’introduire le concept de
volume utile éclairé dans lequel la réaction de croissance se
produit. L’autre partie du réacteur peut étre assimilée a4 une zone
morte car nous avons montré que, chez S. platensis, la respiration
était inhibée & la lumiére et demandait une minute pour reprendre
& l’obscurité, ce qui est bien supérieur aux temps de séjour
évalués. Cette simplification conduit & une identification aisée

des parameétres.

Le transfert de CO2 de la phase gazeuse a la phase liquide
est un autre phénoméne physique pouvant générer une étape
limitante. Celle-ci est alors caractérisée par la détermination du
coefficient volumétrique de transfert et par la solubilité du co,
dans le milieu de culture. Nos résultats montrent cependant que ce
cas de figure est beaucoup moins courant que la limitation par le
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transfert d/oxygéne chez les microorganismes non photosynthétiques
pour deux raisons essentielles:

- il existe une réserve considérable en carbone dissous dans
le milieu, sous forme de carbonate et bicarbonate;

- lorsgue la concentration devient limitante, les
cyanobactéries concentrent le bicarbonate, ce qui maintient élevée
l’activité carboxylase de la Rubisco et diminue les possibilités
de photorespiration.

Il s’agit alors d’une limitation biologique par la source de
carbone qui se traduit par une diminution du rendement de
conversion de l’énergie 1lumineuse, les microorganismes devant
consommer beaucoup d‘ATP pour maintenir le gradient de
concentration en bicarbonate. Ce phénoméne semble trés difficile a
modéliser et il a été impossible de relier la diminution de
rendement a la concentration extracellulaire en bicarbonate.

En tout état de cause, nous avons établi que le transfert de
CO2 dans les milieux de ,culture a pH élevé était caractérisé par
un régime instationnaire car les dynamiques sont trés lentes au
sein de la phase liquide. Les évolutions des concentrations des
différentes espéces du carbone inorganigque dissous peuvent é&tre
déterminées si 1’on connait leurs coefficients d’activité pour des
forces ioniques élevées. _

Le calcul des nombres de Hatta a montré que lfaccélération du
transfert par la réaction chimique était peu importante, sauf si
le coefficient de transfert, toujours difficile & mesurer,

devenait faible.

Le recyclage des principaux éléments ¢,H,0,N,S,P, étant le
but des écosystémes clos artificiels, nous avons été amenés & nous
intéresser aux modifications physiologiques et métaboliques
résultant de carences en substrats minéraux comme l1l’azote, le
soufre et le phosphore. Dans tous les cas, nos résultats montrent
que toutes les molécules impliquées ont été correctement

identifiées et dosées, ce qui est une étape préliminaire & tout
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travail de modélisation.

Les comportements obtenus chez Spirulina platensis sont assez
semblables lors des carences en azote et en soufre. Les résultats
montrent que lorsque ces substrats sont épuisés, les cellules
arrétent de se diviser mais continuent a synthétiser des composés
carbonés a une vitesse fixée par la vitesse d’absorption de
l’énergie lumineuse. Ces composés carbonés sont essentiellement du
glycogéné et un exopolysaccharide. Parallélement, on observe une
décroissance de 1la concentration en phycocyanines, alors dque la
concentration en protéines totales reste constante lors d’une
carence en nitrates mais diminue lors d’une carence en sulfates.

En ce qui concerne le phosphore, la limitation se déroule de
fagon plus classigque dans le sens ol l’absence de phosphate dans
le milieu conduit & un arrét de croissance de 1l’ensemble des
composants cellulaires. Aprés cette . phase transitoire, les
synthéses peuvent reprendre a partir des réserves intracellulaires
en polyphosphates. Il semble alors que la biomasse ne se divise

plus jusqu’a l’épuisement total des réserves.

L’ensemble de ces observations a permis d’établir les
hypothéses cinétiques du modéle. Les résultats expérimentaux
obtenus pour des cultures en conditions de limitation par le
transfert de lumiére et par les minéraux ont servi a
l’établissement d’un modeéle biologique non structuré
compartimenté. Ce modéle utilise des paramétres cinétiques qui ont
été identifiés & partir des résultats obtenus en fiole de Roux én
utilisant le modéle physique monodimensionnel simple bdti a partir
des hypothéses de SCHUSTER (1905). Les résultats obtenus montrent
une bonne adéquation entre les valeurs expérimentales et le modéle
proposé. Néanmoins, celui-ci est basé sur une équation
stoechiométrique valable pour un nombre restreint d’applications.

Afin d’élargir le domaine d’application du modéle, deux types

d’améliorations ont été proposées:
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- développement d’un modéle physique d’utilisation de 1l’énergie
lumineuse;

- utilisation d’un modéle de connaissance pour le
fonctionnement du métabolisme.

I1 faut remarquer, d’ailleurs, que la progression vers les
modéles cognitifs doit étre menée de fagon équilibrée entre la
connaissance de la physique et la connaissance de la biologie du
probléme. Cé point méthodologique a guidé pour une large part la
démarche générale qui a été suivie.

Le modéle physique wutilise 1le maillage numérique du
photoréacteur en énergie lumineuse disponible. La détermination
des coefficients d’absorption et de diffusion de la lumiére dans
les suspensions cellulaires de S. platensis pour 40 longueurs
d’onde a ainsi permis de calculer numériquement, pour différentes
conditions de concentration en biomasse et de flux lumineux, la
vitesse volumétrique moyenne d’absorption de 1l’énergie lumineuse
dans deux types de réacteurs parallélépipédiques. Cette approche a
été généralisée & l’ensemble des cultures réalisées en discontinu,
soit en réacteur parallélépipédique, soit en réacteur cylindrigque.
Les résultats obtenus dans les deux types de photobioréacteurs ont
été modélisés par le méme jeu de paramétres. Ceci confirme la
validité de 1’approche mathématique qui a été proposée et la
justesse des approximations effectuées dans le cas des réacteurs
parallélépipédiques.

Partant de 14, le rendement vrai de conversion de 1l’énergie
lumineuse en biomasse et son évolution en fonction de la vitesse
volumétrique moyenne d’absorption de l’énergie lumineuse ont été
déterminés. Nos résultats montrent que ce rendement diminue
lorsque la vitesse d’absorption augmente, ce gqui traduit une
diminution du rendement quantique moyen dans le réacteur. Le
rendement énergétique global de la photosynthése a été calculé; il
varie entre 0,12 et 0,06 suivant les conditions d’éclairement. Ces
valeurs sont en parfait accord avec celles déterminées par AIBA
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(1982) sur des réacteurs fonctionnant en continu, bien gue nous
ayons fait varier la vitesse d’absorption dans une gamme bien plus
importante. Ce résultat s’explique par le fait que lorsdque cette
vitesse devient élevée, la diminution du rendement quantique moyen
est compensée par une augmentation des seuils de saturation, 1le

rendement global restant alors constant.

La modélisation du métabolisme par un modéle non structuré,
mais toutefois compartimenté, conduit a des rendements
d’utilisation des substrats minéraux fixés, et ne permet donc pas
d’envisager la prédiction du comportement des microorganismes dans
des situations variées. Ce probléme définit d’ailleurs la limite
d’application des modéles non structurés. \

L’utilisation de modéles structurés biochimigquement a été
envisagée. Ces modéles prennent en compte l1l’analyse des voies
métaboliques, et permettent d’écrire les relations de conservation
des différents transporteurs d’énergie, principalement 1/ATP et
les cofacteurs réduits. Ces modéles ont été développés pour la
respiration des microorganismes par DUSSAP (1988); pour la
premiére fois 1leur application & 1la photosynthése a été
envisagée ici.

Ils permettent de diminuer le nombre de paramétres du modeéle
et surtout de prévoir les vitesses d’évolution des substrats et
produits quelles que soient les contraintes appliquées au
métabolisme des microorganismes. La détermination des rendements
de conversion devient alors théorique; elle est basée sur le
calcul du rapport P/2e in vivo, en fonction de la 1limitation
appliquée. Ce calcul s’effectue en appliquant au métabolisme les
lois de la thermodynamique phénoménologique linéaire des processus
irréversibles. Il repose éssentiellement sur le théoréme du
minimum de production d’entropie (PRIGOGINE, 1968), dqui est
utilisé pour caractériser le couplage entre la photosynthése et la

production dA’ATP d’une part, et, d’autre part, le couplage entre
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la production d4’ATP et son utilisation par une voie métabolique

particulieére.

Ce modéle a été présenté dans 1le cas d’une limitation
physique par le transfert de lumiére, pour laquelle on constate
que la quantité d’exopolysaccharide produit dépend de la vitesse
d’absorption de 1l‘énergie lumineuse. Cependant, 1les résultats
préliminaires obtenus permettent d’envisager une utilisation
plus générale de ce modele., En effet, des valeurs théoriques du
rapport P/2e” ont été obtenues dans différents cas de limitations;
elles sont en excellent accord avec les valeurs observées,
déterminées par analyse du métabolisme. Ainsi il a été établi que
ce rapport variait entre 1,27 en condition de limitation par le
transfert de lumiére et 1,71 lors de limitations minérales, avec
une valeur qui chute a 1,21 en limitation par la source de
carbone.

Notons que dans le cas des faibles flux lumineux qui concerne
toutes les cultures en réacteur parallélépipédique, 1le modele
proposé permet de traduire la limitation par 1le transfert de
lumiére sans aucun paramétre a identifier. En effet, dans ce cas,
le rendement quantique est connu, et 1le rendement de 1la
photosynthése est donné par les relations de la thermodynamique
phénoménologigque.

Cependant, les modéles établis semblent répondre aux
objectifs fixés au début de ce travail. Ils fournissent en effet
des informations cinétiques et stoechiométrigues sur la croissance
de microorganismes photosynthétiques cultivés en photobioréacteur,
et ndtamment sur S. platensis, dans une large gamme de conditions

opératoires; 1ils permettent également d’obtenir 1les Dbilans

enthalpique et entropique.

Ces résultats permettent d’envisager des simulations de
cultures en continu, en discontinu, ou en semi-continu, ainsi que
le dimensionnement et l’optimisation de photoréacteurs.
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Dansg le cadre de ce travail, ils constituent un outil pour 1la
conception, le contrdle, et 1l’étude de la stabilité d’écosystémes
clos artificiels comportant un compartiment photosynthétique a
base de microorganismes.
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NOMENCLATURE

surface d’échange (m™)
Coefficient d’extinction de Lambert (m™)
Activité de l’espeéce i (kmol/m®> ou mol/kg)

Vitesse volumétrique locale d’absorption de

l’énergie

lumineuse (W/m®)

Affinité chimique de la réaction i (J/kmol)

Hauteur d/une pale de turbine Rushton (m)

Largeur d’une pale de turbine Rushton (m)
Concentration de l’espéce i (kg/m* ou kmol/m®)
Capacité calorifique & pression constante (T.kg™.K™)
Capacité calorifique a volume constant (T.kg™.K™)
Diamétre d’une turbine Rushton (m)

Diamétre de la cuve du réacteur (m)

Taux de dilution (h™)

Coefficient de diffusion de l’espéce i (m*/s)
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Nomenclature

& Vitesse volumétrique locale d’émission de l’énergie lumineuse

(W/m®)

&(x,y,2) Espace

E Energie radiante (J3)

E Facteur d’accélération (=)

é Energie totale par unité de masse (J/kg)

Ea Coefficient d’absorption massique de la lumiére (m®/kg)

Es Coefficient de diffusion massique de la lumiére (m®/kg)

EA  Coefficient d’absorption de la lumiére (m™)

ES Coefficient de diffusion de la lumiére (m™)

F Flux lumineux d’énergie radiante (W/m?)

FV Flux lumineux d’énergie radiante pour la fréquence v (J/m°)

FA Flux lumineux d’énergie radiante pour la longueur d’onde A
(W/m*)

F Constante de Faraday (C/kmol)

g Accélération de la pesanteur (m.s™)
G Débit molaire (kmol/s)
G Enthalpie libre (J/kmol)
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Nomenclature

Ha

He

AH

Constante de Planck (J.s)
Coefficient de Schumpe (m®/kmol)
Hauteur utile de milieu dans le réacteur (m)

Enthalpie (J)

Enthalpie par unité de masse (J/kg)

Nombre de Hatta (=)

Constante de Henry (kmol/m> ou Pa.kg.mol™)

Enthalpie de combUStion dé S, platensis (I/kqg)

Intensité lumineuse spécifique (W/m*)

Intensité lumineuse spécifique pour la fréquence v (J/m”)

Intensité lumineuse spécifique pour 1la Ilongueur d’onde i

(W/m*)
Force ionique (kmol/m’ ou mol/kg)
Fonction source pour la fréguence v (I/m%)
Coefficient d’émission (J/kg)
Intensité lumineuse moyenneA (W/m*)
Intensité lumineuse moyenne pour la fréquence v (J/m;)

Intensité lumineuse moyenne pour la longueur d‘onde A (W/m’)
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Nomenclature

i3

Vitesse spécifique molaire de la réaction i (kmol.kg*.s™)
Coefficient de transfert de matiere (m/s)

Constante cinétique de vitesse (s ou m’.kmol™.s™)

Constante de décroissance des protéines (=)
Coefficient volumétrique de transfert (s™ ou h™)
Energie cinétique (J)

Constante d’équilibre (kmol/m’ ou mol/kg)
Constante cinétique de Monod (kg/m’)

Largeur d’une chicane (m)

longueur (m)

Longueur utile éclairée (m)

Coefficient phénoménologique (kmol®.07 . kg .s™)

Masse (kg)

Indice de consistance (Pa.s")
Coefficient de maintenance (s™)
Coefficient de Lambert-Beer (m®/kg)

Molalité de l’espece i (mol/kg)
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Nomenclature

M Masse molaire de 1l’espéce i (kg/kmol)

n Indice de pseudoplasticité (=)

N Vitesse d’agitation (s™)

N, Flux de matiére de 1l’espéce i (kmol.m-.s™)
NO Nombre d’Avogadro (=)

Np Nombre de puissance (=)

Nq Nombre de pompage (-)

P Pression partielle (Pa)

p(ﬁ,ﬁ') Fonction de phase (=)

P Pression (Pa)

P Puissance dissipée sans aération (W)

PG Puissance dissipée avec aération (W)

q Flux de conduction thermigque (T.m>.8™")
Q Puissance calorigue (W)

[o] Energie calorique (J)

Q Quotient photosynthétique (=)

f Puissance massique de dissipation (W/kg)
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Nomenclature

r Vitesse volumétrigque massique de réaction de 1l’espéce i
(kg.m*.h™ ou kg.m>.s™)

r: Vitesse volumétrique molaire de réaction de 1l’espéce i
(kmol.m™>.h™ ou kmol.m’.s™)

r Vitesse spécifique de consommation de 1’énergie lumineuse
(J.kg™.s™)

R Constante des gaz parfaits (JT.kmol™.K™)

R(A) Réflexion de la lumieére (=)

Rea Nombre de Reynolds d‘agitation (=)

s Surface (m®)

s, Flux d’entropie (W.m2.K™)

S Surface (m*)

s Débit d’entropie (W/K)

S Entropie (J/K)

S, Entropie par unité de masse (J.Kd.kgﬂ)
t Temps (h ou s)

t Température (°¢)

t Temps de mélange (s)
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Nomenclature

T Température (K)

T(A) Transmission de la lumiére (=)

u, u’ Vecteur unitaire

u, Densité spectrale d’énergie radiante
U Energie interne = (J)

6 Energie interne paf unité de masse
v Vitesse (m/s)

\Y% Volume (m*)

V. Volume utile éclairé (m*)

v Volume massique (m®/kg)

W Débit massique (kg/s)

W Puissance de travail (W)

% Travail (J)

W Travail par unité de masse (J}kg)
Y, Fréction molaire de l’espéce i (=)
YE Rendement énergétique (=)

Y Rendement quantique (=)

325

(I/m*)

(J/kg)




Nomenclature

Ps
i/3
’

i3

I/i

<X>

Rendement total de la photosynthese (=)

Rendement de la photosyntheése (kg/J)

Rendement massique de conversion (kg/kg)

Rendement molaire de conversion {(kmol/kmol)

Rendement de conversion de l’énergie lumineuse en l’espéce i

(kg de i/J)
.Longueur (m)
Charge de l1l’ion i (=)
Fraction massique biotique (kg/kqg)
Longueur adimensionnelle (=)

% IIJ.X.dV Moyenne spatiale sur le volume du réacteur
v

Exposants:

Entrée

Sortie

Relatif a la lumiére infra-rouge

a

Valeur & saturation
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Nomenclature

CH

Mo

Indices:

Antennes photosynthétiques
Ccyclique

Chlorophylle

gaz

Glycogéne

Energie lumineuse

Energie lumineuse disponible
Liguide

Linéaire

Mesuré

Maintenance

Matiére organique

Nitrate

Cofacteur NADP

Protéines

Phosphorylation
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Nomenclature

PC

Ph

PSS

XA

XT

Xv

i3

Phycocyanines
Phosphate
Polysaccharide
Sulfate
Biomasse
Biomasse active
Biomasse totale

Biomasse végétative

Lettres grecques:

ctoefficient de Bunsen (=)

Coefficient d’/interaction

Fraction du volume éclairé

Coefficient d’activité de l’espéce i

Vitesse de déformation

(=)

(=)

(s™)

(=)

Epaisseur du film liquide ol est localisée la résistance au

transfert {m)

Différence ou [entrée - sortie]
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Nomenclature

o—-l

Viscosité (P1)

Angle (rd)

Longueur dfonde (m)
Taux de croissance (h™)

Taux de croissance maximum (h™)

 Potentiel chimique de l’espéce i (J/kmol)

Fréquence (s™)

Coefficient stoechiométrique (=)
Masse volumique (kg/m*)

Fonction de dissipation (T.kg.s™)
Fonction source .(W.mﬂ.Kd)
Contrainte de cisaillement (Pa)
Angle (rd)

Coefficient de fugacité (=)

Energie potentielle (J)

Energie potentielle par unité de masse (J/kg)

Potentiel électrique (V)
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Nomenclature

w,

wl

Angle solide (=)

Albedo de diffusion simple (=)
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ABREVIATIONS

A Absorption

ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adénosine 5/~diphosphate

ARN Acide ribonucléigue

ATP Adénosine 5’/-triphosphate

BFMV Biochimie Fonctionnelle des Membranes Végétales
CEA Comissariat a 1/Energie Atomique

CELSS Closed Ecological Life Support System
CH Chlorophylle a

CNES Centre National d’Etudes Spatiales

CNRS Centre National de la Recherche Scientifique
Cyt Cytochrome

D.0. Densité optique

E Atténuation semi-intégrale

ESA European Spatial Agency
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Abréviations

FAO Food Administration Organisation

Fd  Ferredoxine

kd kilodalton

MELiSSA  Microbial Ecological Life Support System Alternative
MFLOPS Millions d’opérations a virgule flottante par seconde
Mo Mégaoctet

N Conditions normales de pression et de température

NADP Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

PC Phycocyanines

Ph Phéophytine

Pi‘ Phosphate inorganique

ppm Partie par million

PQ Plastoguinone

PR . Pourcentage de récupération

PS I,II Photosystéme I ou II

P/O Rapport de la vitesse de phosphorylation a la vitesse de
respiration
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Abré&viations

P/2e” Rapport de la vitesse de phosphorylation & la vitesse de

photosyntheése
Q Quinone
Rubisco Ribulose 1-5-diphosphate carboxylase
V.V.m. Volume d’air par volume de milieu par minute

v.v.h. Volume d’air par volume de milieu par heure
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RESUME

La modélisation du comportement des microorganismes en
photobioréacteur nécessite la connaissance de phénoménes physiques

et biologiques.

La théorie des transferts radiatifs appliquée & un
photobioréacteur permet d’obtenir des informations cinétiques et
énergétiques locales, et par la suite conduit & 1l’obtention des
vitesses spécifiques de consommation d’énergie lumineuse par les
microorganismes, ainsi qu’aux bilans enthalpique et
entropique. _

L’écriture des équations de conservation sur les différentes
especes qui constituent le carbone inorganique dissous permet
d’appréhender les modifications de comportement des
microorganismes, lors de limitations par le transfert de CO2 ou

par la source de carbone.

Lfutilisation de modéles structurés biochimiquement conduit a
écrire les relations de conservation des différents transporteurs
d’énergie que sont 1’ATP et les cofacteurs. L’analyse du couplage
entre la photosynthése, la production et 1l’utilisation de 1’ATP
par le métabolisme est alors possible, en utilisant les relations
de la thermodynamique linéaire des processus irréversibles.

Cette approche permet de diminuer le nombre de paramétres du
‘modéle, et conduit a la détermination prédictive des rendements de
conversion des substrats en produits.

L’ensemble de cette démarche a été appliqué a la culture de
la cyanobactérie Spirulina platensis, dans une 1large gamme de
conditions limitantes et pour différents types de photoréacteurs.

Les résultats obtenus permettent d’envisager des applications
au niveau de 1l’utilisation de ce microorganisme, dans 1le
compartiment photosynthétique d’un écosystéme clos artificiel.




