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Le domaine de recherche lié a la valorisation desarrganismes photosynthétiques (en
particulier microalgues et cyanobactéries) est lein gssor depuis quelques années. Ces micro-
organismes présentent en effet un potentiel impbrtans divers domaines: production de
biomasse, nutrition humaine directe ou indirectedpction de molécules spécifiques (chimie
verte), production d’énergie (lipides, hydrogéng)applications environnementales (dépollution
d’effluents). Malgré les intéréts ambitieux porgg cette nouvelle bioressource, I'exploitation a
I'échelle industrielle reste tres limitée, du faih grande partie des faibles concentrations en
biomasse atteintes et des colts de production sbalevés. En tant qu’élément central, le systeme
de production est évident essentiel. Les systetossappelés photobioréacteurs (PBR), en sont un
exemple privilégié dans le sens ou ils permettesitadindre, de par le niveau élevé de contrdle

permis des conditions de culture, les productiv#ésplus importantes.

Les micro-organismes photosynthétiques se dévehbppeglus souvent sur un mode de croissance
autotrophe dans un milieu aqueux contenant lesnmeiits minéraux essentiels et une source de
carbone inorganique, I'ensemble se déroule en pcésd’'un substrat «clé» la lumiéere. La lumiére
est connue comme étant le facteur essentiel goaneftiefficacité des PBR, celle-ci introduisant
néanmoins une difficulté supplémentaire de conoaptLa croissance photosynthétique y est
directement dépendante, et la présence méme detesetn suspension (absorption, diffusion)
amene a une distribution hétérogéne de I'énergi@nieuse au sein du volume de culture, au
contraire des autres nutriments qui peuvent épartié d’'une fagon homogene si les conditions de
meélanges sont suffisantes. Schématiquement, cedaead diviser le volume réactionnel en deux
zones : une zone dite photonique ou les micro-@sgas sont exposes a une quantité de lumiéere
suffisante pour assurer la photosynthése, et une gombre ou cette quantité est insuffisante pour
assurer la croissance photosynthétique. Une des2qaences est que les cellules, du fait de leur
mise en circulation, ne seront pas soumises a lairéroent continu (et ce méme si le PBR est
éclairée de fagon constante) mais a des cyclesniittents de lumiére/obscurité lors du passage
d’'une zone a l'autre. Ce régime fluctuant de lumi@duit par I'écoulement peut alors modifier le
taux de conversion de la lumiére recue par la leglle processus de conversion photosynthétique
étant dynamique. Ce phénomene, difficile a appréddiencar résultats des effets combinés du
transfert de rayonnement, de I'hydrodynamique &t mi€canismes de conversion biologique de
I'énergie lumineuse capté, a fait I'objet de plusgeétudes au laboratoire GEPEA. Ces études ont
débuté avec la these de Jérémy Pruvost (thésenseuan 2000), et se sont ensuite poursuivies
durant la these de Laurence Pottier (these soutenu2005). Ce mémoire en constitue une

prolongation.
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Pour mettre en évidence ce couplage hydrodynanugmegrsion photosynthétique, le travail
réalisé au cours de cette thése s’est organiséwengtandes parties. La premiere a consisté en une
étude poussée de la croissance de la microdifemydomonas reinhardtén PBR éclairé en
lumiere continue. Ceci a permis d’établir un modeieétique permettant de prédire les
productivités volumiques du PBR en fonction desditioms opératoires appliquées, et a également
servi de base dans I'étude des cycles d’éclairepraprement dit, objet de la deuxieme partie de la
thése. Cette derniere partie a consisté a mettpbaer une méthodologie expérimentale permettant
de simuler les cycles lumiére/obscurité subis @ de PBR par des cycles maitrisés en fréquence
et en intensité, pour ensuite pouvoir étudier [@onse biologique obtenue dans ces conditions de
régime d'éclairement dynamique. Au final, ce mantisarganisé en cinq chapitres, aborde la
caractérisation et la modélisation de la croissalecéa microalgu€hlamydomonas reinhardtén

PBR en lumiére continue et intermittente.

Dans le premier chapitre, une étude bibliographicgmend I'état de I'art sur la croissance et la
modélisation de la culture des micro-organismedqdymthétiqgues en autotrophie. Une description
des différentes approches abordant la problématdecouplage hydrodynamigue/conversion
photosynthétique au sein d’une suspension micrleaég €galement représentée.

Le second chapitre s'intéresse a la présentationmé¢hodes expérimentales et du matériel utilisé
au cours de cette étude.

Le troisieme chapitre est consacré a I'étude desnpetres gouvernant la productivité volumique
maximale des PBR. Une partie des expérimentatiodseptées dans ce chapitre a été effectuée en
collaboration avec le Laboratoire LGCB (Laboratode Génie Chimique et Biochimique) de
Clermont-Ferrand (en particulier Jean-Francois €9rnL’étude menée sur deux PBR de
géométries différentes et en limitation physiquet par la lumiére pour différentes valeurs de la
densité de flux incidente nous a permis de prolavealidité et la robustesse d’'une formule simple
et fiable dans la prédiction de la productivitéurnlque maximale en PBR.

Le quatrieme chapitre décrit I'élaboration d’un raledcinétique de croissance @alamydomonas
reinhardtii. Ce modéle est basé sur une approche prédicipasaat sur la Thermodynamique des
Processus Irréversibles (TPI) dont l'applicatiorr sles systémes biologiques est relativement
récente. Ceci a été également mis en place pacallaboration étroite entre le laboratoire GEPEA
et LGCB.

Finalement, le dernier chapitre porte sur la méthagle d’étude et les résultats obtenus sur les
effets dynamiques des cycles d'éclairements swotaversion photosynthétique. L'interprétation

des résultats s’appuie sur les conclusions obtesrudésmiere continue aux chapitres trois et quatre,
démontrant finalement I'existence de ce couplager pies gammes de fréquences pouvant étre

rencontrées en PBR.
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Chapitre I : Partie Bibliographique

Résumeé:

Ce premier chapitre est dédié a une présentation générale de la croissance
autotrophe des micro-organismes photosynthétiques, et a l'état de l'art des
différentes approches utilisées dans la modélisation de leur croissance en PBR.

Une revue de la littérature concernant les travaux sur le couplage
hydrodynamique/conversion photosynthétique en PBR est finalement présentée, ce

couplage faisant I'objet d'une étude expérimentale spécifique dans ce mémoire.
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L. Croissance et modélisation des microalgues en photobioréacteurs

L1. Les micro-organismes photosynthétiques

L.1.1. Introduction

On entend par le terme «micro-organismes photoétigties», les cyanobactéries,
les microalgues et les bactéries photosynthétiques.microalgues et les cyanobactéries
sont des organismes veégétaux qui constituent leoplancton aquatique et marin. En tant
gue micro-organismes procaryotes, les cyanobastéree possédent pas de noyau, au
contraire des microalgues de nature eucaryotighez @es microalgues, la photosynthése
se déroule dans le chloroplaste qui est un orgametieilaire présent chez les plantes
supérieures et certaines algues, et c’est danmiteghondries que la respiration a lieu.
Dans le cas des cyanobactéries dépourvues de plast®, la méme chaine de transporteur
d’électrons est impliquée dans la respiration gthlatosynthése. Dans la suite du mémoire,
on utilisera le terme microalgue pour désigner ri@sro-organismes photosynthétiques
eucaryotes, et lorsqu’il y aura nécessité, onrdjsiera entre microalgues (eucaryotes) et
cyanobactéries (procaryotes).

Dans les paragraphes suivants, nous expliquonétaiisdes processus de photosynthese et
de respiration dans le cas des microalgues. Ces @tegessus, a la base de I'énergétique
cellulaire, sont essentiels dans la compréhenseda droissance de ces organismes et donc

dans I'établissement des modeles mathématiquesdaisant.

L.1.2. Le processus global de la photosynthese

La spécificité des microalgues provient de leurac#tg a assimiler les sources de
carbone et a faire leur propre matiére organig@eegau processus de la photosynthése,
durant lequel I'énergie lumineuse est convertieérargie chimique. La photosynthese est
ainsi représentée globalement par I'équation @t1a figure (1.1).
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La photosynthése est le seul processus
biologique capable de capter I'énergie py,
lumineuse (solaire ou artificielle) pour la

transformer en énergie chimique en

Cycle de

fixant simultanément le dioxyde de .
Calvin
carbone CQ@et en libérant le dioxygene

Os.

L’élément de base de la photosynthese

est le photosysttme qui permet
lassimilation de I'€nergie lumineuse (IeSFigure .1: Représentation schématique du
photons) et son utilisation pour le processus global de la photosynthése.
fonctionnement de la chaine photosynthétique. Uotqdystéme est constitué de deux
parties: I'antenne collectrice formée des pigmeawtsessoires (caroténoides, chlorophylle b
et chlorophylle a), et le centre réactionnel coategries pigments actifs (chlorophylle a). Il
existe deux types de photosystemes qui fonctionees€rie : le photosysteme | (PSI) et le
photosysteme 1l (PSIl). Ces photosystemes sontcessoa différentes complexes
moléculaires pour former la chaine photosynthétdgiéransport d'électrons, intégrée dans
la membrane du chloroplaste. Celle-ci se trouvdasunembrane du thylacoide, délimitant

le lumen (intérieur du thylacoide) et le stromadéerur du thylacoide).

L.1.3. Conversion de I'énergie lumineuse et transfert d’électrons

Les photons captés au niveau des pigments et trswrem centres réactionnels
permettent un transfert d’électrons par une sériegdctions d’oxydoréduction a travers la
chaine photosynthétique. Ce transfert est posdgibfee aux complexes suivants: le
photosystéme Il (PS Il), le cytochromg,de photosystéme | (PS 1), la Ferrédoxine NADP
réductase (FNR). En plus de ces complexes, trarsporteurs d’électrons interviennent
durant le processus : la Plastoquinong 1@ Plastocyanine (PC) et la Ferrédoxine (Fd). Les
autres éléments clés sontNécotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADRe
NADPH (pouvoir réducteur), I'adénosine di phosph@®P), le phosphate inorganique
(Pi), 'adénosine tri phosphate (ATP), ainsi quéament les photonghv) et I'eau.
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Figure 1.2 : Représentation schématique des réactions clairksplmtosynthese.

Le processus global peut étre décrit par les étsngantes:

. Les photons venant d’une source lumineuse (natuoellartificielle) sont captés par
les antennes collectrices des PSII. L'excitationégée par chaque photon est transmise a
travers les molécules pigmentaires (chlorophylléscaroténoides) vers les centres
réactionnels et ce, quelle que soit la longueundéodu photon capté ente 400 et 680 nm.
Le centre réactionnel d’'un PSII fonctionnant a goigalent énergétique d’'un photon a 680
nm (E =hxc/A), nommeé ainsi P680, I'énergie excédentaire (cardemans les photons
de longueur d’'onde inférieure) sera dissipée dassahtennes. Les photons captés par
'antenne collectrice et transmis au centre réacid, libere des électrons au niveau de ce
centre réactionnel, ce dernier passant a un ét80*Pén libérant des électrons. Les
électrons libérés sont ensuite transférés dankdime photosynthétique par le moyen du
premier transporteur d’électrons, la plastoquindpg qui prend aussi deux protons
disponibles dans le stroma. Par suite, la plashmpé passe de son état oxydé (PQ) a un

état completement réduit PQH

. Simultanément, les électrons rentrant en jeu darnsansport sont arrachés a l'eau
au cours d'une réaction catalysée par le compexeu complexe tyrosing, contenant 4
ions Manganese) et provoquant une accumulationudérel charges positives, ce qui va
entrainer I'oxydation d’'une molécule d’'eau (phosalyde I'eau). La photolyse de deux
molécules d’eau entraine la libération de 4 élestro’'une molécule de dioxygéne et de 4
protons. Ces 4 derniers sont libérés dans le luooetribuant ainsi a la création d’un

gradient de protons a travers la membrane thylataid
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. La plastoquinone Rtransfere les deux électrons vers le complexeytloichrome
bsf en relachant en méme temps deux protons dansrlen. Ce transfert est couplé a un

pompage de deux protons du cytochronrfetgalement dans le lumen.

. Les électrons sont transférés du cytochrogieab PSI (centre réactionnel) par le
moyen d’un transporteur d’électrons, la Plastoayar(iPC) (transporteur soluble dans le
lumen). Le fonctionnement du PSI est semblable @uctfonnement du PS I, a la
différence prés que le PSI (aussi nommé P700) ifamu a un équivalent énergétique d’'un
photon a 700 nm (au final, les photons utilisésigeent donc dans la gamme de longueur
d’onde 400-700 nm, définissant ainsi le PAR, pBhotosynthetic Active Radiationg out
comme le PS Il, les antennes collectrices dirigaxcitation générée par les photons
captés vers le P700 qui passe de son état initiéle P700* (le réducteur le plus puissant
de la chaine de transport d'électrons). Le PSI dédg électrons a la ferrédoxine, ces deux
électrons étant remplacés par un électron proveteld plastocyanine (PC) qui sera alors

réduite.

. Les électrons sont cédés a la ferrédoxine qui, ra tearr, les transféere a la
ferrédoxine NADP réductase (FNR), qui elle-mémeceder ces électrons a l'accepteur
final, le NADP" qui se réduit en NADPH en prenant un proton diggerdans le stroma.
Ceci va donc accroitre le gradient de protons ela#sedeux cb6tés de la membrane du

thylacoide, entre le stroma et le lumen.

. Le gradient de protons généré par la chaine depoahd'électrons va créer une
force-proton motrice utilisée pour la synthese '@d®P au niveau de 'ATP synthase a
partir de 'ADP et du Pi. Ce mécanisme de synthe#dP a été proposé par Mitchell

(1966). La synthése de I'ATP qui a donc lieu enspnge de lumiere au cours de la

photosynthese, est appelée la photophosphorylation.

Au final, le pouvoir réducteur NADPH et la molécéleergétiqgue ATP sont utilisés pour la
fixation du gaz carbonique (G réaction catalysée par la ribulose 1,5 bisphatgph
carboxylase/oxygénase (RubisCO) dans le «Cycle drir®. Les produits de cette
réaction sont deux molécules de 3-phosphoglycérai#é de base de la synthése des
lipides, des acides gras, des acides aminés eaildss carboxyliques. La molécule de 3-
phosphoglycérate est également le point de départlp synthése de I'hexose P, puis des

carbohydrates. Les sucres (comme I'amidon) sokéspour ensuite étre utilisés comme
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source d'énergie (respiration) dans la synthése deitabolites nécessaires au

fonctionnement de I'organisme.

L.1.4. Schéma en Z de la photosynthese

Le processus mis en jeu au niveau de la chaineopymdhétique est également
nommé le schéma e#@ de la photosynthése (figure 1.3). Celui-ci préselets couples
redox impliqués dans le transfert photochimiqueélestrons issus de I'oxydation de I'eau

jusqu’a l'accepteur final d’électrons qui est Idamieur NADP (donnant au final la forme

d'un 2).
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Figure 1.3 : Schéma en Z de la photosynthese et présentatitramifert cyclique et acyclique des électrons.

Ce schéma permet de visualiser le transfert délestacyclique, avec donc transfert des
électrons qui se fait entre le premier donneua(leet le dernier accepteur (NADRU les
deux photosystemes PSIl et PSI interviennent p@aliser les sauts de potentiel
nécessaires a cette opération. Ce transfert aagclighotophosphorylation acyclique)
conduit obligatoirement a la synthese d’ATP et d&DRH. La photophosphorylation
acyclique se résume donc a la réaction stcechiagnétduivante :

4hv + 2H,0 + NADP" + ADP+Pi . NADPH,H" + ATP+H,0+10,  (I.2)

Il existe également un transfert cyclique, ou kensfert d’électrons s’effectue entre la
ferrédoxine réduite et le complexe PQ/cytochrogieséns faire intervenir le PSIl. Dans ce

cas, il n’y a donc pas de production d'oxygéneenirdnsfert d'électrons sur le NADRe
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résultat global de ce flux cyclique d’électronslegpbompage de protons par le complexe du
cytochrome kf. Par conséquence, cela augmente la force protmrnie®a qui va engendrer
la synthese d’ATP sans formation concomitante deDRKH; ce processus, dénommé
photophosphorylation cyclique, permet d’augmengesynthese de I'ATP par rapport a
celle du NADPH.

Au final, il apparait que I'équation stcechiométeq(.2) de la photophosphorylation
acyclique est trop simpliste pour représenter & gule le métabolisme énergétique. Cela
suppose que le rapport de la vitesse spécifiquia gnotophosphorylation sur la vitesse
spécifique de réduction des cofacteurs reste éda(sadit un transfert cyclique nul). Ceci
n'est pas le cas lorsque des processus anabolsgpesmis en jeu (Cornet 2007). Ces
processus demandant des ratios largement supééelyret un flux d’électrons cyclique

exclusivement réservé a la synthése d’ATP est saoes(photophosphorylation cyclique).

Une formulation correcte de ce rapport, (appel&GiaapportP/ 2, voir la partie 1.1.6),
qui apparait comme un moyen pour la cellule d’aslapbn métabolisme énergétique a ses
besoins, se révele donc comme un point importanhed’modélisation correcte de la
croissance photosynthétique. On pourra notammeréféeer aux travaux du LGCB sur le
sujet (Cornet 2007 en patrticulier).

L1.5. La respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale est réalisée par sé@ge de complexes protéiques
localisés dans la membrane mitochondriale. Lestréles concernés par ce processus
proviennent des NADH et FADHoroduits par le cycle de I'acide citrique (cycke Idrebs)
et du NADH cytosolique généré par la glycolyse &ae cas le NADH est transporté via
des navettes spécifiques). Les électrons sontfé@ssdu NADH au dioxygéne par une
série de réactions d’oxydoréduction a travers &Erade transport d'électrons constituée de
guatre complexes protéiques qui sont: la NADH-Cgare Q oxydoréductase, la succinate
déshydrogénase, la Coenzyme Q-cytochrome c oxydotEse et la cytochrome oxydase.
Les quatre complexes sont aussi appelés respeetntdas complexes |, I, 1l et IV. Le
complexe V ('ATP synthase) quant a lui, catalyaesynthése de 'ATP. A coté de ces
complexes, deux transporteurs mobiles intervienaesavoir I'ubiguinone (Coenzyme Q)
et le cytochrome c. Les autres éléments clés iatemt sont le NADH et les électrons en

provenant, les protons, le dioxygene)deau (HO), 'ADP et le Pi.
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Figure I.4: Représentation schématique de la phosphorylatiojdative. La chaine de transport des
électrons génére un gradient de protons qui diséufiour synthétiser 'ATP.

Le processus de la phosphorylation oxydative remtéssur la figure (1.4) peut étre décrit
de la facon suivante:

 Deux électrons sont initialement cédés du NADH ammlexe | (NADH-Q
oxydoréductase), ce transfert étant couplé aveomepage de deux protons dans I'espace
intermembranaire.

* Les deux électrons sont ensuite transférés a ubope Q qui se réduit en QHCe
transporteur hydrophobe tres mobile transfere destréns a la Q-cytochrome c
oxydoréductase (complexe Ill). Ce dernier réduityfchrome c (transporteur mobile des
électrons), qui est une protéine membranaire périghe hydrosoluble. Ce transfert est
couplé a une libération d’'un proton dans I'espatermembranaire pour chaque électron
transporté, sachant que le cytochrome ¢ ne peasgeater qu’'un seul électron a chaque
fois et le cede au complexe IV (cytochrome ¢ oxgiladccompagné d’'un pompage de
protons dans l'espace intermembranaire, ce comptexesfére les électrons a bO

I'accepteur final qui, combiné aux protons et alectons, va former $O.

La phosphorylation oxydative permet la synthés€AIEP a partir de I'ADP et le Pi, cette
synthése étant catalysée par I'ATP synthase grdeef@rce-proton motrice générée. La
phosphorylation oxydative apparait donc au finanoee un couplage entre respiration
cellulaire et formation d’ATP. En effet, la respica est basée sur le cycle de Krebs ou le
pyruvate est dégradé en gQout en produisant (par cycle) une molécule éktayge
d’ATP et 4 intermédiaires énergétiques (3 NADH etFADH,). Cela servira a la

production d'ATP dans la chaine respiratoire cormmeté expliqué ci-dessus.
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L1.6. Quelques définitions
Le rapport de la vitesse spécifique de photophastétion (J,rp) SUr la vitesse

spécifique de réduction des cofacteLQrT%ADPHw), nommé par commoditéJ ), est

appelé rapport(P/2e” ) Il est lié directement au rapport entre les fleycliques et

acycliques de transfert d’électrons:

v = (Jarp)
Pl 2 )=-=_"= 1.3
( ) (Jeor ) -9

L’énergétique respiratoire est représentée pamppart (P/O ), défini comme étant le
rapport de synthése d’ATP divisé par le nombre déeesd'oxygene consommeé pendant la

phosphorylation oxydative:
(P/0)={Mare) 4
(no,)
Tout comme par le rappoftP/2e , Je rapport(P/O)est un élément essentiel dans la
représentation et donc la modélisation du métainelienergétique des cellules eucaryotes.
A noter qu’on utilise également les rapports suisan

(vitessede productionmolaired'O,)
(vitessedeconsommatin molairedeCO,)

- Le quotient photosynthétiqueQ, =

- Le quotient respiratoire, = (vitessede productionmolairedeCQO,)
R (vitessedeconsommatin molaired'O,)

- QR,, (quantum requirement for oxyggmoductior) représente la quantité de moles de

photons nécessaire pour la production d’'une modxydjene. La valeur minimale est 8
(valeur théorigque), ou en d'autres termes, 8 photnt nécessaires pour la production
d'une molécule de dioxygene. La détermination expéntale de QR, dans les 40
dernieres années (surtout dans le cas des micemlfey and Mauzerall 1982, Ley 1986,
Kromkamp et al., 2001) montre néanmoins que cearapeut varier entre 8 et 25.

- QR,o, (quantum requirement for carbon dioxyde fixajiceprésente la quantité de
photons nécessaire pour fixer une mole de dioxyelecatbone (de fagon analogue a

QR,, pour le dioxygene).
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L.2. Réponse photosynthétique des microalgues a la lumiére

La croissance photosynthétique des microalguesoupg un ensemble de
phénomeénes interagissant entre eux. Globaleméatagbarait directement dépendante de
la lumiére disponible au sein de la suspensionaalgale donnée par lirradianGe La
dépendance de la réponse photosynthétique a lamed peut étre déterminée a partir des
expérimentations de mesure de production d’oxyg@aessen et al2003 ; Richmond
2004). Une réponse typique de I'évolution de laonge photosynthétique exprimée en

terme de taux spécifique de production d’oxygéﬂg:zl en fonction de l'irradiance regue

par les microalgues est présentée dans la figuse (daptée d’apres Pruvost 2005). Nous
présentons également dans la figure (1.6) une eodsb suivi réel de I'évolution de la

production d’oxygene pour la microalgGe reinhardtii (Pottier 2005).

Po 4 Perte au niveau de
2 .
rendement de conversion

I - S N —

P O2 sat

Croissance
photolimitée

ﬁ\Eﬁ’et Kok
L

Ge :Irradiance de Gs :Irradiance de
compensation saturation

Photoinhibition

A

-

Irradiance G (,umol;,v.m’z.rs")

et perte de poids
b

Consomation d’O;

Figure 1.5 : Courbe typique de I'évolution de la production digkne d’une microalgue en fonction de
l'irradianceG.

La figure (1.5) montre que la relation entre I'oxyge dégagé et lirradiance recue est
linéaire pour les irradiances supérieures a limade de compensatiorG{). Cette

irradiance de compensation est définie pour uneaalgue (eucaryote) comme étant la
valeur de l'irradiance pour laquelle un dégagemmemtd’'oxygene sera observé, en résultat
de la production et de la consommation de I'oxygpae contributions respectives de la

photosynthese et de la respiration. Pour une aradi inférieure a celle de compensation,
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le taux d’oxygéne consommeé par la respiration sepgrieur a la production d’oxygene par
photosynthese, minoritaire dans ces conditionslaii@nent. En augmentant l'irradiance,
le dégagement d'oxygene augmentera progressivenusou'a atteindre une valeur

maximale notéeR, .. Pour toute irradiance supérieure a l'irradianeesdturation, une

diminution du dégagement d’oxygene sera observée Baugmentation de l'irradiance.
Ce phénoméne, souvent appelé «photoinhibition»,uasphénoméne complexe qui va
engendrer des changements dans la cellule, ecydatiau niveau des photosystemes, ces

changements pouvant étre réversibles dans le ciascouple intensité/durée reste modére.
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Figure 1.6 : Activité photosynthétigue deChlamydomonas reinhardtipour une gamme d'irradiances
usuellement rencontrée en PBR (données Pottier)2005

L.3. Systéemes et modes de culture des microalgues en PBR
L.3.1. Systemes de culture

Dans ce paragraphe, on s’intéressera seulementudtures des microalgues en
PBR (systémes fermés). On peut distinguer deuxdgsarcatégories suivant la source
lumineuse : les PBR solaires et les PBR a lumigikczelle.
La premiéere catégorie (PBR solaire) est généralentéisée pour la production en masse,
bénéficiant ainsi de la ressource solaire pourikeran place d’'une production industrielle
a grande échelle. On citera par exemple les gémadtbulaires utilisés pour les cultures
de Chlorella vulgaris (alimentation humaine et animalelametococus pluvialis

(production d’astaxanthine) @rthrospira platensigproduction de biomasse).
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bY

Les PBR a lumiére artificielle sont utilisés pougsdproductions a petite échelle. Les
différents paramétres (température, pH, agitatton.¢ en plus de la lumiere peuvent alors
étre rigoureusement maitrisés, ce qui rend pami@rhent utiles les systemes en lumiére
artificielle pour l'étude de la croissance des miorganismes photosynthétiques et

I'optimisation d’'un ou plusieurs parametres.

1.3.2. Modes de culture

Un procédé mettant en ceuvre la culture des mgueal autotrophes dans un PBR
peut fonctionner sous différents modes. On disengu particulier le mode discontinu (ou

batch et le mode continu.

1.3.2.1. Culture en mode discontinu

Une culture en discontinu est par définition undtura durant laquelle aucun
substrat (a I'exception de la lumiére, voire le L8era introduit dans le réacteur. C'est le
mode le plus courant dans la culture des microalgiRchmond 2004). Une quantité
définie du milieu de culture et de l'inoculum esgectée dans I'enceinte de culture, ou les
cellules seront incubées dans des conditions emwrmentales favorables. Les cultures en
mode discontinu sont largement utilisées pour talpction commerciale des microalgues,
de par la facilité de leur mode opératoire et lmpdicité des systémes de cultures

nécessaires.

1.3.2.2. Culture en Continu

Dans le cas des cultures en mode continu, leegasera alimenté en permanence
par du milieu neuf contenant les nutriments. Céleessite d’effectuer un soutirage afin de
garder un volume constant dans le PBR. Bien quanode de culture paraisse trés
intéressant puisqu’il demande moins de main d’ceu@esemencement, nettoyage,
stérilisation etc...), il est parfois difficile de lmettre en ceuvre car plus complexe
techniquement (robustesse du fonctionnement dep@®m’alimentation en milieu neuf,
du systeme de régulation de pH, de la températire.)}e Ce mode apporte toutefois
lavantage de mener a un état stable de la biomagssatitativement et qualitativement.
Ceci se revele notamment intéressant dans le ltidier I'effet d’'un facteur limitant

particulier.
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Dans le mode continu, il existe deux facons d’op&erocédé: le modehemostaet le
modeturbidostat Le premier correspond au mode continu pour letpi@hilieu neuf est
injecté en permanence avec un débit i (débit imposé par la pompe d’alimentation).

En régime stabilisé (volume réactionnel constaQ® est égal au débit de sortie de
soutirageQs (par trop-plein, ou en utilisant une pompe de isage). La concentration en
biomasse atteinte a I'équilibre dépend du débiirdentation imposé. Le moderbidostat

est obtenu par fixation de la concentration en lasge dans le réacteur alors mesurée en
ligne. Le systéme est pour cela asservi a un giotke la pompe d’injection du milieu neuf
afin de garder une concentration en biomasse aaegpar dilution de la culture.

A noter qu'il existe un mode de fonctionnement naifed-batchdurant lequel le réacteur
est alimenté en continu ou en intermittence pamiieu neuf contenant un ou plusieurs
nutriments avec un soutirage périodique de la bgsmaproduite dans le réacteur. Ce mode
de fonctionnement est parfois utilisé dans I'exgaliddon commerciale des microalgues (Lee,
1997).

‘Effluents |
Air+CO2 | gazeux

Qe=constant

Débit d’entrée | | 1=

Débit de sortic

azorun
Lumiére

Réserve du |
milieu ‘

—— Systeme de régulation
"Effluents
Air +CO2 wazeuxy

Qe
Débit d’entrée

N

DéEbit de sortie ]

191N
Lumiére

- Réserve du
- milieu

Figure 1.7 : Présentation schématique des modes de fonctionmesnenontinu d’'un PBR. A: mode de
fonctionnement eshemostatdans ce cas le débit d’entée est maintenu can&ammode de fonctionnement
en turbidostat la biomasse est maintenue constante en utilisaatsonde de mesure de biomasse et un
systeme de régulation qui pilote la pompe d’alimgat du milieu neuf (consigne biomasse fixée par
I'utilisateur).
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La figure (1.7) reprend schématiquement les deuxiesode cultures continus. Quelques
parameétres importants y sont définis :

- Qe est le débit d’alimentation en milieu neuf () )

- Qsest le débit de soutirage de la biomasse (sachem®g= Qs) (L/h)

- V; est le volume effectif de la suspension algalesdeaméacteur (L ou ™
- C est la concentration en biomasse (g/L)
- D est le taux de dilution (taux de renouvellementrdiieu) (HY
- T est le temps de résidence (ou temps de passage) (h)
avec :

D= 8—: r= \é—RS = % (1.5)

L.3.3. Les différentes géométries de photobioréacteurs

Le potentiel des micro-organismes photosynthétiggae ce soit pour la production
de biomasse, de molécules a haute valeur ajouté@e duoénergies, a mis les chercheurs
travaillant dans I'ingénierie des PBR devant un défil faut surmonter. Celui-ci consiste a
développer les systéemes de production a différemdtelselles (laboratoires, pilotes,
exploitation industrielle de grande taille) tout emerchant toujours une meilleur
productivité de leurs systemes.

Il existe une large diversité de géométries de PBRz et Scheibenbogen, 1998 ; Tredici,

1999 ; Pultz 2001 ; Carvalho et al., 2006), exgigpar le besoin de maximiser I'apport de
lumiere (solaire ou artificielle) a la culture. Maé cette large diversité de conception, les
PBR sont généralement divisés en deux grandesocagga savoir les réacteurs plats et les
réacteurs cylindriques. Pour plus de renseignensemties géométries existantes, on pourra

se référer & Pruvost (2009), Carvalho et al. (2@0®ulz (2001).

L4. Modélisation d’un Photobioréacteur
L4.1. Introduction

Un PBR est un procédé permettant de cultiver degrorerganismes
photosynthétiques. La modélisation d'un PBR coasabrs a traduire les interactions
physico-biologiques qui y interviennent par desitiehs mathématiques pour pouvoir, par
exemple, prédire I'évolution de la biomasse dangdeteur en fonction de sa géométrie ou
des conditions appliquées.
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Comme dit auparavant, dans le cas d'une culturePBR, la croissance des micro-
organismes autotrophes est liée a la photosyntiygseest fonction de [lirradiance

disponible (non homogéne dans tout le volume dateéa). Ceci rend la modélisation des
PBR trés spécifique. Afin de modéliser un PBR,ailitf ainsi idéalement caractériser la
distribution locale du champ de rayonnement au seina culture puis en déduire la
réponse biologique des cellules. Cela permet al dia calculer les performances du PBR.

L.4.2. L'atténuation lumineuse en photobioréacteur

Quelle que soit sa géométrie (tubulaire, rectangp)l@t quelle que soit la source
d’éclairement (solaire ou artificielle), un PBRa&é siege d’'un gradient de lumiére au sein
de la suspension microalgale. Ce gradient di notmhrma lI'absorption de I'énergie
lumineuse capturée par les pigments de la cellsiedépendant de plusieurs facteurs: la
géomeétrie du réacteur, la position de la sourcerlause, les caractéristiques du flux captés
(densité hémisphérique du flux incident, part codlie-diffus du flux, spectre d’émission),
et les propriétés optiques du milieu et de la beseafonction de la concentration, de la
pigmentation, de la taille et de la forme des ¢ed
La figure (1.8) présente un schéma

typique de l'atténuation de I'énergie

photonique dans un PBR

G Irradiance

rectangulaire éclairé d’'un seul coté.

Dans ce cas, l'atténuation a lieu

D~
rce LumiSRuse

suivant une direction unique appel

profondeur de culture et notée.

S
<

Différentes approches sont utilisée

wn

pour caractériser cette atténuation

dans un PBR, comme la loi de

Lambert-Beer (loi simple et

frequemment utilisée), ou des 0 2(Go) 2L s

modeles plus complexes de trarleerfzigure 1.8 : Représentation schématique de I'atténuation

e 2 umineuse par une culture de micro-organismes
de rayonnement (modele a deux fluxlphotosynthétiques dans un PBR plan éclairé d’'uh e
qui sera présenté par la suite). par une source lumineuse (vue de cbdté d'un PBR plan

d’épaisseur L).
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L.4.3. Définition de la fraction volumique éclairée en PBR.
En prenant en considération I'atténuation lumieegisen partant de la définition du
point de compensation pour une microalgue (pardgrap?), le réacteur de volume

réactionneMV, peut étre divisé en un volume écla¥iéet un volume sombné,. La fraction

volumique éclairée est alors définie comme suitr(€b2001, Cornet 2009):

y==- (1.6)

Comme il sera montré ultérieurement, ce paramatressentiel dans la compréhension du
fonctionnement du PBR. Il servira notamment commeametre de contrdle du régime de

fonctionnement d'un PBR (voir chapitre 111).

L.4.4. Prédiction du transfert radiatif : modéle a deux flux

Pour modéliser le transfert radiatif dans une enspn microalgale, les
phénomenes physiques subits par la lumiere doieédre pris en compte, a savoir
'absorption des photons par la pigmentation desrardbrganismes, ainsi qu’un autre
phénomeéne aussi important que le premier en cuttoneentrée (usuellement rencontrée
en PBR), a savoir la diffusion de la lumiére pardellules.
Le modele a deux flux apparait comme bien adapté da cas, dans la mesure ou les deux
phénomenes d’absorption et de diffusion de lumgmet pris en compte (Cornet et al.,
1995, 1998).
Le modele a deux flux est obtenu par simplificatétenl'équation du transfert radiatif. En
introduisant I'hypothése d'une atténuation monodisiennelle, la propagation de la

lumiere (pour une longueur d’onde donagest ainsi considérée seulement suivant laxe

dans deux directions opposéés (et | ;) afin de prendre en compte la partie rétrodiffusée

du flux lumineux ( ;).

hv

Figure 1.9 : Représentation schématique du modeéle a deux ¥le& k@ sens de propagation du flux lumineux
(13 ) et sa partie rétrodiffuséd 1 ).
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L'intensité spécifiqué, permet de définir:

- L'irradiance :G; = [[ I ,dw
4
- La densité de flux d'énergie radiame= [[ |, cosd dw
A

ou: dw est I'angle solide qui définit un faisceau deatoins.
0 I'angle polaire incident.
Dans le cas d’'un flux incident normal (perpendioela la surface optique) et d'un champ

de rayonnement quasi-collimaté, les équationsreifiielles a résoudre sont les suivantes :

d('j—ﬁzz—EaA Cyl," —Es, Cybaa(1," = 1,7)

(1.7)

dy - Ea, C,l,” —Es; Cybaa(1," = 1,7)
VA

ou: -Ea, :coefficient d’absorption massique spectrale
- Es, : coefficient de diffusion massique spectrale

- b2y fraction rétrodiffusée du rayonnement

- Cy :concentration en biomasse dans la culture
. intensité spécifique dans la directiai) (
I, :intensité spécifique dans la direction (-)
La résolution, avec des conditions aux limites appées donne lirradianc&, (z) pour
une profondeurz au sein de la culture:
Gi(2)=1,"(2)+1, (2) (1.8)
Les conditions aux limites dépendent des conditiéslairage et de la géométrie du PBR.

Dans le cas du réacteur torique ayant une secéioge; une face optique normale au flux

incident et une partie en arriere du PBR avec @fficeent de réflectivitép (ou o =0 pour
un matériau complétement transparentoetl pour une réflexion totale), on obtient les

conditions aux limites suivantes :

z=0, " =g (1.9)
z=L, 1, =pl,

(avecq, , le flux incident etL la profondeur du réacteur).
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Prenant compte de ces conditions aux limites dthgpothése d'un flux incident quasi-
collimaté dans le modele a deux flux, I'expressamalytique de l'irradiance spectrale
G, (z) est donnee par (Pottier et al., 2005):

G/] (2) _

9.0
Llp(1+a,)exp(-9,L) - (1-a, )exp( -9, L)]exp( 8,2) +[(1+a, )exp(8,L) - p(1-a, )exp( J,L)]exp( - 8,2)
(1+a,)?exp(d,L)-(1-a,)?exp(-9,L)-p(l-a,?)exp( J,L)+ p(l-a,?)exp( -J,L)

(1.10)
avec : Oy, = CX\/ Ea(Ea, + 2b2;Es,), le coefficient d'extinction,
Ea, e
et a,, = | ———=———, le module de diffusion linéaire.
Ea, + 2b2,Es

En connaissant la teneur en pigments de la mianeatgltivée en PBR et sa distribution de
taille, les propriétés radiativega, ,Es, et b2, peuvent étre déterminées théoriquement

d’'une facon totalement prédictive en utilisantHadrie de Lorenz-Mie et I'approximation
de diffraction anomale (Van de Hulst, 1981; Cor2é07).

Il faut indiqguer que des comparaisons entre lesfilprod’atténuation obtenues
théoriquement en utilisant le modele a deux fluxeaix mesurés expérimentalement ont
montré que le modeéle prédictif proposé par Pogtied. (2005) prédit correctement le profil
d'irradiance dans le PBR torique qui sera util@@sdcette étude.

On notera également que les équations sont domeigesur une longueur d’'ondé . Si le
spectre de lumiéere est polychromatique, les éguafi@uvent étre intégrées sur un spectre
donné. Il est également possible de travailleagueur d’'onde moyenne, ce qui réduit les

temps de calcul (Pottier et al., 2005).

L4.5. Modélisation de la croissance photosynthétique
L4.5.1. Modéles cinétiques existants

Dans la littérature, plusieurs modeéles cinétiqoet été proposés pour décrire la
croissance des micro-organismes photosynthétichiba,(1982; Muller-Feuga 1999). Ces
modeéles cinétiqgues peuvent étre regroupés en datégaries a savoir les modeéles de
représentation et les modele de connaissance.
Les modeles dits de représentation sont simpledisi&gion mais sont basés sur quelques
parameétres globaux pas forcément reliés a des pi@mes biologiques identifiés dans la
cellule. Ces modeles reposent souvent sur uneiomlatathématique simple (de type

hyperbolique, exponentielle, ...) qui nécessite ulagm des parametres y figurant en se
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basant sur les essais expérimentaux. Ce type deppra donc des limites évidentes si on

cherche une représentativité importante (constant&sjuster). Citons parmi les modéles

de représentation les plus utilisés :

» Le modéle de Monod (1942): ce modele est couramment appliqué dans le cda de
croissance de cultures bactériennes pour relipofalation a une ressource limitante.

Pour les micro-organismes photosynthétiques, ladbutilisée sous la forme suivante :

G
= —_— .11
H = Hinax Ko +G (1.11)
ou: -p estla vitesse spécifique de croissance

- Hmax €St la vitesse spécifigue maximale de croissance

- G estlirradiance a l'intérieur du réacteur
- K est la constante de demi-saturation (traduitiié# du micro-

organisme pour le substr@t).

* Modeéle de Andrews-Haldane (1968) : Cette formulation permet de prendre en

compte I'effet inhibiteur du substrat limitant Iqese ce dernier est en excés. Cette loi a
été utilisée par plusieurs auteurs pour les migiged sujettes a la photoinhibition (Aiba
1982 ; Molina Grima et al., 1996; Pruvost et al02 ; Fouchard et al., 2009). Elle est
donnée par:

G

HU(G) = Unax = Hs (1.12)

2
G+K, +2
1]

K, estla constante de saturatigmn©l,,.m=2.s™)
K, estla constante d’inhibitioufnol,,.m™.s™).
Le termey, correspond a la respiration, souvent considéréareuoonstante.

Ces modeles, couramment employés, reposent subrmalation d’'un taux spécifique de

croissanceu, qui d'aprées Cornet (2007), représente « une ersaucturelle » car s'il

possede une signification physiologique bien étgbdiur les micro-organismes aérobies, ce
n’'est pas le cas pour les micro-organismes photbstiques. On notera également qu'il
convient de bien formuler le substrat, ici I'ifradce G . Pour simplification, une grandeur

moyenne G,,, est souvent employée (irradiance moyennéee suolieme du reacteur).

Comme il sera largement montré par la suite, ceonsiement ne peut mener a une

32



Partie Bibliographique

représentation correcte du fonctionnement d'un PBRuf a ajuster les parametres
cinétiques en conséquence). Pour plus de préciisnyaleurs locales de l'irradiance au
sein de la culture doivent étre employées (Potienl., 2005; Pruvost et al., 2008 ;
Fouchard et al., 2009 ).

L1.4.5.2. L’analyse des flux métaboliques

Récemment, des approches plus poussées ont giésges pour présenter la
croissance photosynthétique, comme par exemplescélhsées sur I'analyse des flux
métaboliques, ou sur la thermodynamique des prosds®versibles. Dans I'analyse des
flux métaboliques, une approche biochimiquemenictirée permet d’évaluer les vitesses
de fonctionnement des différentes réactions carstitle réseau métabolique. Ceci permet
de caractériser I'état physiologique d'un microamgme en culture dans un milieu
contrélé. Citons notamment les travaux de Cognal.e2003) dans lesquels un réseau
métabolique pour la croissance en autotrophie dgydaobactériérthrospira platensisa
été proposé. Ce réseau métabolique comprend 12tloréaet 134 métabolites en incluant
la synthése de la biomasse, la production d’'un @yspccharide (EPS) associé a la
croissance, et les aspects liés a I'énergétiquel @iet.

1.4.5.3. L’approche TPI (Thermodynamique des Processus Irréversibles)

La thermodynamique des processus irréversiblesnesapproche originale dont les
applications dans la modélisation des systeme®dimples est assez récente. Elle a été
notamment mise en oceuvre dans le cadre des métabsligérobies conventionnels
(bactéries, mitochondries) par Stucki (1978) etdaps(1988). Cette approche a également
permis d’établir un modele de croissance de micgamismes photosynthétiques en PBR,
par une analyse énergétique du schéma en Z deolagynthése (Cornet 2007). Cette
méthode présente l'avantage d'étre totalementqbirdadlimais elle nécessite un trés lourd
investissement théorique. Cornet et al. (2003) ldé&ja appliquée chez la bactérie
Rhodospirillaceagour des cultures photohétérotrophes, ainsi quaetet Dussap (2009)
pour des cultures autotrophes de la cyanobackgtieospira platensisPour ce dernier
cas, le modéle mis en place a permis de validerdssltats obtenus dans différentes
géométries de PBR, et pour différentes conditiomcmissance (discontinues, continues,
semi continues).

Ce type de modéle de connaissance, pour lequelraufation du couplage sera basée sur

les rendements énergétiques introduisant des paesndiés au processus de la
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photosynthese, a été adopté pendant ce travaskerd présenté plus en détails dans le
chapitre IV.

L.5. Etude du couplage hydrodynamiques/conversion photosynthétique en PBR
L5.1. Mise en circulation des cultures photo-autotrophes

A l'exception des applications pour lesquelles ¢ediules sont immobilisées et
capables de pousser sur substrat solide, les mrgamismes photo-autotrophes sont mis en
circulation afin d’éviter leur décantation au fothg réacteur ou la formation de biofilms. La
mise en circulation des cellules dans le PBR esleéwgent importante au niveau des
transferts, comme le transfert gaz/liquide et dmsfert des nutriments entre les cellules et
le milieu de culture. On notera cependant que tewlitions hydrodynamiques pourront
avoir un impact direct sur la vitalité des cellufeagiles aux cisaillements générés par
I'agitation. Certains micro-organismes photosynthéts sont en effet tres sensibles aux
forts cisaillements, et les conditions hydrodynamig seront alors un paramétre critiqgue
(Barbosa et al., 2004; Sanchez Miron et al., 2008; et Merchuk, 2002). Finalement,
comme il sera repris ensuite, le mélange hydrodymaenpeut améliorer l'accés a la

lumiere des cellules (Pulz et,a998).

L.5.2. Différents modes de circulation en PBR

La plupart des PBR sont agités par injection d(aim exemple est donné sur la

figure (1.10)). Dans le PBR, le mélange de la sosipa microalgale est assuré par une

circulation due a la Circulation de
diffé d id Paroi els ' Turbi Paroi la suspension
Ifference de polas optique urbine optique )
P N Protobioréacteur / | Rushton \l Photobioréacteur / F Paroi
interne

de colonne de fluide
de part et d’autre de
la paroi interne. Le

fluide se met alors

QIQrun |
Lumiére
Lumiére

en mouvement,

provoquant  ainsi

une mise en

circulation globale

Injection

(principeair-lift). Air/CO,

Figure 1.10 : Principe de fonctionnement d'un réacteair-lift (PBR a droite). Le
PBR a gauche présente une coupe transversale 8Rnclindrique a chambre
annulaie éclairéeradialemer.
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Il existe d’autres systémes de mise en circulatanagitation mécanique (hélice marine,
turbine a disque Rushton etc...). L’agitation mécaaigst souvent rencontrée dans le cas

des petits volumes, surtout dans des applicatidvéslzelle laboratoire.

L5.3. Les régimes fluctuants de lumiére générés par I'hydrodynamique (ou L/D
cycles)

Un PBR est toujours caractérisé par un champ denrsgment hétérogene di a
I'absorption et la diffusion de la lumiére par kdlules en suspension. Les cellules aupres
de la paroi optique (la face exposée a la soumnénkeuse) sont donc soumises a une forte
intensité tandis que celles au fond de la culteivent une faible lumiere, voire sont a
I'obscurité totale si la culture est tres concem{fhillips et al 1954). Du fait de la mise en
circulation et du déplacement généré suivant leligrd de lumiere, les cellules recoivent
donc des fluctuations de lumiére en passant d’'ome 2 I'autre (voir figure 1.8 pour une
représentation schématique de I'atténuation dedrenmén PBR et la présence des deux
zones éclairée et sombre). Ce régime fluctuantunere, rencontré dans tout PBR ayant
une zone sombre, a été largement décrit danddealiire (Burlew, 1953, Grobbelaar et al.,
1996 ; Richmond 2004 ; Janssen et al., 1999, 200043t connu sous le hom de cycles de
lumiére /obscurité ouight/Dark cycles (hommé souverit/D cycles).

Dans le cas des micro-organismes procaryotes, dgantéme chaine de transporteur
d’électrons, ce phénomene ne joue pas un rolenmgsrtant dans I'exploitation biologique
de la lumiére. Gonzalez de la Vara et Gomez-Loj€t®86) ont ainsi montré dans leurs
travaux que la respiration s’inhibe a la lumiéreglée cas des cyanobactéri&pifulina
maximg. Le temps nécessaire pour que la respiration seeneettplace quantes cellules
passent de la lumiére a I'obscurité est d'une neireriviron (Cornet, 1992). Le régime
fluctuant de lumiére n’aura donc pas d’effet dansds des micro-organismes procaryotes,
sauf si le temps de résidence dans la zone sorabse@erieur a une minute (environ).

Par contre, dans le cas des microalgues (euca)ymida cellule posséde deux chaines de
transporteurs d’électrons du fait de I'existencawianée des processus de photosynthese
et de respiration, un régime d’éclairement fluctusara susceptible d’altérer la conversion
photosynthétique instantanée du micro-organismeoglinthétique en jouant par exemple
sur les processus de photosynthese et de respirltidest toutefois pas aisé de démontrer
expérimentalement l'effet des cyclefD dans un PBR. La difficulté provient du fait que
pour un régime de lumiére donné, si on essaie défimoles conditions hydrodynamiques

(par augmentation de la vitesse d'agitation parnmgte), d'un cbété on favorisera les
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phénoménes de transfert (effet positif), et d’'utreaudté on augmentera les contraintes de
cisaillements (effet négatif). En plus de ces deffgts, si un couplage hydrodynamique
avec la conversion photosynthétique existe, alarbibmasse variera ce qui changera le
gradient de lumiére et par suite, les cydl#d. Le découplage de I'ensemble des effets
générés par un simple changement hydrodynamique dest quasi impossible
expérimentalement. De plus, ces cycles de lumigselgité sont caractérisés par des
fréquences et des amplitudes, avec des valeurneataléfinies avec précision en PBR du
fait de la dépendance de ces cycles a la foiscaulément et au champ du rayonnement,
chacun étant un probléme en soi a résoudre. Toaterisons expliquent pourquoi dans la
littérature, les effets de I'écoulement en PBRIlawroissance sont étudiés le plus souvent

d’'une fagon empirique.

L.5.4. Effet d’'un régime fluctuant de lumiere sur la croissance photosynthétique

L’étude de l'effet de la lumiéere intermittente darconversion photosynthétique a
débuté avec Brown et Escombe en 1905 sur les dsuiles plantes supérieures, ou les
auteurs ont utilisé une source de lumiere avecisgud rotatif ayant un secteur permettant
le passage de la lumiere. lls ont constaté qu’awex lumiere intermittente de 25% en
moins par rapport a une lumiére continue, le tagntadphotosynthése restait inchangé. La
guantité de dioxyde de carbone réduit a permis dmtmar une amélioration de la
conversion photosynthétique par rapport a des expétations en lumiere continue. Une
autre étude menée d0hlorella par Warburg (1919 et 1920), dans laquelle un @sqtatif
a moitié plein et permettant de générer des cyddekimiere/obscurité de méme durée et
avec des fréquences dépendantes de la vitessetatmmrodu disque, a montré que le
guotient photosynthétique dépendait de la fréquateda lumiere intermittente et que
celui-ci augmentait de 10% pour une fréequence 066J. Hz (un temps de cycle de 15
secondes) et de 100% pour une fréquence de 133uhliztegmps de cycle de 7.5
millisecondes) par comparaison a une lumiére caatin

Les études sur l'effet d’'un régime fluctuant de i@ sur la croissance des
microalgues Chlorella pyrenoidospse sont poursuivies avec Emerson et Arnold (1882)
avec Weller et Frack (1941), et ensuite avec Retk&affron (1942) sur la microalgue
Scenedesmu®ans les trois études, il a été démontré quéidation des flashs de lumiéere
a forte intensité conduit a une meilleure explmtatsi ces flashs sont séparés par des
périodes sombres d’'une fréquence adéquate. Ce pleéeo observé pour des fréquences

rapides des flashs (10 Hz voire plus) a été agpetashing light effect. L'effet supposé
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se situe ici par une interaction directe entre é&amisme de captation, le transfert dans les
antennes et la conversion primaire au niveau @hd@ne photosynthétiqgue (dynamique du
schéma eiZ). Il a été supposé par ces auteurs qu’une forbeience dans la culture, ou les
cellules seront exposées a des alternances dedegri forte lumiere pres de la paroi
optique et de périodes sombres en fond de cujporgra avoir le méme effet que ces flashs
de lumiére.

L’étude des effets d’un régime fluctuant de lumiswe la conversion photosynthétique a
connu une évolution marquante avec les travauxetey{1986). D’apreés Terry, il existe
deux réponses idéales des micro-organismes phabdtigues a un régime fluctuant de
lumiere :

- la premiere réponse, nommée « réponse sansatiggs (o integration d’aprés
Terry), suppose que la conversion photosynthétidgida lumiere recue par la cellule
pendant la phase éclairée est instantanée et quuelphoton est utilisé avec le méme
rendement comparé a un éclairage continu. Danag;eoa suppose que les fluctuations de
lumiéere seront donc « vues » par chaque cellule amgemps de réponse instantané.

- la deuxiéme réponse suppose que l'appareil piwotiodtigue ne répond pas
dynamiguement aux fluctuations de lumiére qui mergedonc pas « vues » par le micro-
organisme photosynthétique. La croissance seraéseltat de la quantité moyenne
d’énergie lumineuse recue par la cellule. La répaest alors avec intégration temporelle
complete {ull intégration d’aprés Terry). Dans ce cas, le temps de répomegjue sera
donc infini.

Méme s'il est possible que des micro-organismesgnmtent 'une ou l'autre de ces
réponses, il est également possible que certairmiaune réponse réelle intermédiaire.
Cette réponse, qui sera discutée dans le dernagitoly, suppose la présence d’'un certain
temps d’activation et de désactivation de la chaimatosynthétique lorsque la cellule est
soumise a des cycles intermittents de lumiere/oliéc®n dira alors qu’il y a intégration
partielle.

Janssen et al., 1999 et 2000 ont également étetiEt des cycles de lumiere/obscurité sur
la croissance de différents especes de microal@iidamydomonas reinhardtiChlorella
sorokinianaet Dunaliella tertiolectd et pour ded./D cyclesde durée moyenne (13-87
secondes, 6-25 secondes ; 15s). L'originalité éegmavaux provient de la durée des cycles
de lumiere/obscurité appliqués qui sont dans le enérdre de grandeur que les cycles réels

rencontrés en PBR. Les auteurs ont montré queffiets eles cycles appliqués dépendent
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fortement de la microalgue cultivée (ceci sera wtiscplus en détails dans le dernier
chapitre).

Wu et Merchuk (2001) ont également étudié I'effetayclesL/D en utilisant un réacteur
partiellement couvert (par du papier aluminium).nBdeurs travaux, la croissance de
Porphyridium spa été étudiée pour différentes valeurs de laitfeds flux incidente (110,
220 et 550 umol.fAs?), montrant également un effet pour certaines pégo
d’éclairement, en particulier avec des flux incideg@levés générant une photoinhibition de
'appareil photosynthétique. Les auteurs ont des gissayé de modéliser la croissance des
microalgues par un modele dynamique. Pour celaalésurs se sont servis du modéle a
trois états de Eilers et Peeters (1998) dont leanpatres ont été identifiés suite a leurs
expérimentations. Ce modeéle a ensuite été étenda prise en compte de leffet

hydrodynamique dans un PBR air-lift.

L5.5. Effet de I'hydrodynamique sur la conversion photosynthétique en PBR

La caractérisation du régime fluctuant de lumrerecontré en PBR est un probléme
complexe, qui nécessite de prendre en compteaddliydrodynamique dans le PBR et le
transfert de rayonnement. Une méthode completdigsitée dans Pruvost et al. (2008) qui
a appliqué une approche Lagrangienne pour prédsetrhjectoires, et donc les cycles
d’éclairement subis par des cellules en circulatiams un PBR (plus de détails seront
donnés dans le chapitre V). Les effets d’'un poétthuplage hydrodynamique/conversion

peuvent étre considérés de deux types :

» Le premier effet est dit global et est induit pamiélange non-idéal dans le PBR. Il est
lié au gradient de lumiére et a la nature localéadeponse photosynthétique des micro-
organismes. Ainsi, une modification dans les coons de mélange peut entrainer une
modification dans le temps de résidence des cslldiens différentes zones du PBR,
influencant la croissance résultante dans le PBRrigiiégiant par exemple une croissance
dans les zones éclairées. Bien qu'il était dis@até certains auteurs (Luo et Al-Dahhan,
2004), cet effet ne peut en réalité exister. Prugbal. (2008) ont en effet montré que cela
induisait une modification des conditions de traristde rayonnement dans la culture,

contrebalancant exactement cet effet suppose.

» L’autre type d’effet est dynamique. Il est doncdiéx cycles de lumiére/obscurité/D

cycles). Cela comporte différentes réponses spées:
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1. Interaction avec le mécanisme primaire de captatlentransfert dans la chaine
photosynthétique. Il s’agit ici duftashing light effect intervenant a des fréquences
élevées de 10 Hz ou plus (interaction directe &echéma ed).

2. Limitation de la « photoinhibition » par réductioles périodes d’exposition a forte
irradiance (photoinhibition sur courte période) (‘&tuMerchuk (2001))

3. Interaction avec le métabolisme énergétique géuleréalgue (Cornet 2007).

Les deux premiers ont été discutés dans les patagggrécedents, quant au dernier effet,

il est repris dans le paragraphe suivant.

L5.6. Interaction des cycles L/D avec le métabolisme énergétique

Si on suppose que les passages successifs de obelgque dans les différentes
profondeurs de culture peuvent avoir un impactlawonversion photosynthétique, alors
I’hydrodynamique peut conduire & une modificatian ld lumiere effectivement utilisée
pour la croissance. D’une facon simple et conventgdie, on considéere que le couplage
entre un écoulement et une vitesse de réaction ggeproduire si les deux phénomenes

présentent des constantes de temps du méme ordrarakeur (Cornet 2007).

Processus dynamique considéré au sein du b r advection Phénomene qui
a=—-

. . ! Py -
métabolisme T reaction gouverne le procédé
Vitesse de croissance de la biomasse > 10 réaction
Echelle de temps minimum pour Iutilisation de la 10° réaction

thermodynamique phénoménologique linéaire

Chaines de transporteurs d’électrons. Pools ATF 1 couplage
NAD(P)/NAD(P)H, et leur couplage

photosynthése/respiration

Etape limitant du transfert d’excitations dans lstés 10° hydrodynamique
photosynthétiques

Photolyse de I'eau au photosystéme Il (producti@p)d 10" hydrodynamique

Tableau I.1: Ordres de grandeurs des nombres de Damkdhlermeéscen PBR pour différents processus
dynamiques du métabolisme (ces valeurs sont paicuees agitées ; des estimations plus précisesepeu
étre réalisées pour un type et une géometrie daerdradonnés, et pour le phénoméne caractérisastap
limitante qui gouverne donc le procédé (D’apresngb2007).

A partir de ce raisonnement, Cornet (2007) a ptésene analyse détaillée basée sur
l'utilisation du nombre de Damkdhler généralibé , défini comme le rapport des temps

caractéristiques de l'advection sur celui de lactiéa. Le tableau (l.1) présente une
estimation des nombres de Damkohler en réacteté agécaniquement et différentes
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étapes caractéristigues du métabolisme photosyatieétUn couplage hydrodynamique
peut se produire si le nombre de Damkohler estremégal a 1 (en pratique une fourchette
entre 0.1 et 20 est plus souvent mentionnée). Ainsi un couplage
hydrodynamique/conversion photosynthétique exigtdevrait concerner les chaines de
transporteurs d’électrons et les métabolites étiguges associés (ATP et nucléotides
cofacteurs) qui servent notamment a définir le eemeht quantique. Il s’agirait alors de
phénomenes dynamiques au niveau des membranebyesoides ou des chloroplastes
(voire des mitochondries en respiration) qui petnsenproduire a I'occasion de passages
lumiére/obscurité avec une constante de temps fixkefois par I'hydrodynamique et le
degré de limitation physique par le transfert d@nmement.

L 6. Conclusion sur le couplage hydrodynamique/conversion photosynthétique

Les différents travaux menés sur le sujet montigut la résolution d'un tel
probleme reste tres difficile, vu le peu de comsemises de chacun des effets qui le
constituent, et compte-tenu de la confusion coerantre conditions de culture en masse
en PBR et les conditions classiques de croissandties diluées). La majeure partie des
expérimentations de la littérature est en effeepbé dans ces derniéres conditions. Or,
comme il sera montré dans ce mémoire, la mise kurewiluée améne a un comportement
du PBR tres différent des cultures denses qui gowitégiées en conditions classiques de
production.
Dans tous les cas, si un couplage existe entre odydamique et conversion
photosynthétique, il nécessite de développer dedetas dynamiques spécifiques, en vue
d’optimiser les conditions de production a cet dgaiétablissement d’'un tel modele passe
par une caractérisation expérimentale précise flets e@lynamiques d’éclairement sur les
performances cinétiques des cultures de microalgDesi constitue un des objectifs du

travail présenté dans ce mémoire et sera détaitié b dernier chapitre.
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Résumé:

Ce chapitre présente l'ensemble des dispositifs (matériels, protocoles) utilisés
lors des expérimentations effectuées durant cette étude. Il est consacré a la
présentation du photobioréacteur et du systeme d’éclairage ainsi que de la souche et
du milieu de culture.

La vérification de la fiabilité du panneau de Diodes Electroluminescentes (DEL) a été
effectuée par deux méthodes, l'une qualitative (Analyse d’images) et lautre
quantitative (Actinométrie), permettant ainsi de valider le dispositif pour imposer des
créneaux de lumiére maitrisés en intensité et fréquence pour l'étude des régimes
fluctuants sur la croissance photosynthétique.

Enfin, une partie de ce chapitre décrit les méthodes générales de caractérisation et de

suivi de culture.
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II. Matériel et Méthodes

IL1. Microalgue d’étude

La souche utilisée durant cette étude est la sbsevage d€hlamydomonas
reinhardtii (référencée 137AH) provenant du Laboratoire denfdm Happe d’Allemagne
(numéro de collection CC124), et fournie par le dralboire de Bioénergétique et

Biotechnologie des Bactéries et Microalgues (LB3M) Commissariat & I'Energie
Atomique (CEA) de Cadarache, France.

I1.1.1. Entretien de la souche dans des conditions axéniques

Cette souche est conservée dans de l'azote liquideB3M du CEA. Durant les
expérimentations, les précultures sont entretermuwe$aboratoire GEPEA en conditions
axéniques sur des boites de Pétri en milieu TAPs-{Acétate-Phosphate) (Harris 1989).
Ces boites ont été conservées dans un incubatéugéré d’entretien de souche
(FIRLABO ICFI, France) a 4°C et & faible éclairdge40 pmol.nf.s%). Un repiquage a été
réalisé tous les mois, afin de minimiser les risqie dérive génétique.

Dans le cas d€hlamydomonas reinhardtifet éventuellement toute autre souche), les
expérimentations ont montré que plusieurs repigaiagefiole Erlenmeyer (au moins 4)
sont nécessaires pour adapter la souche aux nesivadinditions de culture en milieu
liquide (phase d’adaptation pour le passage diem#olide sur boite au milieu liquide en
fiole Erlenmeyer). La souche a alors été cultivéesddes fioles Erlenmeyer de 500 ml
contenant du milieu TAP. Les précultures sont ne@&s toutes les semaines (en fin de la
phase exponentielle de croissance) de facon a emgdermanence du matériel biologique
ayant des états physiologiques les plus équivalpossibles pour I'ensemencement du
réacteur. Ces précultures sont placées a 25°C danscubateur Innova 44 (New

Brunswick Scientific), et recoivent une lumiére tinne d’environ 100 pmgl.m?.s™.
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I1.1.2. Milieu de culture

I1.1.2.1. En préculture

Le milieu TAP (milieu hétérotrophe classique) a étilisé pour la culture et les
repiquages d€. reinhardtii en fiole Erlenmeyer. Ce milieu a la compositioivante (en
g.L™) (Harris 1989): NHCI, 0.4; MgSQ.7H,0, 0.1; CaGl.2H,0, 0.05; KHPQ,, 0.056;
KoHPQO,, 0.108: 2.42 Tris-Base et 1 ml d’'acide acétiglexigl (99%) et 1 ml de la

solution Hutner (éléments traces).

I1.1.2.1. En réacteur

Le milieu autotrophe adopté pour la culture erctéa présente I'avantage de ne
contenir aucun élément organique et d'étre commlént reconstitué a partir d'eau
osmosée et de sels minéraux. Les concentrationsseles minéraux dans ce milieu
permettent d'atteindre une biomasse de 2'g(én dessous, aucune limitation par les
nutriments n’est rencontrée dans le réacteur, ec dseule la lumiére est le substrat
limitant). La composition du milieu autotrophe (gfd) est la suivante : NI, 1.45;
MgSO..7H,0O, 0.281; CaGl2H,0, 0.05; KHPO,, 0.609; NaHC® 1.68 et 1 mL de la

solution Hutner.

* A noter que les précultures préparées sur du millAP ont été transvasées dans des godets de
centrifugation stériles sous une hotte a flux laame. Ensuite, les godets ont été centrifugés 202Q0n a
25°C pendant 5 minutes dans une centrifugeuse SOVREG6PLUS (Thermo Electron corporation). Le
culot est resuspendu dans du milieu autotropheqdhas conditions axéniques), et il servira a enseerele
PBR.

IL2. Cultures en conditions contrélées
I1.2.1. Description du Photobioreacteur

Les cultures ont été menées dans le PBR toriquelaf@é au sein du laboratoire
GEPEA. Ce PBR a fait I'objet de plusieurs étudesotigues (Pruvost et al., 2004 a&b ;
Pruvost et al., 2006) montrant son intérét notaninan niveau de la maitrise des
conditions de transfert de rayonnement et de I'bggnamique. Ce PBR a déja servi au
laboratoire GEPEA en particulier pour I'étude deges de production d’hydrogéne cheéz
reinhardtii (thése de S. Fouchard 2006, et thése de B. Deg)@009).
Le réacteur est en inox (type 316L), sauf pouralzefavant faite de matériau transparent
(polycarbonate) pour I'apport de lumiére dans IeRPBe réacteur fait 1.5 L de volume
avec une section carrée de 4 cm de c6té, ce guigbele le modéliser comme un réacteur

plan avec une profondeul=4 cm et présentant une atténuation de Ilumiére
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monodirectionnelle (le flux incident étant perpendhire a la face optique plane). La
surface spécifique éclairée du réacteur définie lparatio de la surface éclairée sur le
volume total de culture est nomnegg, . Elle est donnée par :

Surfacééclairée _ Sight
Volumereéactionnedu réacteur Vg

1 1
iaht = =—=25m .1
a'Ilght L ( )

Moteur
d’agitation

Filtre a air

MZ.,,.||.

Condenseur Fibres optiques

Canne de prélevement
Septum

Sonde de Turbidité

électrode
pH/température

Suspension microaglale

. . Hélice Marine
en Circulation

Entrée d’air

Aii"‘f’COg

Figure 1.1 : Schéma du réacteur torique utilisé au cours de éatde.

Sur la platine supérieure en inox, différents pgpsgpermettent de recevoir des sondes et
des canules afin de controler les paramétres dareulpH, température) et de mener des
cultures en mode continu (canules injection et isaye) ainsi que pour faire les
prélevements nécessaires pour le dosage et lgsasaCette platine supporte :

- une sonde pH / température 3253SG/120/Pt100,

- une sonde de turbidité (InPro 8200/S(H), Mettleletio),
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- un évent passant a travers un condenseur et igpléndiltre & gaz (Sartorius 0,22 uM),

- une canne vers une pompe doseuse d’injection deumeuf,

- une canne de prélévement reliée a une pompe pdgista(Masterflex),

- un septum pour le prélévement par seringue.

Le contr6le du réacteur est effectué par le logitiBbVIEW en utilisant une carte
d’acquisition DAQmx. Quelques exemples d’'acquisisiqoour le suivi PBR sont donnés
dans la figure (l1.2).

Le pH est régulé par injection de €@azeux au cours de la culture afin de maintersr de
conditions optimales de pH pour la croissance desoaigues et de subvenir aux besoins
en carbone dissous (substrat maintenu égalementimant pendant toute cette étude).
Ainsi, dés que le pH dépasse la valeur consignéSieune électrovanne permet l'injection
de CQ se dissolvant ensuite dans la suspension miclealgaovoquant ainsi une
acidification du milieu et donc la régulation du.pH

La température est maintenue a 25°C a l'aide d'entilateur (ebmpaspt, 4314 NGN,
Allemagne) collé sur la face arriere du réacteurndier également que le réacteur est
équipé d’'une double enveloppe permettant la citicuiade liquide provenant d’un cryostat
pour la régulation de la température. La doublectppe est utilisée seulement dans le cas
ou le refroidissement par le ventilateur est irisafft (en particulier avec des éclairements
incidents élevés).

Une sonde de turbidité permet de mener des culemdsarbidostat par maintien de la
concentration de la suspension microalgale corestgar pilotage d’'une pompe doseuse
(Stepdos® pump 08/RC, KNF Neuberger) et ajout deemnutritif stérile dans le réacteur.
Simultanément, une pompe péristaltiqiagterfley tournant en continu et branché a la
canne de soutirage permet de recueillir la récoEe. mode chemostat le débit
d’alimentation est imposé fixe, sans asservisse@égmisonde biomasse (voir la partie 1.3.2

du chapitre | pour une description des modesmostaetturbidosta).
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Figure 1.2 : Exemple de suivi sur le PBR torique. Les graphest/& représentent les graphes de suivi et de
régulation du pH et de la température (consignee?.B5 °C respectivement). Le graphe C est celunel’
estimation de la biomasse en madebidostaten utilisant la sonde de turbidité (consigne a #0%
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I1.2.2. Systéeme d’éclairage

I1.2.2.1. Introduction

La lumiére est I'un des paramétres les plus imptstdans le fonctionnement des
PBR. C’est le substrat limitant principal dans leoigsance des micro-organismes
photosynthétiques et c’est donc lui qui va «piletiers performances du PBR en termes de
vitesse spécifique de croissance.
La lumiére est une grandeur spectrale et de méaimsdiption de la lumiére par les
microalgues dépend de la longueur d’'onde du spdetaette lumiére. Le spectre utile pour
la photosynthése de. reinhardtiiest défini entre 400 et 700 nm et il est connisdeunom
de «radiations photosynthétiguement actives», (pamglais : Photosynthetic Active
Radiation PAR), car c’'est dans ce domaine de longueursd@&oque les microalgues
absorbent la lumiére et I'utilise pour leur croissa photosynthétique (voir la partie 1.1.3
du chapitre | pour plus de détails). Un panneadiddes électroluminescentes a éte utilisé

ici comme source de lumiére artificielle.

I1.2.2.2. Panneau des diodes électroluminescentes
Plusieurs raisons expliquent I'utilisation des discElectroluminescentes « DEL »
(ou en anglais LED poutight Emitting Diodé pour éclairer les cultures en PBR :

* L’homogénéité et la facilité de controle de

lintensité  lumineuse  (primordiale  pour
effectuer des cultures en conditions controlées),
e La nature collimaté du champ de rayonnement,
* L'intensité lumineuse élevée pouvant étre 1D
atteinte, =
* Un échauffement modéré par comparaison aux
tubes fluorescents,

e Leur robustesse et leur durée de vie importante

(environ 5 ans), Figure 1.4 : Panneau de DEL
» Leur capacité de répondre instantanément aux cytiesnittents de lumiére, méme a
hautes fréquences.
Au total, 1500 DELs blanches (NSPW500CS, NICHIA) @té fixées sur un support
formant le circuit imprimé. Le contréle de I'intétgsde lumiere générée par ce panneau se
fait grace a un générateur de tension (GW instak B&L0 A) par une simple variation du
voltage appliqué. Les figures 1.4 et 11.5 montrentcessivement le panneau de diodes et le
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spectre correspondant, mesuré ici en utilisant pectsoradiancemeétre (TriOS Gmbh,
Oldenburg Germany) piloté par le logiciel MSDA_XE.

Intensité (Unité relative)

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Longueur d'onde A (nm)

Figure 11.5 : Spectre d'émission du panneau de DEL.

I1.3. Mesure du flux incident en lumiére continu
Comme déja précisé dans le paragraphe précedefttxldumineux incident est
imposé par le voltage appliqué au moyen d’'un géeérale tension (la distance entre le
réacteur et le panneau de DEL est fixée a 2.5 erdg tous les essais expérimentaux).
La densité de flux hémisphérique photonique

Réacteur Torique vide — Capteur plan LICOR
incidente g, communément appelée PFD

(pour Photon Flux Density) et donnée en
(umok,.m?%s?) a été déterminée grace a un
capteur quantique plan (LI-COR LI-190-SA,
Lincoln, NE). Ce dernier est combiné a un
calculateur (DataLogger) de type LI-COR
1400 (Li-COR, Lincoln, Allemagne) mesurant

le flux incident sur une surface plane (angle

solide 2'[) entre 400 et 700 nm (PAR) Le _

capteur est placé sur la paroi interne de la falQ_(? ure IL6 : Position des huit points de

optique du réacteur et la densité du fluxnesure du capteur plan pour la
détermination de la densité de flux incidente

incident quasi-homogene a été confirméeecue parla culture.
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durant ces mesures 1200

effectuées a huit I
1000

positions différentes /

Fﬁ\*ﬁ

comme représentées sufj? 8001 /
. . £ [ /
la figure (11.6). Les huit = 600

- z /E r
mesures ont ensuite et&e 400 4 /

moyennées  afin de® I /
I A

200
calculer la valeur du flux . /-[/

. 16 165 17 175 18 185 19 195 20
surface du réacteur. Unltana

La figure (I1.7) présente Figure 1.7 : Courbe de calibration du panneau de diodes
9 )P électroluminescent.

incident moyen en 0

le flux incident pour
différents voltages. Cela illustre la facilité diafement de la densité de flux hémisphérique
incidente en surface du PBR par simple régulat®ualtage.

I1.4. Application des cycles de lumiéere/obscurité
I1.4.1. Introduction

Le Panneau de DEL permet la génération de cyclésnaére/obscuritéL(D) grace
au logiciel LAbVIEW et en utilisant une commande /Offi a I'entrée des DEL. Le
diagramme de A

programmation qui

controle les

acquisitions et la

Intensité lumineuse

régulation des
parametres mesurés

(température,  pH,

[P}
.E E

=
= £
Q Q
D )
Q 5]
= =
g =
F
0 o]
o, W)

biomasse) et le gnp

pilotage du panneau Temps

de diodes est donnt¢ Eigure 1.8 : Exemple typique de cycles de lumiére/obscurité ngér le
panneau de DEL utilisé au cours de cette étudet, et tp représentent

en annexe A.lll.1. respectivement la durée d’un cycle complet, la elale la période éclairée et la
durée de la période sombre.
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Théoriquement, les diodes ont une réponse instéatan « l'interrupteur » On/Off du

logiciel de contrdle LAbVIEW, et les cycles cré@msprésentés sur la figure (11.8), ou :

- t,_ est la période pendant laquelle les DEL seronnades. La densité de flux incident en
surface du réacteur sera alors €gatp a.

- tp est la période pendant laquelle, les DEL seragintgs. Dans ce cas, le flux incident

g, p seranul.

- tc =t +ty représente un cycle complet de lumiére obscurité.

- £ =t /t; estla fraction éclairée.

I1.4.2. Vérification de la fiabilité du panneau de DEL

Différentes mesures ont été réalisées en vue dfeevda réponse réelle du panneau
lumineux a une large gamme de différents cycleosép théoriquement. Cette vérification
porte sur deux aspects : le premier aspect esiplanse d’'un point de vue temporelle, et
l'autre aspect concerne le flux incident émis dutes périodes éclairées d’un point de vue

intensité et stabilité.

I1.4.2.1. Vérification par Analyse d’'image

Une caméra Nikon de DANTEC DYNAMICS dotée d'un @apt CCD d'une
résolution maximale de 1600x1186 pixels a servisdéacquisition des séquences
d'images du panneau de DEL. La caméra est placdacendu panneau a une distance
précise de facon a avoir tout le panneau cadré bamege. Suivant les fréequences des
cycles appliqués, le pas de temfpentre deux images consécutives a été choisi oa fac
avoir At<<t,. Le logiciel FlowManager permet de stocker lesgesmsous format jpg et
emf. Les images sont ensuite analysées sous Matledeux méthodes de calcul ont été
utilisées pour déterminer le niveau de gris moyemmespondant a l'intensité émise par
'ensemble des DEL;

- La premiere (appelée histogramme) est basée sstoramme de niveau de gris
calculé directement sous Matlab par une approabtzatg appliquée sur toute I'image.

- La deuxieme (appelée centre) est basée sur la endsuniveau de gridNG) au centre
de chaque DEL (I'image est discrétisée en niveagridepermettant ainsi une mesure

locale duNG de chaque DEL, les valeurs étant ensuite moyerswrdsutes les DEL).
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I11.4.2.1.1. Traitement des résultats

Dans tous les essais, le voltage était fixé a M .@lux incident théorique de
220 pmol.nf.s?) pendant la phase éclairée et 0 V pendant la pblaseure. Un essai en
lumiére continu a servi comme référence (17.4 Wliférents cycles ont été testés (60, 20,
3 et 1 secondes) pour une fraction éclairé®5.

I1.4.2.1.2. Réponse dynamique du panneau durant un éclairage intermittent

Afin de déterminer la dynamique du panneau egpanse aux cycles intermittents
imposés, une analyse d'image a été réalisée paitange gamme de périodes de cycles
allant de 2 a 120 secondes et une fraction éclar@®. Apres acquisition des images, le
niveau de gris moyen (correspondant a la lumiérésemar toutes les DEL dans le
panneau) est calculé pour chaque image acquiseust ghaque période des différents
cycles.

Les résultats pour tous les cycles ont montré gpense instantanée du panneau avec une
incertitude de 67 ms sur les périodes éclairéesimbs expliquée par la limitation dans le
pas de tempdt=67 ms permise entre deux photos successives. LeeFIg9 présente la

réeponse dynamique mesurée du panneau pour unel@éeocycle =6s.

1
L= 3+0.067s tL t|_

tD: 3 +£0.067% tD to

Réponse du Panneau de LED

0 10 20
Temps t (S)

Figure I1.9 : Réponse dynamique du panneau de DEL a un éclaimgenittent &=0.5 avedc= 6 secondes.
Cette mesure est obtenue par une analyse d'imagesamheau pour un cycle complet ou 1 indique que le
panneau est allum®©(), et 0 qu'il est éteint@ff).

I1.4.2.1.3. Vérification des durées et des flux incidents regcus pendant les durées
éclairées et sombres
Le tableau (I.1) récapitule les résultats d’asalyu niveau de gris des images

acquises pour différents cycles. Ces résultats montue les valeurs expérimentales des
durées des cycles imposés sont en accord partgtlay temps des cycles théoriques, pour

les deux méthodes appliquées (histogramme et gemfiacertitude est ici due a une
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limitation au niveau technique des performancesyfiteme utilisé dans I'acquisition des
images soit par le nombre d’'images, acquises @sucycles de 60 secondes, soit par le pas

de tempsit entre deux images pour les cycles rapides (2@f 38).

- N° cycle Durée de la période éclairée ou sombre NG moyenné sur une période
Conditions
déclairage L = light, D = Dark Durée (s) At entre deux images (S) Méthode
Centres Histogrammes
251 251
continu - - 1 —
NG =251
1L 59.0( 1 250 250
2 (D) 59.0( 1 0 3
3 () 59.0¢ 1 250 250
4 (D) 59.00 1 0 3
tt=tp=60s
5() 59.00 1 250 250
" 59.00 erreur = +1 s 250 250
™ 59.00 erreur =+1s 0 s
1(L) 19.7¢ 0.54 250 250
2 (D) 19.2¢ 0.5¢ 0 3
3 19.7¢ 0.54 250 250
4(D) 19.20 054 o s
5(L) 19.73 0.54 250 250
tt=tp=20s
6 (L) 19.20 0.54 0 s
7 (D) 19.73 0.54 250 250
L 19.20 erreur =+ 0.54 s 250 250
o 19.74 erreur =+ 0.54 s 0 8
1(D) 2.9 0.067 0 3
2(L) 2.9¢ 0.067 250 250
3(D) 2.9 0.067 0 3
4L 2.9¢ 0.067 250 250
5 (D) 2.96 0.067 o 3
tt=tp=3s
6 (L) 2.95 0.067 250 250
7 (D) 2.95 0.067 0 s
L 2.95 erreur = +0.067 s 250 250
o 2.94 erreur = +0.067 s 0 8
1(L) 0.92 0.067 250 250
2 (D) 0.9 0.067 0 3
3 0.9¢ 0.067 250 250
4 (D) 0.94 0.067 0 3
5(L) 0.94 0.067 250 250
tt=tp=1s
6 (D) 0.94 0.067 0 3
7 (L) 0.94 0.067 250 250
L 0.93 erreur = +0.067 s 250 250
o 0.93 erreur = + 0.067s 0 8

Tableau 1.1 : Résultats de la vérification des durées et densgitiés des cycles L/D créés par le panneau de
DEL. Le niveau de gris moyenri% peut avoir des valeurs entre 0 (noir) et 255 (Blanc
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Pour les deux méthodes utilisées (histogrammerdte)e le niveau de gris moyen mesuré
durant les phases éclairées en fonctionnement <y¢@ est le méme que celui en

éclairement continu (écart inférieur a 0.5%). Aueuwlifféerence en niveau de gris moyen
n'a été observée pour les valeurs mesurées au daumes période éclairée donnée.

Ces mesures permettent au final de vérifier lalfiéldu panneau d’un point de vue qualité
des cycles appliqués avec un temps de réponseéguatibn avec les cycles en créneau
programmeés, une mise en régime quasi-instantanéen eéclairement homogéne. Le

paragraphe suivant vise a valider quantitativermest flux appliqués lors des cycles

('analyse en niveau de gris ne donnant qu’unermédion relative sur ce point).

I1.4.2.2. Vérification quantitatives par actinométrie
L’actinométrie est incontestablement une des méthdds mieux adaptées a la

caractérisation rigoureuse des densités de fluiddentes puisqu’il s’agit de mettre en
ceuvre, dans le PBR, une réaction photochimique diordonnait le rendement quantique
dans le domaine de radiation du visible employ®{@850 nm), et dont I'avancée sera alors

directement fonction des photons utiles alors cagéhs le volume réactionnel.

La molécule considérée est un complexe du chromaweommercialement sous le nom

de sel de Reinecke. La réaction est la suivante :

Cr(NH,),(SCN); O 419 - SCN™ + Cr(NH,),(SCN),H,0

(1.2)
(A) oM. B) + (C)

I1.4.2.2.1. Préparation de la solution réactive
Le sel de Reinecke est disponible dans le commsaues la forme dun sel

d'ammonium (pureté 97 %) et doit étre préalablenramisformé en sel de potassium, l'ion

ammonium étant un inhibiteur de la réaction photodjue.

Pour cela, une quantité de sel d'ammonium de Reneécessaire pour atteindre une
concentration de 0,015 mat.kst dissoute a I'abri de la lumiére (bouteille é@ndans une
solution de KOH a 0,1 mol*l Pour améliorer la dissolution, la solution esitéeg en
permanence avec un barreau magnétique et est ébauffl0 °C sans toutefois dépasser
cette température (le sel de Reinecke étant détriéts températures supérieures a 40 °C).
A cette concentration en KOH, le pH est de 12,8f®tions ammonium sont présents a
0,03 % dans la solution. La solution est ensuitfoidie dans la glace et agitée

vigoureusement jusqu'a élimination complete derflamiac. Enfin, elle est acidifiée avec
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du H,SO, a 98% jusqu'a un pH compris entre 3 et 5 (darie gaimme de pH, le rendement
guantique de la réaction est connu et constart0,3 mol A / mol de photon).

11.4.2.2.2. Préparation du réactif ferrique
Parallelement, le réactif ferrique est préparé gmuvoir doser les ions thiocyanate

formés (I'espéce dosée est I'ion complexe rougg Ea(SCN)f* obtenu par réaction des
ions ferrique F& avec les ions thiocyanate SENI s'agit d'un réactif & 0,1 mole/l de
Fe(NG)3.9H,0 dans une solution a 0,5 mole/l de HEIO

I11.4.2.2.3. Déroulement de la photoréaction

Le sel de Reinecke est versé dans le réacteuretquegs millilitres de la solution
non irradiée sont gardés a l'obscurité pour ledlaa solution est agitée en permanence et
sa température régulée a 23°C. La solution ess @ldairée avec un flux lumineux incident
donné, et des échantillons sont prélevés a des/atitess de temps réguliers (toutes les 8
minutes). Chaque échantillon est traité avec 3mekide réactif ferrique et 20 volumes
d'eau distillée. La concentration en ions thiocyarnidérés noté€g est déterminée par la
mesure de la densité optigue a 450 nm, connaigesacbefficient molaire d'extinction
£= 3400+ 200 |.mol*.cm™.

11.4.2.2.4. Détermination du flux d'énergie lumineuse incident

La concentration choisie en sel de

7

Reinecke Ca (0,015 molf) est 6 L ° e
suffisamment élevée pour que toutes les . al *
radiations  incidentes  soient absorbéeg n pente %o
durant I'expérimentation (tant q@ est 2
supérieure a 0,01 mot). L'observable S
macroscopique sur le réacteur est donc la o
vitesse  volumétrigque moyenne de ]
réaction, obtenue par intégration des 0 2(;0(; | ‘4;)0I0 - 6=000 8000
vitesses locales au sein du réacteur et Temps(s)

3 . Figure 11.10 : Exemple de cinétique d'apparition du
donnée, avec un rendement quantique thiocyanate.
constant, par :

<rg >=—<r, >= dCq == <#y >= = ignt Ay app (1. 3)
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Le terme «l,> est connu comme la valeur maximale de la vitesdemétrigue moyenne
dabsorption de I'énergie radiante (VVMAERjgn est la surface spécifique illuminée

(dans le cas d'un réacteur rectangulaire elle TaLY, et g, ,,, la valeur de la densité de

flux incidente apparente.

Dans ce cas, la vitesse volumétriqgue molaire dcylainate libéré;g, est constante et peut
étre déterminée a partir du coefficient directeaitaddroite représentant la concentratian
en fonction du temps, ce qui permet aisément dtbaca la valeur de la densité de flux
incidente apparente par:

_<Ig~>
napp - —=

= Qight

(Il 4)

La densité de flux appareni, ,,,correspond a la valeur de densité de flux émise sur

'ensemble du spectre considéré et ne prend pawmpte les photons émis par les DEL
qui n'ont pas été absorbés et n'ont donc pas réagsi, la densité de flux incidente réelle

bY

d. el S€ra obtenue a partir d’'un coefficient de coroecti]l qui tient compte de

I'efficacité d’absorption des photons incidentseta calculé a partir du spectre d’émission

des lampes et du coefficignta I'aide de I'éq. (11.3) par :

< N
= qﬂ'app = <ﬂ > DZ fl}/‘[l—eX[Z(—/\'Ea;/‘C:AOU )]AA| (” 5)
<Ay > =1

N

qm réel
Dans cette équation :

- f) (en nn) est la fraction de densité photonique incidemter pe domaine spectral

le termeA/’ caractérise le champ de radiatidh= 1 en collimaté (notre cas) dt = 2
en diffus.

U représente la dimension caractéristique du réa¢tés0.04 m' pour le réacteur

torique).

C), est la concentration initiale du sel de Reine&kg,=15 mol.nv.

Ea), est le coefficient d’absorption spectrale du seReeecke.

Dans le cas des DEL équipant le PBR torique, oaveaun coefficient de correction

valant 0.88. La valeur reelle de la densité de fluidente moyenneg, ., est ainsi

détermineée a partir d& et q, 4,

dn,
qn,réel = Dapp (”' 6)
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Une derniere correction est nécessaire pour obenileur de la densité de flux incidente
moyenne g, et qui peut étre comparée a la valeur mesuréelepaapteur quantique
(mesurant les radiations photosynthétiguement eg}tivCette correction est obtenue en
multipliant la valeur deq, 4, par l'intégrale def, entre 400 et 700 nm (gamme de
sensibilité du capteur quantique) d’apres I'équatioivante :

A=700

qn = qn réel J. f)\ d)\ (” 7)

A=400

11.4.2.2.5. Procédure de mesure en lumiere continue et intermittente

Les expérimentations réalisées sont choisies soggmeent pour deux raisons. La
premiere est parce que ce genre de mesure demanédehantillonnage pendant deux
heures toutes les 8 minutes dans une salle ob&xpérimentation relativement lourde), la
seconde raison étant purement financiére, le sBleil@ecke coltant cher (2€A.00g).

La valeur choisie du flux incident (220 pmoh®s?) est égale a celle qui sera appliquée
en culture en lumiére intermittente (voir chaphfie(la valeur étant fixée par mesure par le
capteur quantique et correspondant a un voltade/deV). Trois expérimentations ont été

réalisées ; un essai en lumiére continue qui seninee témoin pour déterminey, et deux

autres en éclairage intermitteqit£ 60 et 1 s) pour la méme fraction éclai#€6.5.

I1.4.2.2.6. Résultats expérimentaux

La valeur de la densité de flux incidente moyempeen lumiére continue obtenue

par actinométrie vaut 210 + 15 pmoh2.s?, ce qui est légérement différent de la valeur
obtenue par le capteur plan. Ce dernier surestégerément la valeur du flux incident,
'erreur de 5% étant toutefois largement acceptphterapport a la précision expérimentale
de mesure par le capteur (10%) et la réaction @utitrique (7 %) (a noter également que
ce capteur doit étre réétalonné une fois tousées @ns). Les valeurs de la densité du flux
incident obtenues par actinométrie pendant la pléat@réey, | pour les deux cas de
I'éclairage intermittentt( =60 et 1 sec) sont respectivement 210+15 et 207mbbmi2.s™.
Ceci permet de conclure, graces aux mesures Catardgg par actinomeétrie et aux mesures
gualitatives par analyse d’image, que le panneaut pgenérer des cycles de

lumiére/obscurité tout a fait fiables en termesrdquence, d’intensité et de dynamique.
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IL5. Modélisation de la réflexion de l'interface Inox-eau pour le réacteur torique
(et validation expérimentale)

IL5.1. Considération théorique
Le fond du PBR torique est en inox, ce qui géneare teflexion a prendre en
compte dans les calculs de transfert de rayonnefpentz=L). Pour un rayonnement quasi
collimaté et une incidence quasi normale, la réflexa une paroi [milieu 1 / Inox (milieu
2)] s’écrit (Siegel et Howell, 2002) :
2 2
O ey 09

P(

avec : ng, N, représente respectivement I'indice optique deacifon du milieu 1 et 2.

K1 etk, représenteespectivement l'indice optique d’extinction du el 1 et 2.

—=— R total
—e— R diffuse
—+— R specular

Stainless steel

Reflectivity (%)
B
o

W
o
|

flat mirror
20
10 &
L6000 0000000000000 entebeteytes
b 5[110 10‘00 ‘15100 2000 25§0

Wavelength (nm)
Figure .11 : Réflectivités totale, spéculaire et diffuse polinolx inoxydable mesurées avec un

spectrophotométre (reproduit d’aprés le rappotade-DA —JET-PR(05)47).
Comme le montre la Figure (II.11), pour un inox ipaliroir, cette réflexion est
essentiellement spéculaire (conforme avec une hgget collimaté-collimaté). Toujours
pour du poli miroir, les propriétés optiques dadx peuvent étre déterminées a partir du
travail de Demont et al. (1981). On constate queprepriétés varient trés sensiblement
avec la longueur d’onde, mais dans le PAR, la tianiaest quasi linéaire (Voitsenya et al.,
2004; Demont et al.,, 1981). On aura donc une exul approximation en prenant la
valeur & 550 nm. On obtient alors :

N>’ = 16

k5 =30
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Ainsi, si le milieu 1 est de l'airn>®® =30 et k3°°=0, I'équation (I1.8) donne alors
p(0) =0.595. Cette valeur est en parfait accord avec les esude réflexion données dans

les documents EFDA et Voitsenya et al. (2004).

IL.5.1. Procédure de mesure et traitement des résultats

Le capteur quantique sphérique US-SQS/LI utiliséaharatoire mesure un débit de
fluence photonique (umgim?s?), c'est-a-dire la lumiére provenant de toutes les
directions de l'espace sur une surface sphériqugle(aolide #). Etant donnée sa petite
taille (3 mm de diamétre), on peut considérer gugebit de fluence énergétique mesuré est
égal a l'irradiance (Pottier et al., 2005).

Le coefficient de réflectivité de l'inoxo, ., peut étre obtenu directement par mesure

d’irradiance. Il est alors donné par le rappgyi,, :(Gmox—Gnoir)/Gnoir, ou G, estla

valeur de l'irradiance mesurée par le capteur gjpietren réacteur (donc avec paroi en

inox) et G, la valeur obtenue en répétant la méme expérieraie en recouvrant la

plaqgue inox avec du papier noir (pas de réflexibes mesures réalisées dans le réacteur
toriqgue pour deux intensités et pour différentesasices de la paroi optique (0, 2 et 3 cm)
ont donné une valeur constante du coefficient flexién de 0.6£0.02 (mesure réalisées
dans l'air). Cette valeur est en accord avec lawmalthéorique calculée a partir de
I'équation (I1.8) dans le cas ou le milieu 1 esin’ L'utilisation de I'équation (I.8) dans le

cas d'une culture en conditions réelles contenamt guspension microalgale avec
%0 =1.334 et k3> =0 nous permet de corriger le coefficient de réfiéedi dans le

réacteur inox en conditions de culture, conduisalat valeur a prendre en compte pour les
calculs :
o(L)=0515 (1. 9)

IL.6. Protocoles d’analyse de la suspension microalgale
IL.6.1. Dénombrement cellulaire

Un hématimetre de type Malassez (profondeur 0.2 mm) comportant une
grille gravée sur le verre et délimitant une surface de 5 mm? permet d'évaluer le
nombre de cellules contenues dans 1 mm?® de suspension. La grille est remplie
grace a une pipette Pasteur avec un échantillon dilué a I'éthanol afin d’immobiliser
les cellules (se déplacant grace a deux flagelles), et la préparation est observée au

microscope optique (objectif 40). Le comptage sur hématimetre permet par
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exemple, a coOté d'autres criteres (contenu en pigments, concentration en
biomasse, taux de dilution dans le cas des cultures en turbidosat) de vérifier que le

régime permanent est atteint dans le réacteur lors de cultures continues.

I1.6.2. Concentration en biomasse

En fonction de la concentration cellulaire, 5 a 15 ml de la suspension
microalgale sont filtrés a travers un filtre en fibre de verre (Whatman 0.7 um) pesé
(préalablement séché). La biomasse est ensuite lavée avec de I'eau déminéralisée
pour éliminer les sels minéraux. Le filtre est ensuite placé a l'étuve a 110T
pendant 24 heures, refroidi au dessiccateur pour quelgues minutes puis pesé a
nouveau. La concentration en biomasse est calculée a partir de la différence de
masse du filtre avant et aprés séchage a I'étuve sur le volume du prélévement. Elle
représente la moyenne de trois réplicats. La valeur notée Cx est exprimée en

(kg/m?® ou g/l).

I1.6.3. Dosage des pigments
Un volumeV; (ml) de culture contenant 5 & 10%1¢ellules/m| est centrifugé

13000 rpm pendant 2 minutes & 4°C (CentrifugeuséRdl 22F°, Suisse)Le culot est
ensuite suspendu dans un volume V;, (ml) d'acétone a 90% (vol.) pendant 24h a
4°C et a l'obscurité. Par la suite, les débris cellulaires sont séparés par
centrifugation (13000 rpm, 2 minutes, 4C) et l'absorbance du surnageant
contenant les pigments dissous dans l'acétone a été mesurée avec un
spectrophotometre (Jenway, Angleterre) a 480, 630, 645, 665 et 750 nm.
Trois réplicats ont été préparés. La chlorophylle a, b et les caroténoides de
protection (PPC pourPhotoProtective Carotenoijissont déterminégn utilisant les
relations suivantes (Strickland et Parsons, 1968):

Cchi-a= {11.6 (DOs6s - DO ) - 1.31 (DOsas- DO750) - 0.14(DOs30- DO750) } Va2 I Vi

Cchi-b= {20.7 (DOgas- DO750) - 4.34 (DOsgs- DO750) - 4.42 (DOs3g- DO 750} Va2 I Vit

Cppc = {4.0 (DOu4go- DO750}. Vo It Vi

oul est I'épaisseur de la cuvette (1 cm).
Une deuxiéme procédure d’extraction des pigments a été testée afin de confirmer
les teneurs mesurées par extraction a I'acétone, le contenu en pigments étant une
donnée essentielle dans le calcul de propriétés radiatives du milieu et par suite, du
transfert de lumiére au sein de la culture. Dans ce cas la, l'acétone a été

remplacée par le méthanol (potentiellement plus efficace). En utilisant les
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équations adéquates (Ritchie, 2006, Ritchie 2008), les teneurs en pigments
mesurées par extraction au méthanol ont été en accord parfait avec les valeurs
mesurées apres extraction a l'acétone, validant ainsi cette derniére. Enfin, lorsqu’il
s’agit de choisir entre plusieurs solvants, on préfére la manipulation avec le solvant

le moins toxique (I'acétone dans ce cas).

I1.6.4. Dosage des sucres totaux

Les sucres totaux sont déterminés par colorimétr&84 nm par la méthode de
Dubois et al. (1956), aprés hydrolyse de I'échemilavec de I'acide sulfurique fumant
(98%) en présence du phénol (50g/l).-glucose est utilisé comme standard (le protocole
d’analyse des sucres totaux est détaillé dans B&arA.ll).

IL.6.5. Dosage des Protéines

Le dosage des protéines est réalisé par une neéttwdrimétrique (Lowry et al.,
1951). Cette méthode combine I'utilisation des iGh8" et du réactif de Folin-Ciocalteu,
une solution d’un mélange d’acide phosphomolybdigué’acide phosphotungstique qui
réagit avec Clu Cu" provient de la réduction de €upar des résidus d’aminoacides
facilement oxydables comme la cystéine, le phénel la tyrosine, l'indole de la
tryptophane. Le mécanisme exact de la réactioe iasertain, mais la réaction du réactif
de Folin avec Cudonne des dérivés extrémement colorés en bleul'ddensité peut étre
mesurée a l'aide d’'un spectrophotométre a 750 rialblumine sérique bovine (BSA) a

servi a I'établissement de la gamme étalon.

I1.6.6. Détermination de la composition élémentaire
Afin de déterminer la composition d’'un milieu ntifrnon limitant et contenant les

substrats minéraux nécessaires a la croissanamidexalgues, la composition élémentaire
de la biomasse a été analysée. Cette analysdatétau Service Central d'Analyse (USR-
59 / CNRS) a Solaize.
Pour cela, un volume de la suspension microalgai¢eaant 50 mg de biomasse prélevée
dans le réacteur a été centrifugé, rincé a I'eawogge puis centrifugé de nouveau. Le culot
est ensuite lyophilisé pendant 48 h (LyophilisaRB2\V®, Serail, Argenteuil, France).
La composition de la biomasse en éléments (C, HN,&, P) est déterminée comme suit :
- Détermination du carbone et de I’'hydrogéne : par combustion totale a 1500°C sous

courant d’oxygene ou d’hélium/oxygéne. Les échlam# sont respectivement

transformés en dioxyde de carbone et en eau. Leydikode carbone et I'eau sont
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quantifiés soit par catharométrie (conductimétrieermnique) soit par détecteur
spécifique infrarouge.

- Détermination de l'azote . par combustion totale du prélévement analytique a
1050°C sous courant d’hélium et d’'oxygene. L’aztds échantillons est transformé en
divers oxydes d’'azote. Les oxydes d’azote sontitéeén azote moléculaire avant d’étre
mesuré par catharométrie.

- Détermination du soufre: par combustion totale du prélévement analytique a
1350°C sous courant d'oxygene. Le soufre des éitloast est quantifié a I'aide d’un
détecteur spécifiqgue infrarouge, l'analyseur uilistant de marque LECO (modele
SC144).

- Détermination de l'oxygéne : par pyrolyse totale du prélevement analytigue a
1080°C sous courant d’azote. L'oxygene des compasespyrolyse obtenu est

transformé en monoxyde de carbone par passagéaitnon actif a 1120°C.

I1.6.6.1 Résultats expérimentaux

La composition élémentaire de. reinhardtii a été déterminée pour une large
gamme de conditions opératoiresg, | (tableau 11.2). Cette analyse a été utilisée motent
pour estimer la consommation en macronutrimentsteG®mposition évoluant peu, une
stcechiométrie moyenne caractérisant les taux deecsion des substrats en produits
finales a été établie en se basant sur la convedss éléments (C, H, O, N, S, P) (Roels
1983) :

CO; + 0.593HO + 0.176 NH" + 0.007 S& + 0.018 PG* —
CH.78100.43MN0.17650.00P0.018+ 0.086H +1.127 Q

Elément s (umoly, m*.s") Moyenne Moyenne Moyenne
200 500 1000 f. massique % f. molaire % f. C-molaire %
C 46.¢ 45.€  48.7¢ 47.07 3.92% 1.00(
H 7.047 6.7¢ 7.17 6.9¢ 6.98¢ 1.781
N 9.4¢  9.62 9.8¢ 9.67 0.691 0.17¢
o] 25,57 28.7  28.01 27.4¢ 1.71¢ 0.43i
S - 0.77 0.8¢ 0.8¢ 0.02¢ 0.001
P 23t 251 173 2.21 0.071 0.01¢

Tableau 11.2 : Composition élémentaire de. reinhardtii pour une large gamme de conditions opératoires
(voir chapitre 11l pour les conditions opératoimsctes).
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Les coefficients des éléments de la biomasse éma@imalisés par rapport au carbone. A
partir de sa compostions élémentaire, la masse l@imaleC. reinhardtiia été calculée et
vautMy=24.02g.C-mot.

IL.7. Détermination de la distribution de taille par analyse d'images

La détermination de la distribution de taille dmdlules est faite par une analyse
d’'images avec un systéme comprenant un microscmjigue (Zeiss Axioplan) équipé d’'un
objectif plan apochromatique en immersion et dété@el caméra numérique Cooplix 4500
(Nikon, Japon) (voir Annexe A.V pour plus de dé&pilAprés une analyse d'images, la
taille des cellules est déterminée a l'aide duciegiOptimas 6.5 (Media Cybernetics, Inc.).
En appliquant I'approximation de "diffraction anoaia]Van de Hulst, 1981; Cornet, 2007)
avec la forme modele des particules (particule deeligchev dans le c&3. reinhardti
obtenue par analyses d'image des microalgues, $armale contenu en pigments et la
connaissance de leur coefficients massiques djatimom vivo, les propriétés optiques de
C. reinhardtii ont été déterminées (soit le coefficient d’absorptmassiqueEa, le
coefficient diffusion massiquEs et la fraction rétrodiffuséb) (pour plus de détails voir
Pottier et al., 2005; Cornet 2007). La détermimaties parameétres a été réalisée en prenant
en compte la distribution de taille hétérogene ckdhiles assimilée a une distribution de
type log-normale, caractérisée par un rayon moyem €cart-type. Les caractéristiques de

taille deC. reinhardtiisont données dans le tableau ci-dessous :

Forme modéle Caractéristiques de taille

Rayon sphere équivalentz,= 4.27 um

Approximation sphére Ecart-type = 0.71

Rayon moyenay =4.1 um
Particule de Tchebytchev Epsilon = 0.084 (parametre de déformation)
n =2 (ordre)

. . Rayon équivalent moyen = 4.02
Traitement par distribution log-normale
Ecart-type =1.18

Tableau 1.3 : Caractéristiques de taille @hlamydomonas reinhardtii

64



Croissance photolimitée de C. reinhardtii en PBR

Chapitre III: Etude expérimentale de la croissance photolimitée de
Chlamydomonas reinhardtii en PBR en Ilumiére continue et
obtention des productivités volumiques maximales

Résumé:

L’objectif de ce chapitre est de caractériser le comportement cinétique de C.
reinhardtii en photolimitation sous lumiere continue, et en particulier la relation
entre le transfert de rayonnement et la productivité obtenue. Pour cela, différentes
cultures ont été menées dans le PBR torique en photolimitation et pour différentes
valeurs de la faction éclairée. Les résultats expérimentaux obtenus serviront
notamment dans les chapitres suivant du mémoire. Le chapitre comporte deux
parties. Dans la premiere partie les différents régimes de fonctionnement d’'un PBR
seront présentés. En deuxiéme partie, les performances maximales seront discutées.
Cette partie a fait l'objet d’'une publication et sera présentée sous cette forme. Les
productivités volumiques maximales expérimentales des cultures en limitation
physique stricte seront comparées aux valeurs prédites par une formule publiée par
Cornet et Dussap (2009). La validation sera réalisée sur deux PBR de géométries
différentes et ayant la méme surface spécifique, l'un rectangulaire et [l'autre
cylindrique. L’'ensemble des résultats de ce chapitre a permis de mettre en évidence les

parameétres les plus importants gouvernant la productivité maximale en PBR.
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I11. Croissance photolimitée de Chlamydomonas reinhardtii en PBR en
lumiere continue et obtention des productivités volumiques
maximales

Partie I:FEtude de la croissance photolimitée de Chlamydomonas
reinhardtii en PBR sous lumieére continue

III. I.1 Introduction

Le photobioréacteur (PBR) en tant que procédé ulieire de micro-organismes
photosynthétiques, nécessite un apport d'énergietopique aux micro-organismes
cultivés. Cette énergie photonique est distribugealfacon hétérogéne dans le PBR quelle
gue soit sa géomeétrie, les conditions hydrodynaesgla densité de flux incidente et la
concentration en biomasse. Ceci est di aux phéresraabsorption et de diffusion de la
lumiére par les microalgues. La quantité de lumdisponible au sein de la culture pour
chaque microalgue est donc différente de la dedsitBux incidente appliqguée en surface
du PBR. Il en résulte que les productivitées du P&t directement dépendantes des
conditions de transfert de rayonnement au seia dalture. Ce chapitre montre notamment
comment la fraction volumique éclairée (voir laidéion donnée dans I'équation 1.6) liée
directement a ces conditions de transfert de ragiment, permet de définir le régime de

fonctionnement du PBR.

II.1.2. Régimes de fonctionnement et productivité volumique en mode continu

Dans un réacteur de volume réactionkgl cultivant une microalgue donnée en
mode continud¢hemostabu turbidosa), la productivité volumigue en biomasse est obéenu
par réalisation d’'un bilan matiere. Le temps dédefscer (ou le taux de dilutiorD =1/7)
sera défini a partir du débit d’alimentation duimil neuf (ou soutirage de la récolte) et du
volume réactionnel du réacteur selon I'équatiod)(lDans le cas ou le réacteur est

considéré comme parfaitement agité, la concentraiobiomasse€, sera alors liée a la
cinétique de production de biomasse, représentée<pg > (vitesse volumétrique

moyenne de croissance de la biomasse dans le RBR/MCB), selon :

dt

=<r, >—CTX=<rX >-C,.D (11.1)
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Lorsque le réacteur atteint le régime permanenpdthése de I'état pseudo-stationnaire),
aucune variation de la concentration en biomassst robservée dans le réacteur. La
productivité dans ce cas est donnée par :

dt

La productivité volumiqueR, du PBR est donnée a tout instant par la quargitéi@masse

Cx

=0= <ry>=CyxD= (1.2)

récoltée, selon:
R =Sx=c, xD (I11.3)
T

En réegime permanent, on a donsry > =R,.

Pour la méme densité de flux incidente, la proditétidu réacteur dépend donc des valeurs
du taux de dilutionD et de la biomass®, . Selon le taux de dilution applique, on
distingue trois régimes de fonctionnement du PB® régime cinétique, le régime de
limitation par la lumiere et le régime de limitatiophysique stricte. Ceux-ci sont
représentés schématiquement sur la figure (Illl§).sont directement dépendants des
conditions de transfert de rayonnement au seinadeulture. Dans la mesure ou cela
constitue un point essentiel de la compréhensionfahetionnement d’'un PBR, une
description détaillée est donnée ci-apres.

IIL.1.2.1. Culture photolimitée

Ce régime correspond a I'état « A » du réacteésgmté dans la figure (l1l.1). Dans
ce cas, le taux de dilutidD est trés faible avec une concentration en biom@gsdevée
conduisant a la présence d’'une zone sombre daésdéeur (avec des irradiances locales
dans cette zone sombre inférieures a lirradianee compensation). Le point de

compensatiorz(G. ), ou l'irradiance de compensation est obtenudpeatisé a l'intérieur
du réacteur @< z(G; )< L). Pour une culture photolimitée, la fraction volgoe éclairée

est strictement inférieure a D€ y <1). Dans ce cas, la culture est en limitation par la

lumiere, I'absorption de la lumiere captée étartaléo Si I'organisme présente une
respiration a la lumiere (eucaryote), une pert@rdeluctivité sera obtenue provenant de la
forte influence de la respiration prédominante danzhase sombre.
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IIL.L.2.2. Culture en régime cinétique

Ce régime correspond a I'état « B » du réacteusgmi& dans la figure (lll.1). Il a

lieu lorsque l'intensité lumineuse est trés éleg#eu la concentration en biomas$s, ,)
est trop faible. Dans ce cas, le point de compemsaf G. ) est situé hypothétiguement

en-dehors du volume réactionnél du PBR, menant a une fraction volumique éclairée
supérieure a 1)(>1). Les cellules recoivent alors un exces de lumeeneduisant a un

régime de fonctionnement trés particulier nommérdgime cinétique. Ce régime est
caractérisé par une transmission d’'une partie dantgére recue au travers du PBR qui
meéne donc a des faibles performances, dues a wwpébn incompléte de I'énergie
disponible et au fait que les fortes irradiancessd& milieu de culture conduisent a des
efficacités énergétiques meédiocres des réactionsapes de la chaine photosynthétiques
(Cornet 2009). Dans ce cas, les cellules doiverttagiter au fonctionnement imposé et leur
métabolisme peut s’en retrouver fortement modi@iérbet 2007). On pourra par exemple
observer une formation d’agglomérats et de biodiliGe régime de fonctionnement doit
donc étre évité en PBR. Il est cependant rencdrécgiemment, notamment en phase de
démarrage ou la concentration en biomasse est fakde. Ce point sera traité
spécifiquement dans le chapitre IV (paragraphe.p).8

IIL1L2.3. Culture en limitation physique stricte

Ce régime correspond a I'état « C » du réactegsgmté dans la figure (Ill.1). Dans
ce cas, tous les photons incidents sont absorhéslelaéacteur et utilisés dans les réactions
de la photosynthese. Ce régime de fonctionnemeptiqoe que le réacteur entier est

éclairé ¢/;=V,) avec le point de compensation localisé exacteraantond du réacteur
Z(G; )=L. Il n'y a alors pas de zone sombre et la condigiorl est alors obtenue. Pour

un micro-organisme eucaryote (microalgue) celasspond, comme il sera montré ensuite,

a la productivité volumique maximaRe obtenue pour une concentration en biomasse

max’

optimale notééC, ),... Ce réegime est donc I'idéal de fonctionnementrgayproduction de

opt*
biomasse de microalgues. Il peut étre appliqué edentontinu ou discontinu. Ce dernier
nécessite cependant de faire varier la densiteuganicidente de fagcon a ce que le réacteur
reste en limitation physique stricte par la lumiéoes de la croissance des cellules

photosynthétiques (modeminostatd’aprés Cornet et Dussap, 2003).
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Figure lll.1 : Représentations des différents régimes de fonmtiment rencontrés lors de la culture des
microalgues (eucaryotes) en PBR. Les schémas &gaeprésentent une vue latérale d’'un PBR rectairgul
éclairé d'un seul coté. Pour chaque régime de immoement, la productivité et la biomasse corredpate
sont présentées dans les graphes a droite. Aureutthotolimitée, B : culture en régime cinétiq@;
limitation physique stricte par la lumier€y);, représente la concentration limite atteinte loeskgpuréacteur
fonctionne en modbatch
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I1L1.3. Etude expérimentale de la croissance photolimitée de C. reinhardtii en PBR
Cette étude expérimentale a été réalisée suruleses continues d€. reinhardtii
dans le PBR torique en lumiére continue. Les erpgmiations ont été divisées en deux

catégories:

- La premiere concerne les essais effectués enation physique stricte ([ 1). Les

résultats expérimentaux sont présentés dans leaiahl.1. Ces essais ont été réalisés dans
le but de déterminer le point de compensation dsolache étudiée et de définir les
performances maximales du PBR. La productivité midpue expérimentale a été comparée
a la productivité théorique prédite grace aux twavaonnés dans Cornet et Dussap (2009).

- La seconde série de mesure a été effectuée divaatl la souche étudiée en
photolimitation ( <1). Les résultats expérimentaux sont présentésldaableau II.2. Ces
essais ont permis d’étudier I'influence de la pnéged’une zone sombre sur la productivité
deC. reinhardtit

L’ensemble de ces points a servi de base aux txaéalisés dans la suite de ce mémoire et
sera discuté dans la suite. Les résultats de ptiedés maximales ont également fait

I'objet d’une publication présentée ci-apres.

q, (Hmoly,.m?s?) 110 200 300 400 500 600 1000

Taux de dilution D (h?) 0.032 0.041 0.054 0.057 0.058 0.061 0.039

Concentration en biomasse
Cx (kg.m'®)

Productivité volumique
Py (kg.m3h™

0.35 0.41 0.47 0.51 0.57 0.60 11

1.1x10°  1.6x10° 2.5x10° 2.9x10° 3.3x10° 3.7x10° 4.3x1C°

Chla 200 1.75 1.65 1.57 1.50 1.35 1.10
Teneurs en pigments o g 0.73 0.68 0.65 0.6 0.55 0.45
(% biomasse séche)

PPC 0.60 0.55 0.48 0.45 0.4 0.38 0.35

P

Sucres fotaux (% biomasse ., 113 13.0 14.0 15.6 16.6 143
seche)
Protéines(% biomasse séche) 421 313 30.6 36.5 35.5 26.4 24.4

Tableau lll.1 : Tableaux résumant les points expérimentaux obtenusiltivant la microalgu€. reinhardtii

dans le PBR torique en limitation physiqye=() en lumiére continue.
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q, (umoly,.m?s?) 110 700 1000
Taux de dilution D (h?) 0.012 0.017 0.020
Concentration en biomasse
Cy ( kg 0.60 1.36 1.47
Productivité volumique
Py ( kg.m3h) 0.72x10°  2.3x10°  2.9x10°
) Chla 2.17 1.58 1.33
Teneurs en pigments Chib 0.90 067 051
(% biomasse séche) g g g
PPC 0.64 0.56 0.42
Sucres totaux(% biomasse seche) 18.1 16.3 14.3
Protéines(% biomasse seche) 38.2 35.5 27.8

Tableau 11I.2 : Tableaux résumant les points expérimentaux obtenusiltivant la microalgu€. reinhardtii

dans le PBR torique en photolimitation sous lum@satinue {=~0.5).
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Partie II : Obtention des productivités volumiques maximales

Les résultats de ce chapitre ont fait I'objet @@ublication intitulée kxperimental
and Theoretical Assessment of Maximum Productivitie for the microalgae
Chlamydomonas reinhardtiin Two Different Geometries of PhotobioreactorsTakache
H., Christophe G., Cornet J.-F., PruvostBigtechnol. Prog 2010,Volume 26 Issue 2,
431 - 440.

Dans cette publication, les productivités volumgumaximales de deux PBR de
géométries différentes (cuve cylindrique et réactimrique) ont été comparées aux
performances cinétigues maximales prédites graoeeaformule publiée par Cornet et
Dussap (2009), cette formule ayant été validée lggntment pour des cultures d’'une
cyanobactérieA. platensis Les résultats confirment que la formule, appdigici pour une
microalgue, prédit également avec fiabilité lesfg@anances maximales des deux PBR. De
plus, ce travail a permis, grace a la comparaismndiéux PBR, de mettre en évidence les
trois parametres d’'ingénierie gouvernant la praditétvolumique maximale dans un PBR,
a savoir:

1. la densité de flux hémisphérique photonique indielep ,

2. la fraction éclairéey qui doit étre rigoureusement égale a l'unité poarmicro-

organisme eucaryote t€l. reinhardtii (photolimitation stricte),

3. la surface specifique eclairgg,,, .

Cette conclusion permet notamment de rationnalisedébat courant en ingénierie des
PBR, & savoir la tres forte dépendance des résudiat géomeétries utilisées. Il est ici
montré que, si ces trois criteres sont égaux, Eses performances seront atteintes que le
réacteur soit plan, cylindrique, tubulaire ou autre

Le PBR torique a déja éte présenté dans le chdpitre PBR cylindrique utilisé au LGCB
est donné dans la figure (11.2). Une descriptiarsplétaillée est donnée ci-apres.
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1 - Circuit de préléevement 5 - Moteur d’'agitation - Soupape de sécurité

2 - Sonde de température 6 - Electrode de pH Sdlution d’acide

3 - Entrée d'air 7 - Circuit de régulation de tergiure 11 - Chicanes

4 - Capteur de pression 8 - Condenseur 12 - babines Rushton (6 pales)

Figure 1.2 : Photographie (gauche) et représentation schéneaimuaroite) du PBR cylindrique utilisé au
Laboratoire LGCB (Université Blaise Pascal -Clertrieerrand).
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III. Publication

Experimental and Theoretical Assessment of Maximum Productivities
for the microalgae Chlamydomonas reinhardtii in Two Different
Geometries of Photobioreactors

IIL.1. Abstract

The validity of a simple, reliable and useful re¢gpublished formula enabling to
calculate the maximum volumetric biomass produti&si in photobioreactors was
investigated through the cultivation of the micgalChlamydomonas reinhardtii
Experimental maximum Kkinetic performances accuratehtained in two different,
artificially lightened torus-plane and cylindricakactors having the same specific
illuminated area confirmed the availability, powand robustness of such formula. The
predictive kinetic parameters previously proposad waalidated with cyanobacteria were
then proved general and robust in case of eukaryuoicroalgae, as postulated in the
founding article. In this case, an additional erde requiring rigorous control of the

working illuminated fractiony = 1 ¥ ( 15% ) inside the reactor is demonstrated. Fa, thi
the usefulness and reliability of a generalized-tlug model accurately describing the

radiation field inside turbid culture media Gf reinhardtii was also established in this
article. These important results contribute to idgnthe main engineering factors

governing light-limited photobioreactors functioginand then to clarify some

misinterpretations widely reported in the literguiogether with the referenced previous
work, this article gives a framework towards optiroenception of photobioreactors on a
strong physical basis.

Keywords: Photobioreactors, kinetics, predictive model, maxmuproductivity,
Chlamydomonas reinhardtii

II1.2. Introduction and Objectives

The idea that photosynthesis will play a crucialerah the near future in the
engineering framework (i.e. controlling optimizednditions for production, intensified
plants and short time constants) progressivelygil®in the bioengineering community. In
this prospect, among the existing technologies, thdtivation of photosynthetic
microorganisms in closed photobioreactors (PBR)bkmg higher productivities and

optimized control of minerals and water fluxes, @gs as an interesting alternative. In fact,
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participating in a sustainable and renewable caare, microalgae are considered as
potential valuable sources of biofuels, raw molesubr chemistry or high-value products
for food, cosmetic or pharmaceutical industrieso{Spreet al,, 2006).

Because of the specific requirement of light dgttion as an energy source inside the
culture medium of any PBR, a great variety of c@ieexists in the specialized literature
(Carvalhoet al, 2006; Eriksen, 2008) and there is an importatengit at developing
reliable engineering tools for simulation, contrdésign and scale-up of PBR (Janssen
al., 2002). Additionally, there is also a need, irsthcientific community, to clarify the
debate on the respective contribution of the ergging factors and biological factors
(linked to the strain itself) in reaching maximurmddic performances of PBR. As an
interesting contribution of these wide-spreadingectives, a simple formula predicting
maximum (only) volumetric productivities of lightvited PBR as a function of
engineering factors was recently published anddss#d for different geometries and
designs of reactors (Cornet and Dussap, 2009). Evée authors postulated that it was
widely available for many wild strains of photodyatic microorganisms, proofs have only
been given for the cyanobacteriuArthrospira platensisand the robustness of the
approach, mainly for eukaryotic microorganisms, aerma an open question.

This work is clearly devoted to the validation oé groposed useful formula (Cornet and
Dussap, 2009) in case of eukaryotic microorganisaigvation, i.e. microalgae, and to a
discussion on the additional radiative transfetedon which needs to be satisfied in
defining maximum kinetic performances of PBR. Ilegents experimental results of
maximum biomass productivities obtained on two \different (in volume and geometry)
PBR cultivating the microalga€hlamydomonas reinhardtibut having the same specific
illuminated areaajgn. The conditions and method used to guarantee Heatréported
productivities are really maximum performanceshw# tonsidered PBR are explained and
discussed. These results should demonstrate, &l digtthe previous reported formula
(Cornet and Dussap, 2009), that maximum volumemaciuctivities of PBR with the same
specific areanign: and the same hemispherical incident photon flisite (PFD) are equal
and independent of any particular geometry or angyvated microorganism having low
respiration in light. They should also confirm tlaege domain of validity and the ability of
the proposed formula to give correct assessmemhafimum biomass productivities in
PBR cultivating microalgae, i.e. the predictive i@wder of the proposed theoretical values
of parameters enabling to easily formulate the togpetween volumetric radiant light

power density absorbed and kinetic rates.
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Finally, the relevance of a generalized two-fluxtinoel in solving the radiative transfer
equation in PBR with proper boundary conditiond al$éo be analyzed and discussed. This
approach enables, for the considered microorgartisroalculate with sufficient accuracy
the working illuminated fraction inside the reactmrd then provide a predictive theoretical
tool in controlling maximum performances of any &irof PBR involving a one-

dimensional light transfer assumption.

II1.3.Theoretical Considerations

As explained in the introductive section, the diéfm of the maximum volumetric
performances of PBR was recently examined by CanédtDussap (2009) who developed
a useful and practical simple formula, validated nimmerous different geometries of
reactors, but only with the prokaryotic cyanobaater Arthrospira platensis As
established in the previous paper, the formula @seg for the calculation of maximum
biomass productivities in any PBR is only availaibléhe reactor is physically limited by
the light transfer mechanism. This supposes at lgmdtthe mean radiant light power
density absorbed& A > is maximum (all the incident non-reflected photans absorbed in

the vessel), which in turn is verified only if therking illuminated fractiony is lower or
equal to oney =VI/V <1 (Cornet and Dussap, 2009). Thisfraction, defined from the

volume in which the irradiance field is higher thiwe irradiance of compensati@t for
the photosynthesis of a given microorganism (nseitppe growth rate), enables to write the
total dry mass productivity in the PBR as the sudrtwo integral terms with light and dark

zones characterizing different local metabolic kimetic rates as (Cornet al, 1992):
1 1 1
<ry >==[[rydv =y [[[ryg dV+(1-y)=|[[ry g v (1)
v Y Vi Vi Vy vd

For cyanobacteria having common electron carrieaingh for photosynthesis and
respiration (Gonzalez de la Vaeda Gomez-Lojero, 1986), the second integramd, is
always zero except for long residence times indémi (not compatible with the conception
of efficient PBR), and then, the maximum produeyiwir, > .. is obtained for any value
y <1. On the contrary, it is not the case for eukaryaticroalgae likeChlamydomonas

having differentiated chloroplasts and mitochondsigh independent respiration in the
dark (the second integral term is negative). Is ttase, obtaining maximum productivities
requires a very accurate control of the radiati@dfto rigorously ensure the condition

y =1 (all incident photons absorbed, but no dark zenthé PBR with irradiances lower
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than G. ). This is indeed the only way to have the secotebnal term vanishing in eq. (1),

and because the integrand of the first term is ydwmositive, this leads to a maximization
of the productivity for a given microalga as detirt®y the criterion:
ma>{< Iy >]:>y:10r\/| =V
then <ry >max=vij\J/' ry,dvV )

Clearly, this objective is never possible when apag inbatchconditions due to a rapid
appearance of a dark zone (Pruvetsal, 2008), demonstrating the crucial importance to
develop continuous and quasi-steady-state PBRtawrobigher performances. The control
of the illuminated volume fraction tp =1, i.e. working in luminostat (Cornet al, 2003),
requires in fact specific experimental methodssf@mecific model calculations) as explained
hereafter, but guarantees to reach maximum voluengtoductivities if it is fulfilled. In
this case only, the useful and general equatioentec published (Cornet and Dussap,
2009) holds true, as explained in this article aberéng eukaryotic microorganisms.
Additionally, for a quasi-collimated hemispherigatident photon flux density (PFDq,

(as is the case for the two lighting systems usethis study), the degree of collimation
n=co, and considering that for the two reactors, theigtedark volume fraction on the

illuminated areaf, =0, it is possible to write the corresponding equatima very simple

form as:

— 2a - K
<Tx >max=pM¢malight Kin |:1+q?m} = Pwm (ﬂq—m [1+q?n:| <A > max (3)

The writing of the right hand side in eq. (3) enabte understand the physical and
physiological meanings of this powerful and condmenula. It clearly demonstrates that
the maximum biomass productivity of a given PBReiached when the spatially-averaged
radiant light power density absorbed#l > is maximum. In this case, the maximum

volumetric rate of absorbed light is converted taximum biomass growth rate from a
quasi-constant time-averaged quantum yiglddepending only on the Nitrogen-source for
the conservative photons), and an energetic yjeldor the dissipative photons which

decreases when increasing the vadyeof the PFD (with a logarithmic law, independent of

a first approximation of the PBR geometry). It kdseady been discussed (Cornet and
Dussap, 2009) that the kinetic parameters forrmgathe radiant light coupling in this

equation, i.e. the maximum energetic yighgy =08, and the mean mass quantum yield
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@ 024%x107° kgy umol.; (for ammonia, the nitrogen source considered imstudy) had

predictive values independent of the consideredrauiganism. Moreover, the linear

scattering modulusr = /Ea/(Ea+ 2bEs) is a lumped parameter aggregating the radiative

properties of any microorganism, i.e. the mass rmbem coefficient Ea, the mass

m
scattering coefficientEs, and the back-scattered fractitir= 2 [ p(6,8)sin@ db. These
ml2

properties must be obtained from predictive calouts as explained in M&M Section for
the particular case oChlamydomonas reinhardtior by experimental determination
(Berberogluet al, 2008) (if it is not possible, the value= 0.9 should be taken as a good
approximation). The last important kinetic paramedppearing in eq. (3) is the half
saturation constant for photosynthekis Even if a mean value was proposed in the already
cited previous work (Cornet and Dussap, 2009), plaiameter may have different values
for a given microorganism and should be rigoroutermined in each case. Fortunately,
this experimental determination can be easily doygerforming carefully independent
calibrated experiments. In our case, we have us#ddxygen evolution and fluorescence

measurements of algae samples (see M&M Sectioaltiig) in all casesl/ry, or 1/r,
versusl/G (data not shown) gives the following value for strain ofC. reinhardtit
K = 110+ 20 pmol},,.m2.s* (4)

It finally appears from eqgs. (2 and 3) that the mmaxn productivity mainly depends on
three engineering factors which are the workingnilinated fractiony =1, the specific
illuminated area of the PBR,,; = S4,; /V and the mean incident hemispherical P&D
onto the same surface (which is imposed for salddanr PBR). In this work, in order to

be definitely demonstrative, we decided to invegBgnaximum performances in two kinds

of PBR geometrically completely different, but hayyithe same specific illuminated area
g (S€€ M&M Section), by varying the incident PFD anlarge range of operating

conditions. In this case, eq. (3) clarifies tha¢ thaximum productivities obtained in the
two PBR for a given PFD should be the same, becalidbe other previously detailed

parameters are independently calculated by a kmgel@pproach of the photosynthesis.
Additionally, results should also demonstrate tiwttrolling the illuminated fractiory =1

is a sufficient condition to apply eq. (3) in a gictive manner when working with

eukaryotic microalgae.
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II1.4. Materials and Methods

II1.4.1. Microorganism and medium

A Chlamydomonas reinhardtwild type strain, coded 137 AH and provided by the
CEA (Commissariat a I'Energie Atomique, Cadarachané&) was used in the study. The
microorganism was cultivated in an autotrophic mediwith the following composition
(9.L'D: NH4CI, 1.45; MgSQ.7H;0, 0.281; CaGl2H,0, 0.05; KHPQ;,, 0.609; NaHCQ
1.68 (for torus PBR with pH regulation by €jection) and 8.4 (for cylindrical PBR with
pH regulation by HSO, injection), with 1mL of Hutner's trace elementdudmn. This
medium composition assumes no nutrient limitatimside the PBR at least up to 2 g/L for
dry biomass concentration. For all experimentsBfRRPa temperature of 25°C and a pH of

7.5 were controlled.

I11.4.2. Photobioreactors characteristics
111.4.2.1. Torus PBR

A torus-shaped photobioreactor agitated by a manmeller was used. Because of
the plane front surface and the square-sectionad tohannel, no curved surfaces are
presented perpendicularly to the light emissionsTRPBR can thus be regarded as in the
more general group of “flat panel” type, presentimg-dimensional light attenuation along
the depth of culturex perpendicular to the optical flat surface (see tdf for a more
detailed description of the bioreactor). The tor@RHAs of 1.5 L working volume and has

an optical path of 4 cm giving a specific illumiedtarea L/ L) &y, of 25 m* without

design dark fraction {; =0) on the illuminated surface (CorrettDussap 2009). The PBR

is made in stainless steel (type 316L), excepiofitecal surface (front side) in transparent
material (polycarbonate). The reflection of the watainless steel interface at the rear of
the reactorRs is equal to 0.515.

The torus PBR was illuminated using 1500 white LEDigh{ Emitting Diodes,
NSPW500CS, NICHIA) enabling PFD variation by simpl@dtage adjustment. PFD was
measured using a plane cosine quantum sensor (LI-0OER0-SA, Lincoln, NE) which
measures photosynthetically active radiation (PAR)the 400 to 700 nm waveband
received in a 2z solid angle. PFD was measured on the back sideeobptical surface to
take into account light attenuation crossing thigace. The quasi-homogeneous incident
PFD was confirmed in a previous study (Potteral, 2005) and measured here by
averaging measurements at eight different locations
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Temperature and pH were monitored (sensor MettleedmBG 3253) and controlled by
air blowing and carbon dioxide injection respediivédhe PBR was operated in continuous
mode; biomass concentration was monitored on-lienfass sensor InPro 8200/S(H),
Mettler Toledo) for a functioning in turbidostat neo(see hereafter) and the input liquid
flow rate was controlled (Stepdos® pump 08/RC, KN€&uberger) for a functioning in
chemostat mode (culture was then harvested by loweny, keeping the volume of the

reactor constant).

111.4.2.2. Cylindrical PBR

The cylindrical PBR used was a cylindrical stirrex$sel (Applikon) of 5 L working
volume radially illuminated by 55 halogen lamps g@le BAB 38°, 20W, 12 V) and
agitated by two rushton turbines. Temperature wasralbed with an internal coiled heat
exchanger and the pH was regulated using 1 moy&Qy The internal diameter of the

reactor was 16 cm giving a specific illuminatedaa(é/ D) g, of 25 m* with a totally

illuminated surface (the design dark fractid =0) (Cornet and Dussap, 2009). The
guasi-homogeneous incident hemispherical PFD wesrdaed in the PAR using multi-
points measurements with a cosine quantum sensdi9Q-ISA, LI-COR, Lincoln, NE) and
confirmed by actinometry (Cornet al, 1997). Different PFD were obtained by varying
the voltage of the lamps. The PBR operated in contis mode, the residence tima the
reactor being modified and controlled by imposihg tnput liquid flow rate (peristaltic
pump, Masterflex) and maintaining a constant lelbgl means of a capacitive probe

(Endress Hauser).

I11.4.3. Determination of the maximum volumetric biomass productivity

For a given hemispherical incident PR, the experimental determination of the

maximum biomass volumetric productivityry >, IS of crucial importance, considering

max
the objectives of this work. As explained in the diedical Section, this maximum
productivity is reached when the working illuminditgaction yin the PBR is rigorously
equal to one for eukaryotic microalgae. Becausefidld of radiation or they fraction
depends on the biomass concentra@@r{modifying the biomass productivityr, > for a
given residence time ), and to have a completely independent methodetdrohination,
the maximum productivities have been sought foheaperiment by varying the residence

time rin the reactor in order to verify the criterionm the maximum o ry >:
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0<ry >
ot
Each productivity was determined by averaging bi@mamcentrations at steady-state

=0 (5)

and finally, the maximum productivity was deducetbni the optimal biomass
concentration @x)opt, COrresponding then to a working illuminated fraiety = 1 (which

verifies eq. 5), applying the mass balance foatigtary continuous culture:

C
< rX >max= (X—T)Opt (6)

Once the maximum productivity was obtained with pinevious optimal conditions, the
PBR was run in turbidostat mode by regulating tleemlass concentratio€, inside the

reactor for the torus PBR, and maintained in chéatasode by fixing the input flow rate
for the cylindrical PBR over at least six residentmes. All the experimental
determinations involved in this study (biomass emti@ation, pigment content...) were

then conducted and reported in the Results Seofithre article.

111.4.4. Analyses
111.4.4.1. Biomass dry weight

Depending on the cells concentration, 5 to 15 médlghl suspension were filtered
through a pre-dried pre-weighed glass-fiber fil{gvhatman GF/F, 0.7 um). Biomass
concentration was washed with distilled water toniglate the minerals. The filter was
dried at 110°C for 24 hours, cooled in a dessicatal then weighed again. The final value

was the average of three replicates.

111.4.4.2. Pigments contents

Culture samples of volum¥,, containing 5 to 10xfocells/mL, were centrifuged
(13000 rpm, 2 minutes, 4°C). Subsequently the pelés suspended i, ml acetone 90%

(vol.) overnight. The cells fragments were then ssjgal by centrifugation (13000 rpm, 2
minutes, 4°C) and the optical density of the sugtmt containing the pigments dissolved
in acetone was measured with a spectrophotometdB@t 630, 645, 665 and 750 nm
(Jenway, England or Safas MC2, Monaco).

Three replicates were prepared and the chloropaylb and the photo-protective
carotenoids (PPC) were determined using the foligwrelationships (Strickland and
Parsons, 1968):
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Ceni-a = {11.6 (ODggs -ODyg0 ) - 1.31(ODg,5 - ODys5 ) - 0.14(0Qg0 -ODys0 ) IV, 17V,
Cppc ={4.0(0OD,gq -ODy5)}.V, I Vl'1

wherel is the cell path length (1 cm).

II1.4.5. Determination of the radiative properties for Chlamydomonas reinhardtii

The optical properties (complex refractive index)Giflamydomonasells were
determined from the pigment content as explainseévdhere (Pottieet al, 2005). The
radiative properties (i.e. the mass absorptionfmerfit Ea, the scattering coefficientgs
and the backscattered fractidr) were then computed using the generalized Lorere-M
theory with the anomalous diffraction approximatidMan de Hulst, 1981; Cornet, 2007).
As already shown in Pottieet al (2005, Chlamydomonas reinhardticells were

considered as Tchebytchev particTEA0.084) of order two, with a deformation parameter

£ =0.084 (Mishchenko and Travis, 1998). This representatias confirmed for any of
the cultivation conditions considered. A size dmttion of log-normal type with an
equivalent radius of 4.0m and a deviation parametiero =0.17 was retained. It must be
noticed that this theoretical assessment of thetigd properties ofC. reinhardtii from
only basic knowledge as optical properties, shape size distribution can also be
performed from an experimental approach, as recafgmonstrated (Berberogkt al,
2008).

II1.4.6. Measurement of photosynthetic activity for different irradiances
111.4.6.1. Photosynthetic oxygen evolution

A Clark-type oxygen electrode of a (platinum cathod silver anode) and a
potassium chloride electrolyte was used to measweproduction (or consumption) of
oxygen byChlamydomonas reinhardtfor different light intensities (measuring dissedv
oxygen). A volume of 1.5 mL microalgal suspensiathiow pigment content (less than 4
pg of chlorophylla / mL of culture, in order to neglect any lighteattiation) is placed in
the experimental device and then measurementsedi@med at 25°C for different PFD.

111.4.6.2. Fluorescence measurements
The saturation pulse method (adapted from Schresbeal, 1998) was used to

measure the photosynthetic yietbl.g, using WaterPAM chlorophyll fluorimeter (Walz,

Germany). The cuvette was filled with 5 mL of dildteuspension and dark-adapted for 15-
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20 minutes. The algal suspension was stirred withc@essory stirring device mounted on
top of the cuvette. After dark adaptation, a saiogalight pulse (SP) was applied to

measureF, and F,. Aconstant incident light flux was then applieddak’,F, were
measured, giving the photosynthetic yiald.g, = ( F' ' m-F' )/ F'm using the Saturation

Pulse Method. Experiments were repeated for differsrident light fluxes to determine
evolution of photosynthetic yields as a functiorredeived light.

IIL5. Results and Discussion
Experiments have been performed in continuous modeifferent values of the incident

hemispherical PFOq, in the two PBR (torus and cylindrical). For eacip&iment, the

maximum dry mass productivity ry >_.. has been sought by varying the residence time

m

in the reactor as described in the M&M Section lideo to determine the optimal biomass

concentration<ry > corresponding to a working illuminated fractign=1. As an

max?

example of the procedure, the typical results olethiin the flat torus PBR for an incident

PFD g, =110 umo},,.m?.s* are reported on Figure (I11.3). They clearly dentrats that

a maximum biomass productivity ¢f.1+ 0.1 10° kg.m3.h? is reached in this reactor for
an optimal biomass concentration of 0.35 kjm fraction = 1) and a residence time of 30

hours. For lower residence times (i.e. lower bicsnea@ncentrations), the PBR operates in
kinetic regime and photons are wasted at the @dace of the reactor, leading to a lower
biomass productivity. On the contrary, for highesidence times (i.e. higher biomass

concentrations), a dark zone appears in the reaittery fraction becomes lower than

unity, so the respiration also contributes to deseethe biomass productivity.

Interestingly, Figure (I11.3) also shows that keepithe working illuminated fractiory
around1+15% as it is the case of the three experimental paildse to the maximum
productivity <ry >_.. leads to only small differences (x10%), considgrithe standard

deviation of the results (see hereafter and Tabl)). As a consequence, it appears

difficult to use this experimental method for arc@@te determination of the fraction,

and in any case, the use of a predictive lightsiemmodel is preferable (see hereafter and

Appendix), once the irradiance of compensat@n for the considered microorganism is

known.
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Figure 111.3 : Experimental determination of the maximum biomasgluctivity (@) by varying the residence
time in a flat torus PBR operating in continuousd@and illuminated by one side with an incident Ri-D=

110 pmol.m?s™. The corresponding biomass concentratioms gre also reported. The optimal biomass
concentration €x)ep: = 0.35 kg.nt corresponds to a working illuminated fractipn= 1 and then to the

maximum biomass productivityry >_.... For lower residence times (kinetic regime) orheigresidence

m
times (light limited culture with dark zongx< 1), the experimental biomass productivity desesa

Interestingly, Figure (I11.3) also shows that kewpithe working illuminated fractiory
around1+15% as it is the case of the three experimental paildse to the maximum
productivity <ry >_.. leads to only small differences (x10%), considgrthe standard
deviation of the results (see hereafter and Tabl)). As a consequence, it appears
difficult to use this experimental method for arc@@te determination of the fraction,
and in any case, the use of a predictive lightstiemmodel is preferable (see hereafter and
Appendix), once the irradiance of compensat@&n for the considered microorganism is

known.

Such efficient experimental method was neverthelsesl in this work to approach the
maximum biomass productivitie(0%) in the two PBR of different geometries for four
values of the incident PFD preliminary definegl, € 50, 110, 500, 100Amol.m?s?) in

the engineering domain. For each steady-state eggine optimal biomass concentration
and the pigment content of the cells were deterdhimaecording to the maximum biomass
productivity obtained. Independently of the geometrthe PBR used, the obtained results
for pigment and biomass concentrations have demaiadtthat the pigment content of the

cells only varied with the incident PFD f&@hlamydomonas reinhardtiiThis clearly
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appears on Table (1l1l.1) which summarizes for the RBR the decrease in mean pigment
content at steady-state when increasing the intiéiD, together with the predictive
values of the corresponding radiative properties;suwtated from the method developed in

the M&M Section, and necessary for applying ligansfer model in each PBR.

Incident PFD (|, ( pmol p,.m?.s?) 50 110 500 1000
Chlorophyll- a content (% DM) 23+0.1 20+0.2 15+0.1 1.1+0.1
Chlorophyll- b content (% DM) 0.90 = 0.06 0.80 £0.07 0.60 £0.04 0.45+0.03
Carotenoids content (% DM) 0.70 +£0.02 0.60 +0.02 0.40+£0.01 0.35+0.01
Mass absorption coefficient Ea (rfikg) 220+ 10 200+ 20 160 + 10 130+ 20
Mass scattering coefficient Es (fiikg) 830 £ 50 850 + 80 890+ 70 910 + 80
Back-scattered fraction b (dimensionless) | 0.0081 +1 1¢ | 0.0080+ 1 1d | 0.0077+1 1d | 0.0080+ 1 1¢

Table 1ll.L1: Mean pigment contents and radiative propertiesCbhfamydomonas reinhardtil37 AH
cultivated in autotrophic medium in two differerBR (flat-torus and cylindrical) and for differenalues of

the incident PFD(Q,, . The pigment contents, only dependent on the émtidPFD in any geometry, result
from averaged values for the two PBR with the cgomding deviations.

On the other hand, the kinetic performances obtiaiaeeach incident PFD, i.e. the
maximum volumetric biomass productivities in theotWBR are summarized on Table
(I11.2). These results confirm in the first placeathconsidering the standard deviations,
there are no significant differences in the maximpraductivities obtained for a given

incident PFD q,,, as stated by the fact that the two engineerirgofa (L1 and

Qight = 25m™) are the same for the two kinds of PBR (see ThimaleSection). Thus, this

result has to be related to the general discussioRBR geometry influence on biomass
productivities, and especially when comparing geoes of cylindrical (or tubular) and
flat-panel type (most of PBR geometries fallingoinhose two general categories). If the
light-limiting transfer phenomenon is accuratelyntolled at the optimum (for a given

incident PFDq,,, y =1 then <#A >=<#A>_.,), only the specific illuminated area of the
PBR, a4, appears responsible for the maximum performaneashed in steady-state

continuous mode (optimal biomass concentration)natestrating the relevance of the
theoretical analysis developed above.In the segdace, the results also agree with the

maximum theoretical productivities calculated frewp (3) and postulated in the founding
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article with an accuracy of 15% (Cornet et DussRpO2 related to the different hypotheses
postulated to establish the simple macroscopic ditamThis confirms again the general
interest and usefulness of the formula, extendee toethe case of eukaryotic cells without
further adaptation. Compared to prokaryotic ceisihg common electron carriers chains
and no short-time respiration in the dark (Gonzalkea Varaet Gomez-Lojero, 1986), the

light fractiony must be controlled more rigorously inside the RBR= linstead ofy <1)

to reach the physical limitation by light corresdomg to maximal performances, a dark

zone having a negative effect due to the respiraifceukaryotic cells in the dark.

. Theoretical maximal
Optimal ) B Calculated
Incident PBR biomass Experimental productivity (eq. 3) Deviation working
PFD q ) productivity . i d
n geometry concentration (kg <I'Y >rex +15% (%) illuminate
2 1 )
(umol h,.M*“s7) (E(Cx)op;) (kg.m.h fraction y
g.m’
Flat-torus nd nd nd nd
7.0 x10°
50 Cylindrical 0.25 (6.2 £0.6)x18 -12 1.0
Flat-torus 0.35 (1.1+£0.1) x16 -15 1.0
1.3 x10°
110 Cylindrical 0.35 (1.2+0.1) x18 -8 0.86
Flat-torus 0.60 (3.3+0.3) x19 +3 1.0
3.2 x10°
500 Cylindrical 0.45 (3.1+£0.3) x18 -3 1.0
Flat-torus 1.1 (4.6 £0.5) x18 +6 0.79
4.3 x10?
1000 Cylindrical 1.0 (4.4+0.5) x18 +2 0.78

Table 111.2 : Experimental biomass productivities and corresjrgnoptimal biomass concentrations obtained
in two different PBR (flat-torus and cylindricalyjltivating Chlamydomonas reinhardtét different incident

PFD. Comparison with the theoretical maximum progity <r, > . calculated using eq. (3). As

explained in the text, this theoretical value is ame for the two PBR at a given PFD becausehes the
same illuminated specific areggy,,. They fraction is also given, as calculated from thediance profiles
theoretically demonstrated in Appendix.

This fine control of the working illuminated fractioy= 1 (£15%) clearly requires a

thorough and physically consistent description ha# tight transfer problem in complex
turbid media together with confident predictive ued of the radiative properties for the
considered microorganism (Table (111.1)). As alrea@@monstrated (Pottiet al, 2005) for
the particular case aChlamydomonas reinhartithe two-flux method provides a quite
good approximation if the one-dimensional assummptian be done on the PBR. A
generalization of this method, presented in Appendithis paper, has been developed and

used here to treat the two considered geometriesagfors.
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l - 1 T T T
O Cylindrical reactor with R = 0.08 m
A Rectangular reactor with L = 0.04 m

0.9r
0.8f
0.7r

Dimensionless irradiance (G/q,)

0 02 0.4 0.6 0.8 1
Dimensionless abscissa (x/L or r/R)

Figure 111.4 : Comparison of the normalized irradiance profﬂéé/qn ) versus the normalized abscissa for
the two kinds of PBR used in this study, correspogdo the case of maximum biomass productivity at
incident PFDQ,, = 500pumol.m?s?. For the rectangular and torus PBR)( the optimal concentration was

(Cx)opt = 0.6 kg.nt and the effective length was= 0.04 m (solution given by eq. A9 in appendix; the
cylindrical PBR 6), the optimal concentration waGop: = 0.45 kg.rt and the effective radius wa&s= 0.08
m (solution given by eq. A10 in appendix).

As an example, Figure (111.4) displays the normediarradiance profiles (from the
generalized two-flux method developed in appentix)oth PBR vs. normalized abscissa
for g, = 500 pmal.m?.s* according to the results presented in Table {lli.2. a mean
maximum productivity of 3.2 xI®kg.mi>.h* for the two PBR and an optimal biomass

concentration(Cy ), = 0.6 kg.ni for the rectangular torus PBR af@y ),,,= 0.45 kg.n?

for the cylindrical PBR.At first sight, it clearlgppears that different irradiance profiles are
obtained in the two PBR, mainly considering firge tdifferences of geometries and of
characteristic lengthslL(= 0.04 m for the rectangular torus PBR aRd= 0.08 m for the
cylindrical one), and second, the differences intinogl biomass concentrations
experimentally observed for the determination of tmaximum productivity in each
geometry. Nevertheless, a zoom on Figure (I1l.épdly demonstrates in this very didactic
example that almost the same irradiance is obsemvetthe two PBR at the abscissa

x/ L=r/R=0. Following the definition of the working illuminad fractiony which is
equal toy =1 in both cases (maximal productivities, hence nix dane), this corresponds

to the irradiance of compensati@y of C. reinhardtii Because this work was also aimed
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at properly defining the value of the irradiance coimpensation foC. reinhardtii, the
calculation was repeated on all the experimentsctip in Table (111.2), using the light
transfer model and the PFD-related radiative prgsergiven by Table (111.1) with the
corresponding optimal biomass concentration. Avieagll the irradiances obtained at the
boundariesx/L=r/R=0 eventually gives a good assessment of this imagiaof
compensation for this strain @hlamydomonas reinhardtinamely:
Ge =10+ 3 umol,,.m>.s*  (7)

This value is probably the most accurate one that lme reached at the reactor scale,

because the methodology developed in this workesonly way to conciliate radiant light

transfer (pigment content, optical and radiativeperties, field of irradiance), kinetics

coupling (maximum biomass productivity witly =1) in a complete energetically-
consistent approach (thermodynamic analysis oZtseheme for the calculation ¢f and
use of<# >__  corresponding to the radiant light power denskghanged in the internal
energy balances on both the photonic and matehabkgs). KnowningG. enables to

recalculate the exact value of the working illum@uha fraction y corresponding to the
experimental conditions actually stabilized in fddstat or chemostat functioning for all
the results depicted in Table (111.2). As explaingabve, the last column of Table (l11.2)

demonstrates that all the calculatgdractions (with the high accuracy of the lightriséer
model) where obtained around the optimal conditipn= 1+15% (leading to the
maximum biomass productivity within the experimérgeror deviation), except for the

experiments at an incident PRP = 1000pmol.m?.s* where they are slightly lower. This

small discrepancy probably comes in this case fr@nslight overestimation of the
experimental biomass concentrations, explainingh bbtgher experimental biomass

productivities (in comparison to eq. 3) and lowerfractions. For this high incident PFD

indeed, the experimental optimal residence timshigrt, and the biomass concentration
rather high, so it is more difficult to obtain veaccurate values of these parameters
considering that a small deviation of the flow rasn significantly modify the biomass
concentration and consequently the productivity.

In addition to the obvious interest of the previdasmula as a generic tool for PBR
engineering, its use is also of practical interBstring the tests, the maximum volumetric
productivity was indeed obtained by modifying preggively the residence time in the
PBR. This long and tedious work can be achievedensimply, knowing the predictive
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radiative properties(Ea, Es,b) and using them in the generalized two-flux mettiod

other more accurate method such as differentiaihatels method). Thus, predicting the
irradiance inside the PBR allows the theoreticaledsination of the optimal biomass

concentration(CX) corresponding toy =1 in any geometry. If it is then possible to

opt
operate in turbidostat mode, the automatic adjustroéthe residence time to achieve the
requested biomass concentration will lead straogimdirdly to the maximal productivity. In
chemostat mode, eq. (3) will be used to assessttiberetical maximum biomass

productivity, giving then the optimal residence éim=<r, >, /(Cy ), Of the operation

in a predictive manner.

It must be noticed that eq. (3) does not allow &ednine the volumetric biomass
productivity <r, > for any value of the residence time in the PBRe Bigure (111.3)), but
only maximal volumetric biomass productivity. If gessary, this more general objective
requires having a general kinetic law, formulatthg coupling between light transfer and
biological kinetics and giving rise to the deteration of local productivities before
averaging them as written on eq. (1). This approanheukaryotic microorganisms
requiring further investigations remains out of teeope of this article and will be
investigated later by the authors. However, if we anly interested in predicting the
maximum volumetric biomass productivity, eq. (3ushappears here to be very useful,

practical and robust.

All  of the previous results confirm that the criter y=1 (or here
G(0/L)=G(0/R)=G;) is only sufficient to guarantee maximum volumetpiomass
productivities in PBR, independently of the geomdfor the same specific illuminated
area) of the reactor and of the irradiance prdfil# was found different for the two types
of PBR investigated (see Figure (I1l.4)). As exptd in the founding article (Cornet and
Dussap, 2009), this observation is just a consempieaf the first principle of
thermodynamics applied to the photonic and matg@halses of the reactor, involving that
the maximum performances are fixed by the meanapailumetric radiant light power

density <# >, absorbed in the PBR (see eq. 3) which becomesmmuaxias soon as
y =1 for any autotrophic microorganism. This emphasiagain Cornetet al, 1994;

Cornetet al, 1998, Pruvoset al, 2008; Cornet and Dussap, 20G8at a physically-

consistent understanding of PBR can never relyhenuse of a mean spatial irradiance
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<G> or |, as is often the case in the specialized literafM@ina Grimaet al, 1996;

Luo and Al-Dahan, 2003;Yun and Park, 2DR0Bhis kind of analysis in coupling radiant
light transfer and growth kinetics generally leadsnisinterpretations in kinetic modeling
of PBR with a possible violation of the first pripe of thermodynamics (see Pruvest
al., 2008 for a detailed discussion in the particakse of hydrodynamics influence on light
conversion in PBR). In the same way, this demotedréhat seeking to develop mutant
strains of microalgae with small photosyntheticeamta Beckmann et al., 2009; Mitra et
Melis 200§ having lower absorption coefficients is not a g@mngineering solution to the
development of optimal PBR because, in this cadeedomes more difficult to fulfill the

condition y =1. On the contrary, the development of efficieng&scale PBR must rely on

an important increase of both the specific illunéua area a;y,, and the biomass

concentratior(Cx) in continuous mode. Additionally, from an energgtoint of view, it

opt
must be pointed out that the results presentetdisnpaper, both at the light transfer model
level (Figure (111.4)) and at the kinetic level @la (111.2)) prove that the developed general
formula (eq. 3) gives a good assessment of theedserin energetic yield of conversion
when increasing the incident PFD onto the reaetbigtever the geometry of the PBR, as
long as a correct value of the half saturation tamtK is provided (as initially postulated

by the authors).

II1.6. Conclusions and Perspectives

In this article, a useful, simple and practicahfiota predicting (only) the maximum
volumetric biomass productivities in PBR, recentiglidated for cyanobacteria, was
validated for eukaryotic microalgae usi@lamydomonas reinhardtiiThis experimental

validation was performed in two different PBR hayithe same specific illuminated area

g » DUt with different conception (geometry and vok)pcorresponding to the two types

of PBR most usually In this article, a useful, sienpnd practical formula predicting (only)
the maximum volumetric biomass productivities in RRBrecently validated for
cyanobacteria, was validated for eukaryotic migaal usingChlamydomonas reinhardtii

This experimental validation was performed in twidedent PBR having the same specific

illuminated area a4, , but with different conceptions (geometry and wvod),

corresponding to the two types of PBR most usuatigountered, namely cylindrical and
flat panel PBR. These two PBR having the same 8petluminated area, the same

maximal volumetric biomass productivities were aeled for a given incident PFD
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according to the proposed formula, thus confirntimg purpose of this work. In addition,
the maximal performances in both PBR were in cotepkgreement with theoretical
maximal productivities assessed using the simptendéa with its previously published
predictive parameters calculated by knowledge appraf photosynthesis (except for the
weak variablea and K specific parameters which have been identifiederamcurately
for C. reinhardti). This clearly confirms the considerable inter@sthis approach and the
robustness of the published formula for a firstineste of the maximum kinetic
performances of PBR, independently of the cultidateicroorganism (cyanobacteria or
microalgae), as stated and postulated in the fowgnaliticle.

Nevertheless, the obtained results for the micama(g. reinhardtii also demonstrated
that for eukaryotic microorganisms having shortdimespiration in the dark, it was
necessary to accurately control the field of radratin the PBR in order to reach the
maximum biomass productivity, verifying that thiuthinated working fraction remained

in the rangey = 1+ 15%. As established in this paper, this controy i@ accurately done

in a predictive manner, using for this microorgamia generalized two-flux method with
independent calculation of the radiative propertfesinly depending on the pigment
content and the shape of the cells) to solve tHmtiae transfer equation in the PBR, and
leading to a very good assessment of the optimaindss concentration fulfilling the

criterion y =1 in continuous luminostat functioning. Thus, thigimal concentration can
be easily controlled if it is possible to operatdurbidostat, or lead to the assessment of the
optimum residence time in the reactor by combirtimg value with the simple validated

formula for <ry >_.. if working in chemostat.

m

Finally, this article confirms that the optimal émgering of PBR mainly consists in
managing only three basic parameters which aresgieeific illuminated areagn, the
illuminated working volume fraction in the photoleactory, and the mean value of the
incident hemispherical PFDOy, (if it is not imposed as in the case of solar PBR),
independently of most of the biological microorgami characteristics. Considering the
experimental and theoretical difficulties of theegented work, the obtained results appear
satisfactorily, thereby contributing to make sersm®l coherence with the scientific
methodology debated along this article.

However, it must be emphasized that, in spite ©fabustness, the proposed formula is
limited to assess the maximum kinetic performant@hmtobioreactors. Further studies

will aim at extending this predictive approach tee tgeneral determination of biomass
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productivity in PBR cultivating eukaryotic micro@gisms, both in kinetic regime and in
light-limited conditions with low values of the dininated fraction. This will require
developing and validating a general local kinetes properly formulating the coupling
with any field of radiation, at different levels dfescription, considering the relaxation
phenomena involved in the so-called dynamic ligitkdcycles. Clearly, this additional
work is also necessary when considering solar PBRwhich the incident PFD is
continuously varying with time. In this case, asadissed in our first paper (Cornet et
Dussap 2009), the use of eq. (3) is always possipldefining a mean averaged incident
PFD (during a given period of time) enabling toaibta theoretical maximum biomass
productivity in a given location. Nevertheless, quigally speaking, this value remains a
hypothetical optimum because the actual contrah eforking illuminated fractiory = 1
appears indeed rigorously impossible considerimgdynamic of incident PFD variations.
However, in this situation, eg. (3) and the thdoattanalysis performed along this article
may still keep some interest for engineering cagrsitions providing both a value for the
target of optimal biomass productivities togethéhwheoretical tools for radiative transfer
enabling to develop for example predictive funcéibeontrol (Richalet et O’'Donovan,
2009) of the solar PBR to approach the maximum-weraged productivity.
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NOMENCLATURE

Aght Specific illuminated area for any given photobauotr [m]

A Local volumetric radiant power density absorbed [umol.s*.m?¥|

b Back-scattered fraction for radiation [dimemdgss]

C1 Generalized abscissa in any one-dimensional fiagfmeference [m]

Cx Biomass concentration [kgdor g.LY

D Total diameter of the cylindrical photobioreactor [m]

Ea Mass absorption coefficient g™

Es Mass scattering coefficient frg!]

fq Design dark volume fraction of any photobioreactor [dimensionless]

G Local spherical irradiance prhol.s.m?|

I Specific radiant intensity (Luminance) pnfol.s*.m?|

K Half saturation constant for photosynthesis pmel.s*.m?|

L Total length of the rectangular photobioreactor [m]

m Number of angle for the considered frame of refeee [

p(6,6") Phase function for scattering [dimensionless]

q Photon flux density in the PAR urhol.s®.m?|

q, Hemispherical incident photon flux density (PFB}he PAR fimol.s*.m?|

r Radius in cylindrical coordinates [m]

Iy Biomass volumetric growth rate (productivity) g[ki>.h7]

R Total radius of the cylindrical photobioreactor [m]

Rs Specular reflected fraction of light for the stags steel wall at the rear of the torus reactor
[dimensionless]

Sight Illuminated surface of any photobioreactor Am

\Y Volume [Mor L]

V, Illuminated volume inside the photobioreactor dpnL]

Vy Dark volume inside the photobioreactor }fon L]

X Length in rectangular coordinates [m]

Greek letters

a Linear scattering modulus [dimensionless]

1% Fraction for working illuminated volume in the ghbbioreactor [dimensionless]

o Extinction coefficient for the two-flux method m[]

o(6-8a) Delta Dirac function [-]

66 Polar angle [rad]

v Maximum energetic yield for photon conversion infdnsionless]

T Hydraulic residence time [h]

@ Angle in a cylindrical frame of reference [rad]
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45 Mean mass quantum yield for the Z-scheme of plyotbesis [kgk. Mol ™

Q Solid angle [rad]

Q Unit directional vector [dimensionless]
Subscripts

0 Relative to the input surface of a rectangulastphioreactor

c Relative to the compensation point for photosysithe

d Relative to a dark zone in the photobioreactor

l Relative to an illuminated zone in the photobictea

max Maximum value for a radiant power density or a volumetric productivityy

opt Relative to the optimal value for biomass carticgion.
Superscripts
+ Relative to the positive hemisphere in defining tadiation field

- Relative tothe negative hemisphere in defining the radiatield f

Other

X Time averaging

<X > :iJ’”x dv Spatial averaging
V \Y%

Abbreviations

DM Dry mass

PAR  Photosynthetically active radiation
PBR  Photobioreactor

PFD  Photon flux density

RTE  Radiative transfer equation
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APPENDIX
The generalized two-flux method (in rectangular and curvilinear coordinates)

for the irradiance of compensation G¢c and the y = 1 theoretical calculations.

Even if it is not the case for any microorganisie two-flux approximation for
solving the one-dimensional radiative transfer éigna(RTE) in a photobioreactor has
been demonstrated to be relevant @irlamydomonasurbid suspensions (Pottiet al,
2005). We develop in this appendix a general methitd a unified presentation of the
one-dimensional RTE problem in Cartesian or cylicalrgeometries as concerned in this
article. Nevertheless, the demonstration will batrieted to the practical condition
encountered in this work, i.e. a quasi-collimatettfof radiation, even if our approach can
be generalized to any other assumption by intradutiie degree of collimatiamas then™

moment of the one-dimensional RTE (Cornet, 2007).

Defining properly a general frame of referenceday geometry (the demonstration can
be extended to spherical coordinates), as candse@escheme 1, enables to write the one-

dimensional operator of the RTE in the general form
dl
Offel)=qmi =00 (A1)
G

in which | is the spectrally averaged radiant intensity i BPAR andc; a general axis
representing the lengthin Cartesian coordinates, or the radius cylindrical coordinates.
This immediately leads to the generalized one-dsimral form of the RTEQx being the

biomass concentration in the considered medium):

Cosgs_él - _(Ea+E9C, | + ESZCX { | p(6,6)singde’  (A2)

in which the so-called radiative properties of timécroorganism appeared as entry
parameters (the mass absorptifmand scatterindes coefficients together with the phase

function for scattering(6,8)).
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Cartesian system Cylindrical system
z Z
A A Q
Q\ C3=1Z
//// c}_%/// \\\ €= ¢r
7 9 s _ \\
M =Yy M 0
Ci=X
= _ CGi=r
7>y 3 >y
/// e \ r
// q)r \\\\
X X
m=0 m=1

Scheme 1 Definition of the moving frame of reference (poMj and of the associated unit vecfrlinked
to the unified coordinate; (representing orr in any geometry) by a polar (or zenithal) an§l@ghe problem
is here independent of the azimuth). Note thatdgfénition of &in cylindrical coordinates is different from
the conventional choice @ but enables to define the one-dimensional RTEaipein the same manner for
any system of coordinates. The parametecorresponds to the number of angles involved & rttoving

frame of reference.

The two-flux method (Chandrasekhar, 1960; Siegdl ldowell, 2002) then supposes to
postulate an angular distribution of the radiartensities | © (historically, the diffuse
hypothesis renders these intensities independefly oh each hemisphere of the system
(positive and negative values of 8psWith the assumption of a quasi-collimated field
radiation used in this work, the respective intéesican be written, using the Dirac
function:

17(6)=1"0(6-6,)

(A3)
17(6)=16(8-86,)

enabling to write a system of two equations instefadqg. (A2), after averaging on each
hemisphere and using the mathematical propertiehefDirac function (considering a

normally illuminated medium witlé, = 0):

3'—+=—Eacx|+—bEscx(|+—|')

(A4)

di~ . .
—— =EaC, | -bEsC, (I " -1
& = G «
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in which the back-scattered fraction is defined lby%J.]:z p (6,8) sin@ d@. This pair

of equations can be combined to give a first indepat relation available over the total

solid angle®:

d(i*+17)

& = —(Ea+2bEg)C, (1" -17) (AB)

Additionally, the solution intensities need to ¥erihe local balance of radiant energy.
From our description of the radiation field, ones haspectively for the definitions of the

irradianceG and the radiant flux density

G:”|5(9—ec)d§z=|++|'
4T

(A6)
q=”| d(6-6,)cosfdQ=1"~1"
4

leading to write for this balance on the photorhage in any geometry:
d(i*-17) . m

& Cl(l+—l’)=—EaCX(I++I’) (A7)

Equations (A5) and (A7) can then be solved easilydifferentiating eq. (A5) and
reporting in eq. (A7), leading to the master gouggrequation of the radiant light transfer

problem in the general form:

d2(1"+1°) md(i"+1°)

dc? c, dg

~EaC, (Ea+2bES)C, (1 +17)=0 (A8)

Finally, the irradiance profiles can be found withegration of eq. (A8), postulating a

concrete geometry and corresponding boundary dondit

First, in case of a rectangular reactor £ 0) illuminated by one side at= L with an
incident homogeneous hemispherical and quasi-caléch PFD |~ =1_ =q, and

considering a specular reflection by the staingtesl wallRs at the rearx = 0 in this case),
one obtains the result:

G _ [(1+a)-Rs (1-a)]exp(dx) +[Rs (1+a) - (1-a)|exp( - x)
d, (1+a)expoL)-(1-a)?exp(-IL)+Rs(1-a)?[exp(-dL)-exp(dL)]
(A9)
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with the definitions:

a =,/Eg/(Ea+2bEy

0 =C,/Ea(Ea+2bEs)

Particular attention must be paid to the fact thatillumination enters the reactor by the
x =L wall (instead of the conventional choicexat 0) in order to compare the profile with
the cylindrical case having necessarily a boundangdition for the incident flux at the wall
r=R

In the case of a cylindrical reacton € 1) radially illuminated at = R with an incident
homogeneous hemispherical and quasi-collimated AFG=1; =q,, one has from

integration of eq. (A8) for the irradiance profile:

Gy LN (A10)
d, I(oR) +al;(0R)

in which b(r) and i(r) are respectively the zero and one-order modiessel functions
of first kind. Clearly, this result is differentdim the solution proposed by the authors a
long time ago Z8) which only appeared as an approximation of thesgmt rigorous
formula for high values of (i.e. high values of the biomass concentration).

Equations (A9) and (A10) can then be plotted falueed abscissél or r/R with given
radiative properties of microorganisms (likhlamydomonasn this study), enabling to
compare the irradiance profiles in reactors ofaldéht geometries. In the case of maximal
productivities, then the illuminated fractigr= 1 and, according to the working illuminated
fraction definition, the irradiance of compensat{da is obtained ak/L=0 for rectangular
geometries or/R=0 for cylindrical geometries. Alternatively the hypesis of optimal
functioning can be confirmed by calculating thgalue for any geometry or biomass
concentration, using optical properties and theealfG; for a given strain. This work has
been done on Figure (l11.4) in the core of this grafor the practical case of a rectangular
geometry L = 0.04 m) and of a cylindrical geometig £ 0.08 m) with an incident PFD of

500 umoly,.m2.s™.
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Chapitre IV: Etablissement d’un modéle cinétique de la croissance
photosynthétique @ de  Chlamydomonas  reinhardtii  en
photobioréacteurs

Résumé:

Dans cette partie qui constitue le cceur de ce mémoire, et aprés I'étude menée
dans le chapitre précédent ciblée sur l'obtention de la productivité volumique
maximale pour Chlamydomonas reinhardtii, nous essayerons d’étendre ici la
formulation théorique proposée pour trouver une loi valable quels que soient les
régimes de fonctionnement dans le photobioréacteur. La loi cinétique sera basée sur
une approche TPI (Thermodynamique des Processus Irréversibles) appliquée ici dans
le cas d’'un micro-organisme eucaryote. La validation de cette loi pour différents
régimes de fonctionnement (photolimitation, limitation physique stricte) démontrera
au final la robustesse et la fiabilité d’'une telle approche pour prédire la productivité

des micro-organismes photosynthétiques en PBR.
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IV. Etablissement d’un modéle cinétique de la croissance de
Chlamydomonas reinhardtii en photobioréacteurs

IV.1. Introduction

La modélisation joue un rdle essentiel dans toubcgué, mais ceci est
particulierement vrai pour les bioprocédés telslgad®?BR ou le comportement du systeme
est le résultat de l'interaction de plusieurs pméanes difficiles a appréhender comme le

transfert de rayonnement et la croissance photbétiqtie.

Dans le chapitre précédent, nous avons utiliséfamaule établie par Cornet et Dussap
(2009) pour prédire la productivité volumique maalendans deux géométries différentes
de PBR en limitation physique stricte par la luriéCette observation est une conséquence
de I'application du premier principe de la thermoawique sur les phases photonique et
matérielle du réacteur, impliquant que les perforces maximales sont fixées par la

vitesse volumétrique moyenne d’absorption de I'dieeradiante photonique s>

ax
dans le réacteur et qui devient maximale des jgquel pour tout micro-organisme photo-

autotrophe (Cornet et Dussap 2009).

Bien que la formule proposée par ces auteurs sddible pour les procaryotes dans une

gamme opératoire large (a condition d’ayo#l et de mener les cultures en milieu

autotrophe), son utilisation est limitée dans Ig das eucaryotes. Dans ce dernier cas, elle
ne concerne en effet que le cas de la photolimoitastricte ¢=1) dans la mesure ou
'apparition d’'une zone sombre provoque une badseproductivité chez ces micro-
organismes. Une extension de cette formule pourmtganismes eucaryotes a donc été
menée en vue de pouvoir prédire la croissance dadepalgueC. reinhardtiien lumiere

continue, pour les différentes conditions de famtement en photolimitatiory€1).

IV.2.1. Modélisation de la croissance photosynthétique en PBR

L’établissement d'un modéle de connaissance piédides PBR passe
inévitablement par la formulation des couplagegtmjue et énergétique avec le champ de
rayonnement au sein du réacteur (Cornet, 2007)cdrmaissance de la distribution de
atténuation de I'énergie radiante en PBR, donmpée la résolution (simplifiée) de
'équation des transferts radiatifs (méthode aug,fiméthode différentielle des ordonnées
discretes), permet d’accéder au calcul des vitegsdameétriques locales de croissance de la
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biomasse (VVLCB) nommée, . Ces vitesses peuvent étre obtenues de facomesnéat
prédictive en formulant le couplage entre le trariside rayonnement, le rendement
guantique de la photosynthése (aspects énergétefuemetiques), et la stoechiométrie
résultante de la synthése des principaux constguate la biomasse (approche
stoechiométrique biochimiquement structurée).

La vitesse volumétrique moyenne de croissance deolmasse (VVMCB) dans tout le
réacteur (nommeée<r, >) est alors obtenue par intégration sur le volugactionnel,
permettant au final la détermination robuste dedopmances cinétiques du procédeé

(productivité en particulier).

IV.3. Etablissement du modéle cinétique pour Chlamydomonas reinhardtii

Considérons un PBR plan

(rectangulaire) de volume réactionn¥gl},,

G Irradiance

contenant une suspension microalgaleCde

nge

reinhardtii et éclairé d’'un seul c6té par un

1n

source lumineuse fournissant une densité de

Source Qum

flux hémisphérique photoniqug,. Ce PBR

est représenté schématiquement par la figure

(IV.1). Suivant le champ de radiation, le

réacteur est divisé en deux voluméset V, 0 z(Go) z=L ¢

séparés par le point de compensati Figure IV.1: Représentation schématique d’un

. . L photobioréacteur rectangulaire éclairé d'un seul
Gc (voir chapitre | pour plus de détails). COté.

D’un point de vue cinétique, la vitesse volumétegquoyenne dans le réacteur peut étre

formulée mathématiquement comme suit (Cornet, 2007)

<r, >Vi jvjjrx dv = yvll jvjl ey AV + (1 y)% jvjjrx e
" : (IV.1)
= [ v+ s v
Rl v, \
avecr, la vitesse volumétrique locale de la croissancia déomasse.

Dans le cas d'une cyanobactérie, (comieplatensiy ayant la méme chaine de
transporteur d’électrons impliquée dans la photthgge et la respiration, et en prenant en

considération le temps de relaxation nécessaire guael le métabolisme cellulaire bascule
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de la photosynthése a la respiration (environ lutein(Cornet, 1992), Cornet et Dussap
(2009) ont pu considéere que , =0 dans le volume sombié, (pas d’activité respiratoire
ni photosynthese). Cette hypothése a été suppaséme valable méme dans un réacteur
partiellement éclairé avec une fraction volumiqokiéée y < 1. Par conséquent, la vitesse
volumétrigue maximale de croissance est atteioi# @n restant constante) des quel,

ce qui correspond au cas classique de la limitgfysique par la lumiére (tous les photons

sont captés a l'intérieur du réacteur et utilisésrpes réactions photosynthétiques).

Dans la mesure ou les mécanismes photosynthétiguesspiratoires coexistent, cette
supposition n’est guére valable dans le cas deargotes, comme la microalgue.
reinhardtii pris comme micro-organisme modéle durant cetteledtla productivité

maximale n’est alors atteinte que dans le seubdag est strictement égale a 1. Ceci a été

montré dans le chapitre précédent, pour deux PBfedmétries différentes.

La relation (IV.1), purement mathématique, ne @&cien sur les deéfinitions dg , r, | et

de r, 4, mais stipule simplement que le réacteur peutditieé en deux zones cinetiques, a

savoir les volumes éclairg et sombreV,, présentant éventuellement des lois cinétiques
differentes. Si on définitr, , comme une loi de couplage au champ de radiation
uniquement valable dans le volume éclaikée(liée au chloroplaste), et de mémg,

comme une loi uniquement valable dans la zone sortildle a la mitochondrie), alors

méme siVg =V, +V, la relation (IV.1) ne prouve pas forcément qye=ry , +ry .

En effet, pour vérifier quey =ry , +ry ., il faut que les trois conditions suivantes soient
toujours Vvérifiées :
s Iy, =0 dans toute la zone sombvg,

* Iy, =0 dans toute la zone éclair¥g,

Iy p =Ix, =0 alafrontiere entr®| etV,.

Dans le cas d’'une microalgue eucaryote, aucuneedetrois conditions ne peut étre
correcte, car cela entre en contradiction avec@faition d’'un point de compensation qui
définit la fraction volumique éclairép (a la frontiere entr®, etV,) et qui est la résultante
d’'un équilibre a ce point entre la photosyntheda etspiration, non nulle chacune dans les

zones considéréasg, etV,.
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Le réacteur ne peut donc étre divisé en deux zimmEpendantes, pour rester compatible
avec les évolutions continues des métabolismesophathétiques et respiratoires qui
coexistent sur I'ensemble du PBR. Pour résoudmdbleme d’une telle discontinuité, il
faut donc chercher une loi de la vitesse volumégritpcaler, continue et déerivable sur
'ensemble des volumes de cultures, éclairés etbsssn Ceci conduira a reformuler

'équation (V.1) d’'une facon triviale :

< 5= L [[fre v :1{ [T av + (][ dv:l v2)
Vr A v \ vd
De fagon évidente, cela ne signifie pas que leg gelumesV, etV, ne sont plus présents,

et que le role de la fraction éclainée’existe plus (bien au contraire, puisque la zone

sombre dans le PBR aura un effet important surdayctivité obtenue avec un micro-

organisme eucaryote).

1V.3.2. Formulation de la loi cinétique

La forme de la loi recherchée dans le ca€ desinhardtii (ou éventuellement toute
microalgue eucaryote) doit tenir compte des renmegqdu paragraphe précédent (loi
continue suiVg) et doit étre compatible avec la notion du poiatcdmpensation. Cela a
donc mené a une écriture de la vitesse locale aeoiasance de la biomasse comme la
somme de deux termes, I'un étant lié a la photd®g# et I'autre a la respiration, suivant :

'y =Ty ptIxr (IV.3)

Comme déja cité dans le chapitre précédent, Canhddussap 2009 ont proposé une

formulation de la vitesse volumétrique locale deraissance de la biomassgg, pour la
cyanobactérié\. platensis
rx.p = PP =ppEaCy G (IV.4)

avec :

- p et @, respectivement le rendement énergétique et lelereant quantique

steechiométriqgue massique (ils seront détaillés dangaragraphes suivants),

- Ea, le coefficient massique d’absorption

- C,, la biomasse

- A la vitesse volumétrique locale d’absorption dedgie radiante (VVLAER), eG

l'irradiance locale, données par :
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A= | [[Ea,CyG,dAdQ (IV.5)
PAR 47
700
G= [G,d/ (IV.6)

400
Dans la mesure ouy , représente la contribution de la part photosyighét de la
croissance, la formulation donnée par I'équatiorB\flour la croissance Al platensisa
donc été reprise ici po@. reinhardtit
En ce qui concerne le termg, de I'equation (IV.3), il doit prendre idéalememt @mpte
I'évolution de la respiration vis-a-vis de la lumagGonzalez de la Vara et Gomez-Lojero,

1986). Une loi de typd—1,.Cy ,)qui apparait dans la plupart des modeles cinésiae

peut guere traduire I'inhibition de la respiratianla lumiere. Une loi symétrique sur la

partie respiration intégrant un ter% a donc été proposee. Cela traduit que :
r

- larespiration est maximale@= 0

- larespiration diminue dans la partie éclairéeéhcteur ou l'irradiance n’est pas nulle.

Si de plus, on cherche a se doter d’outils prédistir la mitochondrie équivalents a ceux
développés sur la partie chloroplaste, on cherché&erire le couplage cinétique de la zone
sombre a partir de la vitesse spécifique de régépér des cofacteurs sur la chaine

respiratoireJy,p, (€N connexion directe avec le rappBitO ), du parametre d'inhibition
de la respiration a la lumier, et du coefficient steechiométrique de régénératies
cofacteurs sur la chaine respiratoirg,py, -x - Cela nous permet au final d’écrire le terme
Iy o

_ Inaon, Mx K, (IV.7)
UnapH,-x K +G

rX,r

Finalement, la loi cinétique recherchée est dontype :

Jnaor,Mx K,
UnapH,-x K, +G

K —
Ny =| Pwm mqo EaG - Cy (IV.8)

La loi étant continue, la vitesse moyenne seramigtepar une simple intégration sur

I'ensemble du volum&j du PBR (indépendamment des zones éclairées eras)nb

et <ry >:é{}[jrx dv (IvV.9)

109



Chapitre IV

Quelques remarques doivent étre soulignées comderreguation (IV.8) de la loi
cinétique:

- Le premier term({pM %q} Ean sera largement majoritaire dans la zone éclsjree

JInaon,Mx K,

et le deuxieme term% ]sera prépondérant dans la zone sonvjjre

UnaoH,-x  Ki 7+
- Les deux termes se compensent au point de corup@nsS; .
- Les valeurs deJy,py, €t P/O sont susceptibles de varier avec le temps deis@o

I'obscurité. Les valeurs seront différentes entrepassage rapide en zone sombre d'un
PBR éclairé en continu et lors de séjours prolongéd®bscurité (cycle jour/nuit par
exemple). Ce point constitue donc un possible aggkentre la réponse photosynthétique

et 'hydrodynamique.

1V.3.4. Données steechiométriques

Lors de I'utilisation de la TPI, le calcul du resmdent quantique repose sur une
analyse phénoménologique du schém& em’écriture de la loi cinétique est bien sar
indissociable de I'écriture des équations stcechivgues qui réglent la composition (donc

la formule brute, le quotient photosynthétiqye le quotient respiratoir€y etc...) de la

biomasse produite.
Cornet (2007) a montré que, pour la cyanobacter@atensisil était possible de travailler
avec deux équations stcechiométriques dont lessege®latives dépendent des conditions

de limitation par le transfert de rayonnement, elation avec la variation du rapport

P/ 2~ (défini dans le chapitre I). Dans le cas d’'un mHorganisme eucaryote tel que
Chlamydomonas reinhardtidl équations seroatpriori nécessaires:

- Une premiere équation structurée pour la synthesepdotéines, acides nucléiques et
carbohydrates de structure du type de celle empboyé A. platensis L'écriture de
cette premiere équation est possible en se setfeantompositions de macromolécules
de C. reinhardtii voire de son réseau meétabolique faisant intervéss voies
métaboliques principales (ce travail est réalistuedlement par Guillaume Cogne,
chercheur au laboratoire GEPEA).

- Une deuxiéme équation structurée pour les carbalgsirde réserve (I'amidon
principalement voire le phytoglycogéne chez cestaimutants) et dont la teneur est

connue comme trés variable. Cette équation varsarajuster un premier degré de

liberté fixé par le rappoR /2e" .
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- Une troisieme équation structurée pour les lipidesnposés au plus bdd/ 22, qui
vont ajuster le deuxieme degré de liberté corredpon au couplage
photosynthese/respiration.

- Les trois équations précédentes étant valableshasepéclairég ,) une quatrieme
éguation structurée sera nécessaire pour représdatgo-respiration» de la biomasse
dans la phase sombre. Celle-ci pourra étre dédigitéa formule brute et des trois
éguations précédentes.

L’écriture de ces 4 équations n’est pas triviala’'était pas un objectif de ce travail, centré
sur la biomasse globale. Elle sera certainemeltisééapar la suite au laboratoire. On se
contentera donc ici de I'équation staechiométrigaiéadsynthése de la biomasse. Celle-ci a
éte établie au chapitre Il (voir le paragraphe.6l.B pour les conditions opératoires
appligués en PBR lors des prélévements pour ldgsaasaélémentaires):
CO, + 0.593H0 + 0.176 NH" + 0.007 SG + 0.018 PQ" —

CHi.78100.43MN0.1765%0.00 0018+ 0.086H +1.127 Q

IV.3.5. Paramétres de la loi et méthodes de détermination

La loi cinétique présentée dans I'équation (IVc®mporte des parameétres qui
peuvent étre divisés en deux groupes :
1. le premier groupe comporte les parametres pouvamrg @éterminés de facon
totalement prédictive dans ce travail; , @, Ea, My, UNADH, - X -
2. Le deuxieme regroupe les parameétres pour lesqa@étermination prédictive n'a pas
été menée, et qui impliquent donc une identificatio

*  Jnaon, (Vitesse spécifique de régénération des cofacpaurk respiration).

* K (constante de saturation des centres réactionnels)

* K, (paramétre d’inhibition de la respiration)
A noter que la relationy =0 aGc permet de fixer 'un de ces parameétresggiest connu).
Les expérimentations en limitation physique strigig ont permis une détermination
rigoureuse du point de compensati@t, ont donc été utilisées dans ce cas pour
calculerk, .
La constante de saturation des centfes été déterminée de plus par des expérimentations
spécifigues indépendamment des cultures en PBRpéist sera détaillé dans les
paragraphes suivants).
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1V.3.5.1. Rendements quantiques et énergétiques

Comme on a vu dans le chapitre | (paragraphe)).1la3photosynthese est un
phénoméne énergétique avec des mécanismes primaires photons sont absorbés par
les antennes collectrices, conduisant a la syntltBadP et de pouvoir réducteur

NADPH,H’. Ces mécanismes primaires regroupent deux typpsodessus :

* Le premier concerne I'absorption d’un quanta dohifian a des transferts d’excitations
par résonnance dans les antennes des photosygte&sge®u centre réactionnel. C’est
donc un processus au cours duquel les photons ntepas conservés. Ce processus
posséde son propre rendement, dépendant forteraditradiance, et qui est donc une
grandeur intrinsequement locale au sein du PBRn&dR007) I'a appelé le rendement
photochimique primaire: il représente la partiesigiative de I'énergie photonique, et est
donné par la relation (IV.10) qui prend en compateperte d’efficacité des transferts
d’excitations dans les antennes en fonction detliance a partir de deux parametres, le

rendement photochimique maximum,, , et la constante de saturation des centres

réactionnelsK (Cornet et al., 2003) :

1 K
U —= _ V.10
P UpPwm 1+G Pwm K+G ( )
K

Le rendement photochimique maximupy, est obtenu lorsque le systéme fonctionne
dans les conditions thermodynamiques optimale&r(adiance de compensati®y ),

ou la perte du transfert de I'excitation de l'amtenvers le centre réactionnel est
minimale.

Pour le calcul de l'efficacité maximale du procesgle la conversion de I'énergie
radiative, Cornet (2007) a utilisé une approcheegtiiune extension d’'une formulation
du rendement de Carnot appliquée ici pour la caiemaximale du rayonnement:

T

T (IV.11)

Pw =1-

ou T,est la température de rayonnement du corps nds gomme référence idéale)

donnée par la formule de Planck, en choisissant fiatensité spectrique la valeur du
point de compensation (les conditions thermodynassqoptimales) a la longueur

d’'onde moyenne considérée (par intégration du spelaénergie)l . ; :
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hn,c

2.2
k/TIn{1+ Zh”ﬂfs}

C.A

(IV.12)

Dans cette formule :
- h est la constante de Plandk‘,—'6.626><10343.s
- k est la constante de Boltzman,=1.381x10" J.K*

- n,, est l'indice de réfraction du milieun,,=1.334

c est la vitesse de la lumiére dans le vide299792459 m:$

A est la longueur d’'onde moyenne sur le PARS50 nm

- | 5 estlintensité spectrique obtenue a partir deddiances, .

Dans le cas d€hlamydomonas reinhardtgultivée dans un PBR a une température

optimale de298K et en prenant une valeur deg =2.12 W.nt.sf* (correspondant
aG. =10 umol.m*.s%), on obtient une valeur de,, =038 .

* Le second processus concerne le transfert de t&diari de I'antenne collectrice au
centre réactionnel. Cela mene a une séparationhdege, impliguant un donneur
d’électrons, et dans laquelle les électrons samisférés au pouvoir réducteur (NADP
a travers une succession de réactions d’oxydonédugiermettant de générer un
gradient de protons transmembranaire responsablie sinthése d’ATP. Ce processus
est parfaitement stcechiométrique et conservatieeme de photons, de méme que la
suite des étapes aboutissant a la synthese dedseniaans ce cas, le rendement global
¢ est défini comme étant le rendement quantiquehstmeétrique molaire pour lequel
la barre représente une moyenne temporelle suécinelle de temps correspondant a
I'hypothese d’un état pseudo-permanent pour ledpt® de la photosynthese tels 'ATP
et le NADPH (échelle de I'ordre d’'une a quelques minutes).

Le rendement quantique stoechiométriqgue massgguest obtenu a partir d¢/ et la
masse C-molaire moyenne de la biomaglsg produite dans le PBR:
P=¢' xMy (IV.13)

Le rendement quantigue molaire réef est déterminé a partir d’une analyse

stoechiométrigue du schéma e de la photosynthése, par établissement de la

stoechiométrie de la biomasse active sous formetstae (paragraphe 1V.3.4.).
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Finalement, le calcul du rendement quantique nwlaéel ¢ du schéma en Z,
correspondant a la partie conservative de la cseioerénergétique photonique, est

seulement dépendant du rappBrt 2&” suivant la relation:

_ 1
7= _ (IV.14)
2Unppph,-x (1+ P/ 267)

D’'un point de vue analytiqgue, I'équation (IV.14) ndele liée a la composition
macromoléculaire du micro-organisme photosynthétigivec des restrictions sur les
conditions d’éclairement, le rappdft/ 22" pouvant varier significativement avec la densité
de flux hémisphérique incidentg, (Cornet 2007, Cornet et.al1998). D'aprés une

analyse théorique détaillée du fonctionnement dhérsa enZ de la photosynthése, et en
utilisant la thermodynamique linéaire des processésersibles, Cornet (2007) a montré

que pourA. platensisla valeur numérique de' donnée par I'équation (IV.14) demeure

guasi-constante pour une large gamme de densfiéxdbémisphérique incidente arrivant

a la surface du PBR. L’auteur a ainsi prouvé gaagmentation de la valeur du rapport

P/ 26" avec la densité du flux incident est contrebalama¥ea diminution de coefficient

steechiométriquev reliée a la formule globale de la qualité de lantasse

NADPH,H " =X
produite. Cette approche théorique étant génécalenjenée au niveau du thylacoide), elle
apparait indépendante du micro-organisme photoséyigtre étudié, sous réserve que ce
dernier soit cultivé dans les conditions de craissaoptimales (pH, température) et

gu’aucune limitation minérale ne soit observée danBBR. Ce rendement dépend alors
seulement de la source d'azote disponible dans ileeun(NO;,NH, ), avec une
augmentation jusqu'a 25% de l'efficacité photosgtitue dans le cas ou 'ammonium
NH; est utilisé comme source d’azote au lieu du nifksdg. L'azote étant utilisé par la
cellule sous forme déNH; , un apport énergétique supplémentaire est en effetssaire

pour utiliser des nitrates, impliquant alors deuciwn des ionsNO; en NO, puis en

NH, afin d'étre assimilés finalement sous cette forme.

hY

Les valeurs deP/ 2" et de Uyappy,-x ONt €t€ estimées a partir de la composition

élémentaire de&C. reinhardtii et par analogie avec le travail mené par Corn@®qR sur

A. Platensismenant aux valeurs suivantes :
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P/ 2 =1.23

(IV.15)
UNADPHZ—X = 21_ 23

On notera que ces valeurs sont des estimationsewbrt certainement étre revues
lorsqu’une meilleure compréhension du métabolisneeCd reinhardtii sera obtenue
(travaux en cours de G. Cogne). Toutefois, lesltatsude Cornet et Dussap (2009) ont
montré que ces grandeurs évoluaient peu.

L’équation stcechiométrique de la synthese de lmésse pou€. reinhardtiidonne une la

masse C-molaire de la biomasse proditg =0.024 kg.mor™.

On obtient finalement les valeurs suivantesxet @' :

qif 01.10" moly .umol,, (V.16)

@ =(2.4-2.5).10° kg, .umol,,
1V.3.5.2. Constante de saturation K

La constante de saturation des cerresqui apparait dans I'équation semi

empirique (IV.10), est une constante spécifique rpathague micro-organisme
photosynthétique. Pour le moment, il n'existe pasniéthode prédictive permettant de
donner une valeur théorique dé comme fonction de l'architecture moléculaire de
'antenne photosynthétique (Cornet et Dussap 2098anmoins, cette constante peut étre
déterminée sur des expériences indépendantess wglie les mesures de dégagement
d’'oxygéne ou de fluorimétrie obtenues pour plusieualeurs dirradiance. Ces deux

dernieres méthodes ont été comparées ci-apres.

1V.3.5.2.1. Evolution du dégagement photosynthétique d’0z en fonction du flux
lumineux

On dispose des résultats expérimentaux sur I'éeolutde I'oxygéne
photosynthétique d€. reinhardtii 137AH pour différents flux lumineux incidents. Ces
expériences ont été effectuées indépendammentuttases en PBR, au cours des travaux
de recherche du laboratoire GEPEA portant sur ldéisation de la croissance de cette
microalgue (thése de L. Pottier soutenue en 2@D&3. mesures ont été réalisées a l'Institut
de Biotechnologie des Plantes (Université Paris-Sigdy), a l'aide d'une électrode
ampérometrique de type Clark (mesure du dioxygéssods). Dans les mesures réalisées,
la concentration pigmentaire de la suspension raigetede C. reinhardtiia été maintenue

bY

faible (inférieur a 4 pg of chlorophylle / mL de culture) de fagon a pouvoir négliger
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'atténuation lumineuse au cours des mesures (pgEmnted’assimiler le flux incident a
I'irradiance recgue par les cellules).

Ces résultats expérimentaux ont été réexploitépaar déterminer la constanke(figure
IV.2). Les vitesses de dégagement d’oxygéne ont nétémalisées et la valeur de
l'irradiance, considérée comme homogéne dans wwblume de la cellule, a été prise

égale a(G—-G. ) avec G, [ 23-25 umol.rit.s*, pour s’affranchir de la détermination de

l'irradiance de compensation (cette valeur@e correspond a celle obtenue par Pottier
2005).

Pour obtenirK, une linéarisation a été effectuée. On a en &feitesse de dégagement
d’'oxygéne (ou la croissance) qui augmente avecadliance avec une saturation

progressive représentée fgarselon:

'x = G _ o g
K+G rOzmax rO2 max

r = rOznorm
X'max

On obtient donc :

1 . . . .
= K'6+1 avec K le coefficient directeur de la droite obtenue |zatracé de

1/ 1o norm €N fonction del/ G.

18 124
14 1 g
12 1 S 087
= 104 L 0.6
1
£ g £
: 8 g 0.4 )
S 6 S = Experimental
S, 0.2 —Modele
21 0 ; , ; ,
0 . . ; -100 100 300 500 700
0 0.05 0.1 0.15 0.2 -0.2 (G-Gg pmol,.m2s?
1/(G-Gg) 1/(uma},.m2.s?) 0.4 1
‘m
-0.6 -

Figure IV.2: Tracé de linverse de la vitesseEigure 1V.3: Tracé de la vitesse normalisée de
normalisée de dégagement d’'oxygen#égagement d’oxygéne ch€z reinhardtii 137AH
(1/1o,norm ) chez Chlamydomonas  reinhardtii mesurée par une électrode de Clark (Pottier, 2005).

137AH en fonction de linverse de I’irradianceLes données représentées par les carégs (

[1/(G-Gg)] correspondent aux valeurs expérimentales qui ont
ek été normalisées et ensuite comparées aux valeurs

modélisées par I’équatiqfﬁ—G ).

La figure (IV.2) présente le tracé de l'inverse ldevitesse normalisée de dégagement

d'oxygene (1/ 1o hom) €n fonction de linverse de lirradiance G/Gc). Un ajustement

linéaire par la méthode des moindres carrés aadtér utilisant la fonction «LINEST»
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sous Excel afin de déterminer le coefficient diect de la droite sous la forme

( ! EK.é+1). La valeur de la constante de saturation obtenest

rOznorm
K =110+ 20 pmol.m%s®. La comparaison entre les points expérimentaux lest

simulations est représentée dans la figure (1V.3).

1V.3.5.2.2. Evolution du rendement photosynthétique en fonction de l'irradiance
Les parametres caractéristiques de la fluorescdifgeF,,, R, F', F, )ont été

mesurés a température ambiante en utilisant umirfiétre WaterPAM (Walz, Germany)
par la méthode du pulse saturant (Maxwell et Jamns®000). Le rendement

photosynthétiqu® ., :@ :I‘é_": comme défini par Genty et al., 1989, a été suivi

m m

chezC. reinhardtii pour différentes irradiances.

3.5 1
3 [ ]
Z 08
. 2.5+ g
‘; 5 ] gg 06
7151 2
,@l S 0.4
054 5 0.2 1 —Experimental
s = Modele
0 ' ' ' ' 0 T T T T
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
0 200 400 600 800 1000

1/G 1/(umo},.m2.s1) G pmol,.m2s?

Figure IV.4 : Tracé de L/ @pg); norm) I'inverse du Figure 1V.5: Tracé du rendement photochimique

rendement  photochimique  normalisée ch&prmalisé @ps)i norm) chezC.reinhardtii 137AH
C.reinhardtii 137AH en fonction de l'inverse demesuré par un fluorimetre WaterPAM (Walz,
lirradiance  (1/G). Une comparaison aveGermany). Les données représentées par les carrés

réquation G_ ast également ajoutée. (=) correspondent aux valeurs expérimentales qui

K+G ont été normalisées et ensuite comparées aux
valeurs modélisées).

La méme démarche, que celle présentée dans lergphagprécédent pour obtenir la

constante de saturatiéh, a été suivie pour le rendement photosynthétiepig , celui-ci

étant également lié a la saturation progressivel’aigivité photosynthétique avec la
lumiére. La figure (IV.4) représente le tracé devierse du rendement photochimique du

PSII normalis€l/ ®g, ,om), €N fonction de linverse de lirradiance recuenslda

cuvette du fluorimétre.

117



Chapitre IV

L'analyse du tracé de la figure (IV.4) nous donnee uvaleur de la constante
K =100+2 upmol.rif.s*. Une comparaison entre les points expérimentauxlest

simulations est présentée dans la figure (IV.5).

1V.3.5.2.2. Comparaison des différentes estimations de K

Les méthodes basées sur le dégagement d’'oxygdaenedsure de fluorescence
induite permettent d’obtenir une estimation dedastante de saturatiéh, dans la mesure
ou ces grandeurs sont liées a la saturation preigeede I'activité photosynthétique avec
lirradiance. Elles ne permettent pas cependant déérmination exacte, de par
lincertitude sur les mesures expérimentales, etlparelation qui n’est pas forcément
directe avec la saturation des centres. L'oxygé@gagé est ainsi un résultat plus global (il
inclut notamment I'activité respiratoire), tandisegla fluorescence, par son principe méme,
est une mesure indirecte de l'activité photosyiduét Les valeurs obtenues de
(110umol.nt.s* par la mesure d’oxygéne dégagé, et 100pumoshpour la fluorescence)
ont donc été utilisées comme estimation, avec noeriitude d’environ +20pmol.fas™.

L’ajustement final a été réalisé sur les valeunséexmentales de productivia, > . Une

valeur de 120+10umol.fas® a ainsi été retenue.

1V.3.6. Détermination du paramétre Ky

Une fois le point de compensation déterminé pas dgpérimentations en
limitation physique stricte (voir chapitre Ill), Igparametre K, peut étre calculé
analytiquement a partir de I'équation (IV.8). Auimode compensation, la vitesse
volumétrique locale de croissance de la biomas$84.QB) r, est en effet nulle, ce qui

nous permet d’écrire:

pourG =G avecry =0:

K, = Ce

: JnaoH, {1+1}_1
Unpon,-x Pu@PEa| Gc K

(IV.17)

La majorité des parametres figurant dans I'équatdonnantK; sont quasi-constants
priori seul Ea, le coefficient massique d’absorption, s’est réwérier avec les conditions
d’éclairement (voir chapitre Ill) et en particuliavec la densité de flux incidentg . Une
étude de sensibilité de I'équation (IV.17) a momjué la valeur d&K, était tres sensible a

une évolution du coefficient massique d’absorptiea. Un facteur trois a ainsi été obtenu
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sur I'évolution deK, pour la gamme dé&a rencontrée lors des expérimentations dans le
chapitre 1ll. Ceci met en évidence que de nombrgudnomenes vont étre régis paa
(directement lié a la teneur en pigments), qui fogiquement le champ de radiation avec
la densité de flux hémisphérique incidegite mais €également influence la loi cinétique. Il
est donc nécessaire ici d’établir une équationfedaeture » traduisant la relation existante
entre Ea et la densité de flux incidentg, qui I'affecte directement. Cette équation est

détaillée dans le paragraphe suivant.

IV.4. Evolution de la composition pigmentaire en fonction de la densité de flux
hémisphérique incidente

Les micro-organismes photosynthétiques ont la a#pade s’adapter aux
changements prolongés de lumiere recue. Cela pensister en des changements
d’intensité et de nature du spectre de la souro@nieuse provoquant un stress qui se
traduit par un changement au niveau de la compaositigmentaire. Ce phénomeéne
s’appelle la photoadaptation, qui peut étre rébbrsisi les conditions de stress
disparaissent.
Dans les conditions d'un fort éclairage, une réduactde la teneur en pigments
(chlorophylles et caroténoides) a été observeéeyigaéat l'efficacité d’absorption et
protégeant ainsi les cellules d'un exces de photéiatskowski et LaRoche (1991) et
Richmond (2004) ont mentionné ce phénomeéne. Grizsbetl al. (1996) ont conclu que le
facteur le plus important dans la croissance plyotbgtigue des microalgues est la
photoadaptation aux faibles ou aux fortes intessiténineuses. Cela a également éte
observé chef. reinhardtii Janssen et al. (1999) ont montré que les celtdesennent
plus de pigments a faible intensité, tandis queecetneur pigmentaire diminue avec
'augmentation de la densité du flux incidente. Behet Linden (2002) ont également
montré chez différentes souches sauvagés. deinhardtii cultivées en milieu hétérotrophe
gue la composition pigmentaire (chlorophylles eoténoides) diminue en passant d'un
faible éclairage a un autre plus fort. Degrenneéd®20a confirmé cette tendance chez la
méme souche que celle utilisée au cours de celtle ét’ensemble de ces constations a été
confirmé ici. La figure (IV.6) illustre la tendancde I'évolution pigmentaire chez

C.reinhardtii en fonction de la densité du flux incidenge (mesures présentées dans le

chapitre Ill et obtenues en limitation physiquecstry=1). De plus, ces résultats montrent
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une répartition constante entre les trois pigmg@okd a, Chl bet PPC) pour les différentes
densités de flux incidentes étudiés:

Chl a = 59%:; Chl b = 23,5%; PPC =17,5%
3
S e[Chla]
(= 25 7
2 [Chlb]
5 t A[PPC]
E 21 ¢
2
o
[
g 1.5 )
o
2 1- ¢
: Y
So054 2 1
5 : 1
l—
0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Densité de flux g (umol,,,.m=2.s?)

Figure 1V.6 : Résultats expérimentaux de I'évolution de la tergmentaire massique en Chlorophylle a
(Chl a, ), Chlorophylle b (Chl bm) et Caroténoides de Protection (PR chezC. reinhardtii137AH pour
différentes valeurs de la densité de flux incideitpoury=1 (limitation physique stricte par la lumiére).

A ce jour, il nexiste pas dans la littérature dasé théorique permettant d’établir une
éguation qui donne de facon prédictive I'accéseadiution pigmentaire en fonction des
conditions d’éclairement, et qui représenterait adda photo-adaptation (un début de
raisonnement basé sur la TPI est donné dans I'anfax).

Il a donc été retenu d’utiliser une relation entpig déduite de la courbe expérimentale
d'évolution des pigments en fonction de (Figure 1V.7). Cette équation est donnée sous

la forme :

Wpe = 9.378xq,, "% (IV.18)

Cette formule empirique sera utilisée par la stites la prédiction de la teneur en pigments
chez C. reinhardtii cultivée en milieu autotrophe (la teneur dansdéfrents pigments
Chl a Chl b et PPC est ensuite calculée simplement grace a la répartdonnée
précédemment, qui sera donc supposée constantenot®ra qu’elle est rigoureusement
valable pour la conditiory = .lLa présence d'une zone sombpe« )hodifie en effet
légérement les teneurs en pigments (voir tabledu2)jl Toutefois, cette variation a été
considéré négligeable ici.
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4.5 - ® Expériment:
4 A modele

WP|G = 9 .338%_0'21

Teneur en pigment wp,g (%)
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Figure IV.7 : Résultats expérimentauw) de I'évolution de la teneur totale en pigmehezC. reinhardtii
137AH comparées aux valeurs calculées par I'équatiorLl@)V(a) pour différentes valeurs de la densité de
flux incidente et pouy=1 (limitation physique par la lumiére).

IV.5. Identification et calcul des paramétres
Compte-tenu de la relation (IV.17) donnée par Idindé®on du point de

compensationr¢(Gc) =0), seul 'un des deux parametrég,p,,, etK: doit étre preécisé. A

ce stade du raisonnement, il reste donc a déterimedes deux. Il a donc été choisi de
déterminedy,py - Ce parameétre est lié au terme de respir%MLJ de

’ Unpph,-x K +G
la loi cinétigue proposée dans le paragraphe (&.3Les expérimentations en
photolimitation (y<1) ou la respiration est non négligeable ont détécprivilégiées pour
sa détermination.
Les cultures continues @& reinhardtiien photolimitation f<1) ont été réalisées pour une
large gamme de densité de flux incidente (110,etAM00 pmel.m?.s?). La comparaison
des productivités simulées et mesurées a permierdifier Jy,p, par une reégression
monoparamétrique, puis d’en déduire et de calcatalytiquementkK, par la relation
(IV.17) déduite de la connaissance du point de @nsation. Il a ainsi été obtenu :

Jnnow, L 2.39 mol.kg™.h* KL 6~3 pmol.nf.s*
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IV.6. Validation du modéle cinétique
IV.6.1. Introduction

Apres lidentification deJyapy, €t le calcul analytique de: en utilisant I'équation

(IV.17), 'ensemble des parametres du modele eshuoll est récapitulé dans le tableau
(IV.1). La loi cinétique a donc ensuite été validims un premier temps sur les cultures

continues en photolimitationy(=0.5) et en limitation physique strictg/ (1). La loi a

également été appliquée sur des cultures diluaamées reprises de la littérature) afin de
montrer que le phénomeéne de « photoinhibition »veou cité dans la littérature pour
représenter l'inhibition de la croissance photokgtiue a fortes irradiances, peut en
grande partie étre expliqué par un simple coupthgehamp de radiation avec I'évolution

de la teneur en pigments. Enfin, le modele a &té wans le cas des cultures discontinues.

Parametres valeurs unité
Pwm 0.8 -
P/2e 1.23 -
¢ 1x107 moly.mok,
¢ 2.4x10° kgx. LMok,
M 0.024 kg. mol*
Unaph, -x 2.1-2.3 -
K 120+10 pmal,.m2st

Tableau IV.1.: Tableau récapitulatif des valeurs des parametiesmddele cinétique établi pour la
microalgueC. reinhardtii 137 AH.

Les valeurs expérimentales des productivités vajues en biomasse ont été calculées en
utilisant I'équation (l11.3) & partir de la conceation en biomass€x et du taux de dilution
D mesurés tous les deux expérimentalement. Comraesgépjué au chapitre Ill, le modéle
a deux flux donne des résultats trés satisfaispots les cultures de micro-organismes
photosynthétiques (Cornet et,d995) et pour le cas d& reinhardtii (Pottier et al., 2005).
L’hypothese d'une atténuation monodimensionnellemge de calculer les irradiances
localesG(2) en fonction de la profondearde la culture pour les différentes densités de flu
incidente étudiées (voir chapitre Ill). Ensuitectauplage a la loi cinétique (équation 1V.8)
donnery, la vitesse volumétrique locale de la croissansebmmasse (VVLCB). La
productivité théorique prédite par la loi est etesgalculée par intégration dg sur tout le
volume de réacteur (équation 1V.9) pour trouveex la vitesse volumétrigue moyenne de
la croissance en biomasse VVMCB, égale a la prodigctvolumique du PBR en culture

continue stabilisée (voir paragraphe 1.4 du chapigt équation 1.3 du chapitre 111).
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La figure (IV.8) illustre un exemple didactique peé@tant le profil d’irradiances locales
G(2) et la VVLCBrx en fonction de la profondearde la culture en PBR pour une densité
de flux incidente g, =110 pmal,.m?2s* pour deux cultures a différents régimes de
fonctionnement. Le graphe a gauche est donné prmucuiture en photolimitation avec une
concentration en biomasg€@, =0.6 g.L'" et une fraction volumique éclairée qui vaut
0.49. Le graphe a droite est pour une cultureraitdtion physique stricte){L 1) avec une
concentration en biomasse@g=0.35 g.L". La localisation du point de compensation (et
donc la détermination g€ peut étre obtenue par le modéle radiatif seulG =G¢)) ou
par le calcul de la vitesse volumétrique localedonnée par la loi cinétique (tel que
r« (G )=0). Le modéle proposeé, de par sa formulatiorneéede réconcilier les approches.

Comme illustré sur la figure, la vitesse voluméigdocale au point de compensatign

(Gc) est ainsi égale a zéro (d’aprées la définitiorpdint de compensation).

0.06 120 0.06
y=0.49 110 1 y=1
r 0.05 0.05
= 100 1 o=
& o o =
c\.t‘/z r 0.04 E r\t‘n 90 A 0.04 £
£ 2 E 80 o
E L 003 : 0.03<
g x 2 701 X
< r 0.02 2 60 F 0.02
8 50 A 8
© Foors © ooig
3 \ x(Gc) =0 3 40 1
g 30 e ) g 30 0
k=] o] x(Ge) =0
8 1 & 20
= 10 4 Gc=10pmol.ne.st ; -0.01 = 10 4 Ge=10pmol.ne.st - -0.01
0 T T T T T T T T -0.02 0 T T T T T T T T T -0.02
0O 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09 1 0 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09 1
Profondeur adimensionnelle de cultur&Z=z/L (-) Profondeur adimensionnelle de cultureZ=z/L (-)

Figure 1V.8 : Profil d’irradianceG (trait continu) et vitesse volumétrique localeateissance en biomasse
(VVLCB) () en fonction de la profondeur de la culture dan®BR torique-plan pour une densité de flux
incidenteq, =110 pumol,..m?2s™. Le graphe & gauche est relatif & une culturegtinttée ay=0.49 avec une

concentration en biomasse de 0.65.Le graphe & droite est relatif & une culture iitdtion physique
stricte &y=1 avec une concentration en biomasse de 0.35g.L

1V.6.2. Validation en mode continu et en limitation physique

En prenant le point de compensatiGg =10+3 pumal,.m2.s* (déja déterminé dans
le chapitre 1ll), la fraction volumique éclairég a été ainsi recalculée pour les
expérimentations en photolimitation pour toutesdessités de flux incidentes, (tableau

IV.2). Cela confirme que les expérimentations eotplmitation ont bien été obtenues

pour une fraction éclairée proche ¢e0.5. Le modele proposé permet de prédire
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correctement les productivités alors atteintegeepour une gamme de flux incident entre
110 et 1000umgl.m?.s™ (écart inférieur & 10%).

Densité de flux incidenteqn

110 700 1000
(umoly,,.m2s%)

Concentration en biomasse&y (kg.m?) 0.60 1.36 1.47
Taux de dilution D (kg.m?®) 0.012 0.017 0.020
Productivité expérimentale observée . G " 8 N 8

(kg.m*h) (0.72+0.03)x1 (2.32+0.07)x1 (2.94+0.09)x1
Productivité predge -rlJar le modéle 0.73x10 2 45x10 3.13x10
(kg.m™.h™)
Ecart (%) +1 +6 +7
Fraction volumique éclairéey 0.49+0.1 0.51+0.1 0.55+0.1

Tableau IV.2.: Tableau résumant les points expérimentaux obtenu®BR torique cultivant la microalgue
C. reinhardtiien photolimitationy<1) pour différentes valeurs de la densité de fiwcidenteq, . La fraction

volumique éclairée a été recalculée pour les différents cas étudags@s le modele final proposeé.

Le modéle a également été confronté aux résultgiérnentaux obtenus en limitation
physique stricte ¥ L 1) ou les productivités expérimentales et théosgsent présentées
dans le tableau (IV.3). Comme pour le cas précédanpeut constater que pour I'ensemble
des résultats présentés, I'écart moyen avec le lmedé inférieur a 10%, ce qui reste dans

le domaine d’incertitude expérimentale.

g, (umolp.m?s?) 110 200 300 400 500 600 1000

Taux de dilution D (hY) 0.032 0.041 0.054 0.057 0.058 0.061 0.039

Concentration en biomasse
expérimentale 0.35 0.41 0.47 0.51 0.57 0.60 11
(Cx)opt (kg.m®)

Concentration en biomasse

théorique (prédite par le 0.32 0.40 0.42 0.45 0.51 0.48 0.98
modeéle) Cx)iec (kg.m®)
Coefficient massique

Gabsorption Ea (nFlka) 200 186 176 170 160 150 130
Coefficient massique

Go diffusion Es. (1K) 850 860 870 877 890 895 910
fraction rétrodiffusée 0.008 0.008 0.008 0.008 0.0077 0.008 0.008

b (adimensionnel)

Productivité Experimentale
<ry> (kg.msh?)
Productivité Théorique <rx>
(kg.m3h?)

1.12x10° 1.67x107 2.54x10° 2.93x107 3.32x10° 3.65x10° 4.29x10

1.10x10? 1.78x107 2.30x107 2.72x10 3.06x10° 3.33x10° 3.91x10°

Ecart (%) <1 7 9 -6 -7 -8 -7

Fraction éclairée calculée

) ) 1.0 1.0 1.08 1.08 1.0 1.15 0.79
y (adimensionnel)

Tableau 1V.3.: Comparaison entre les productivités expérimentatethéoriques obtenues en limitation
physique stricte dans le PBR torique cultivant laroalgueC. reinhardtii pour différentes valeurs de densité
de flux incidentey, .
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Les résultats présentés dans les deux tableaux dV1¥.3 confirment, en prenant en
compte les déviations standards, que la loi cinétigrésentée par I'équation IV.8 prédit
correctement la productivité obtenue, quel que leoitgime de fonctionnement du PBR
(photolimitation et limitation physique stricte) &la pour une large gamme de densité de
flux incidente (de 110 & 1000 umoin2.s?).

IV.7. Le couplage cinétique en photobioréacteurs pour expliquer le phénomeéne de
photoinhibition

La perte de performances d'un PBR a fort flux decit est souvent imputée au
phénoméne de photoinhibition de I'appareil phottisgtique. On démontrera dans cette
partie gu'un simple couplage entre le champ deatanhi et la teneur en pigment variable
peut également mener a cette baisse de performamcggrant de par la méme que le
phénoméne de photoinhibition au sens strict esbpguas présent.

Ceci a été réalisé grace a des résultats reprig digtérature : une partie des résultats
expérimentaux provient des travaux de recherchectis pendant la these de L. Pottier
2005 au sein du Laboratoire GEPEA et l'autre prolvide ceux effectués au cours des
travaux de thése de M. Janssen 2003 (de I'équifoprocess Engineering Group » de
'Université de Wageningen). Dans les travaux ddti€o 2005, la microalgueC.
reinhardtii 137AH a été cultivée en réacteur torique en miletotrophe et a tres faible
concentration (culture diluée). Janssen (2003)ltavéda méme microalgue dans différents
PBR (air-lift en U, rectangulaire) a trés faiblencentration en biomasse. Dans tous les cas,
les réacteurs fonctionnaient en régime cinétiques @e zone sombre dans le réacteur et
transmission d’'une grande partie du flux). Les Itéssiétant présentés sous forme de taux

spécifiqgue de croissange, sans biomass€, pour le calcul des productivités, nous avons

t<I’X >

utilisé le rappor qui permet de s’affranchir de la connaissanceimpnéhire de la

X
biomasse pour déterminer la productivité expérimentLe tableau (IV.4) récapitule les
résultats expérimentaux, obtenus par ces deux raupmur des cultures tres diluées de

Chlamydomonas reinhardtii

Les propriétés optique&$, Esetb) des cultures tres diluées ont été calculées gmague
flux incident g, a partir de la teneur en pigment théoriqug, donnée par I'équation

(IV.18). L'évolution du coefficient massique d’albption Ea est représentée dans la figure
(IV.9).
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% <H>=<r,>/Cy
Réacteur STD (n)
(LMOlp,.m2.s%) h*
35 0.0205 - 1)
50 0.0425 0.003 (3)
65 0.065 0.002 (3)
95 0.085 0.004 (3)
Torique/plan 110 0.0975 0.010 (3)
L=4 cm 125 0.109 0.004 (3)
228 0.125 0.002 (4)
284 0.136 0.003 (4)
379 0.122 0.004 (3)
Rectangulaire L=3 cm 650 0.11 0.020 (6)
Rectangulaire L=1.45cm 1153 0.116 0.006 (3)

Tableau 1V.4.: Tableau récapitulant les différents résultats ermEntaux collectés des travaux de Pottier
2005 et Janssen 2003. Le termp><représente le taux spécifique de croissance €& &Jprésente

I'estimation de la déviation standard pour (n) vadede €1>.

250

230 ~

210

190 A

170 ~

150 A

130 A

Coefficient massique d'absrptiorEam2.kg!

110 . . . . . . . . ; . .
0 200 400 600 800 1000 1200
Densité du flux incidente g, pmol.m2.s1
Figure IV.9 : Evolution du coefficient massique d’absorption ngssEa en fonction de la densité de flux
incidenteq,, . Le coefficient massique a été estimé en prenaatpigmentation dépendante de la densité de

flux incidente et recalculé théoriquement a pateif’équation 1V.18.

Les vitesses volumétrigues moyennes de la croissanc biomasse VVMCB ont été

déterminées théoriqguement en utilisant la loi ¢ique (équation (1V.8)) validée
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préalablement sur des cultures en en photolimitatices ratios (< ry >/CX)exp et

(<ry >/ Cy )y SONt présentés dans la figure (1V.10).

0.16

0.14 -

0.12 ~

® Expérimentale
0.02 1 -#théorique

0 T T T T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
Densité de fluxgqy (umoly,,.m2.s1)

Figure IV.10 : Résultats expérimentaux repris des travaux deiéPoR005) et (Janssen 2003) dans lesquels
la microalgueC.reinhardtii a été cultivée dans différents PBR, torique/plapaisseur 4 cm (Pottier 2005),
rectangulaires a 3 et 1.45 cm d’'épaisseur (Jar3@8) fonctionnant en régime cinétique (transmissiane
partie de rayonnement). Les résultats sont reptésaious forme d’'un rati(x rg >/Cx )exp (e) en fonction

de la densité de flux incidente. Le ra('r@rx >/Cy )meo (m) calculé théoriqguement en utilisant le modéle de

connaissance est comparé avec le ratio réel. ra Harreur du ratio réel représente la déviattamdard des
mesures expérimentales.

Les résultats montrent que, méme dans des casrextrént délicats (régime cinétique) ou
la réponse photosynthétique des microalgues edicylare, le modele donne des
prédictions correctes.

De facon plus intéressante, on observe que le mgu&dit la perte de performances
observée pour les forts flux incidents (>350 umd3lst). Cette diminution est
classiqguement imputée a la photoinhibition alors Bumodéle ne prend pas en compte ce
phénomene. D’apreés la loi cinétique, cela appguaie comme un couplage entre le champ
de radiation et la teneur en pigment qui diminuecakaugmentation du flux. Cela induit

une baisse du rappo(t< ry >/CX) ('équivalent du taux spécifigue de croissance) en

accord avec les expérimentaux a fort flux.
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IV.8. Analyse pour des cultures en mode discontinu (batch)

1V.8. 1. Introduction

Les expérimentations présentées précédemmentéontenées en mode continu pour
des cultures en photolimitation et en limitationygique stricte. Le modéle cinétique a
également été testé pour des cultures en modentiiseoCe mode est en effet couramment
rencontré dans la culture des microalgues photbétiques pour la production de
biomasse (Richmond 2004), mais également quand ihjse en carence (carence en azote,
soufre, etc...) pour induire des réponses spécifiquesiuction d’hydrogéene, accumulation
des lipides etc...).
Enfin, dans un cadre plus général, la conduitecd#ares erbatchpeut étre optimisée vis-
a-vis des conditions d’absorption de la lumiére éubluent par principe au cours d’une
culture discontinue. Ceci sera illustré ici pamae en évidence de I'effet des conditions

appliguées en début de culture discontinue suciasance de la microalg@ reinhardtii

IV.8. 2. Culture de C. reinhardtii en batch

Les précultures de&. reinhardtii 137AH, utilisées pour I'ensemencement du
réacteur, sont usuellement cultivées en fiole Enkeyers dans du milieu TAP (Tris-
Acétate-Phosphate) (Harris 1989). La préparation piecultures en milieu autotrophe
(sans régulation de pH) conduit en effet a unevdémapide du pH d’ou la nécessité de les
cultiver sur du milieu hétérotrophe tamponné. Rarséquent, un temps d’adaptation est
nécessaire lors du passage aux conditions aut@sopha donc été choisi de lancer le
modebatch apres la stabilisation d’'une culture en continnsdke PBR, I'ensemble étant
réalisé en autotrophie. Dans ce cas, la produttéoh commence (a l'instarit= ty) avec
une biomasse ayant une qualité biologique stabladeptée a la croissance sur milieu
autotrophe. Il reste néanmoins une étape critiquand le lancement d’un modatch Les
PBR, en démarrage des culturbatch sont en effet souvent en régime cinétique
(transmission d’'une partie de la lumiére). Cecitpaduire une réponse biologique non
maitrisée (voir paragraphe 111.1.2.2). Dans ce cad, la culture est trop éclairée (la densité

de flux incidenteq, est trop €élevée), soit elle est alors trop dil¢éencentration en
biomasseCx faible). Il est donc préférable de choisir un deu@x/ q,) garantissant une
culture photolimitée < L Si on cherche de plus une croissance maximisée pn

organisme eucaryote, il faudra alors chercher aapprocher de la limitation physique
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stricte (#C I ou la productivité volumique en biomasse (et ddeccroissance) sera

maximale.

IV.8. 3. Procédure expérimentale
A Tlinstant t = 0 (ensemencement du PBR), la concentration en bienas
correspondanteCy)o est tres faible. Dans le but d’éviter un régimeétique en début de

culture, le PBR est soumis a faible éclairage (dérde flux incidenteq, ;) comme le

montre la figure (IV.11).

A
E
- | batch icontinu | batch continu batch continui batch 'S
> =
21 4y d q q q q q q g
g ] N0 [g¥) N,/ 1 1 N2 N, N2 (CX)4 B 3
g | (Cx) ~
1S
= g
c1® 2 O 4+ O |G| 7 3
81 2
§ (Cx)i ;
E c =
g (Cx)s =
= <
S 2
() (s ey 2
1 / Q
(Cx)ol—

A

0 Temps ¢ (unité arbitraire)

Figure 1V.11 : Représentation schématique des expérimentatioogrdisues réalisées avec reinhardtii

Aprés une phase de latence (phase 1 dans la {iyudel)) de 24 a 48 heures, le PBR est

ensuite mis en mode continu avec un éclairgge=110 pmol.nf.s* (phase 2). Apres

I'obtention d'un régime permanent (PBR en équiljlard’'instantt=t,, une productiorbatch

est lancée avec des conditions initiales de bioen#39; et de densité de flux incidente

d,,=110 umol.rif.s* correspondant & une limitation physique strictg (31). Pendant la

phase 3, la concentration augmente jusqu’a atweinde valeur limite Gx), due a une
limitation totale par la lumiére. La phase 3 cgoomsd donc a umatch durant lequel la
culture est démarrée aprés stabilisation du PBR fmais étre soumise a un régime
cinétique. Durant la phase 4, la culture est dev@auw en mode continu jusqu’a atteindre un
régime permanent semblable a la fin de la phase®deux cultures epatchqui suivent
(phase 5-6 et phase 8) ont été choisies pour mdifiet d'un régime cinétigue (phase 8)
ou non (phase 5-6) sur la croissanceCdeinhardtii pour une méme valeur de densité de

flux incidenteq,, , =700 pmol.rif.s™.
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IV.8. 4. Résultats et discussion
1V.8. 4.2. Effet d’un régime cinétique sur la vitesse de croissance

La figure (IV.12) représente une comparaison endgeax cultures discontinues
effectuées a la méme densité de flux incidegte= 700 pumol.iif.s®. La premiére
suspension (courbe 1 dans la figure (V.12)), ayawet concentration initiale en biomasse
C, = 0.77 g.I', est en photolimitation avec une fraction voluneigtclairée proche de 1
(y=0.93) a linstant t=0. Par contre, la deuxiemeurel discontinue (courbe 2 dans la figure
(V.12)) se trouve en régime cinétiqyel) avec une faible concentratid@, = 0.42 g.Il
Les deux cultures discontinues 1 et 2 atteignesgia&tivement une concentration maximale
apres 10 et 14 jours. On observe cependant quumgceté suffisant pour que la culture
discontinue 2 passe d’'un régime cinétique de fonogment au régime de photolimitation
caractérisant I'instant initial de la culture diatiou 1. Ce décalage de 4 jours obtenu en fin
de culture est donc certainement expliqué par nfteence du passage en régime cinétique
sur la vitesse de croissance. Ce résultat illustrgportance de contrdler le régime de
fonctionnement du PBR. Cela ayant déja été obsemvéulture continue, mais se révele
important également lors de la phase de démarrage dulture ou un régime cinétique
peut engendrer des réponses biologiques non néasri@vec une influence directe sur la

cinétique globale de la croissance en PBR.
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Figure IV.12 : Evolution de la concentration en biomasse en fonale temps pour deux suspensionsde
reinhardtii cultivée en mode discontinue & 700 pmdlsh sous lumiére continue. En rond plew) et ligne
continue (courbe 1), la culture ayant démarré@93 sans jamais étre en régime cinétique. Pare;oe
tracé en rond blanc et ligne pointillée (courbe®)celui d’'une culture dmatchen régime cinétique$1) a
l'instant t = 0 (début de la culture discontinue).
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1V.8. 4.2. Résultats expérimentaux et comparaison aux simulations

A tout instant, le bilan matiére sur la biomassesypermet d’écrire :

dCy Cy
—<r, >-X V.19
at X . ( )

Dans les cultures ebatch le taux de dilution est égale a zéro et par deiteemps de

présencer est infini (r =) .L’équation (IV.19) s’écrit alors:

dCy
=<r, > V.20
ot X ( )

La résolution de cette équation différentielle dotidvolution de la biomasse au cours de

la culture pour les deutsatcha 110 et 700 pmol.fs’. Les résultats sont présentés dans
les figure 1V.13 et IV.14.

Pour les deux cultures discontinues & 110 et 706lpm.s*, les simulations ont montré
gu’en prenant les parametres de la loi tels quieésilen culture continue, la cinétique de la
croissance est correctement prédite les 4 prenuars. Ensuite, une divergence nette est
observée (la courbe en trait pointillé donnée dessigure (1V.14) et (1V.13) représente les
simulations obtenues en conservant tout au lonp @elture les mémes parametres). On

observe apres 4 a 5 jours du débubdtchque la fraction éclairég diminue et atteint la
valeur 0.3. A partir de cette fraction éclairée $emulations et les points expérimentaux
divergent, quel que soit le flux incident considdtéa donc été choisi d’ajuster a ce stade
les paramétres du modele cinétique, en particulem niveau du terme

[‘JNADHZ Mx K,

UnapH,-x  Ki 7+

J qui est prédominant dans la zone sombre et doncyl&rement

influent pour des valeurs faibles de la fractiotuntique éclairée. La vitesse spécifique de

régénération des cofacteurs par la respiratigppy, @ en effet été identifiee sur des

cultures continues pour des valeurs de la fractiohairée comprise entre 0.5 et 1

(pour05<y<1 on a Jyapy, = 2.39 mol.kg™.h™), alors que dans le cas deatchs,la
fraction éclairée devient inférieure a 0.3 €0.3). Les nouvelles valeurs obtenues de
Jnapn, Pour les deux flux étudiés 110 et 700 sont respmuent 1.45 et

1.82 mol.kg.h™.

Cette variation deJy,py, illustre trés certainement que le métabolisme gatiue deC.

reinhardtii évolue, avec une « perte » caractérisée par [araéen qui apparemment

diminue pour des valeurs de la fraction éclairegeu’atteintes ebatch
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bY

Dans ces cas extrémes, la microalgue eucaryoten@ariee a se rapprocher d'un

comportement d’'un micro-organisme procaryote, $piration devenant alors tres faible.
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Figure 1V.13 : Valeurs expérimentale®) de la concentration en biomasse en fonction dgsepour une
suspension deC. reinhardtii cultivée enbatch & 110 umol.mM.s® sous lumiére continue. Les points
expérimentaux sont comparés aux simulations (traittinu) prédites par la résolution de I'équation
cinétiques. En rond blane)(est représentée I'évolution de la fraction éékiexpéerimentalg.,, au cours de
la culture.
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Figure 1V.14 : Valeurs expérimentale®) de la concentration en biomasse en fonction dgsepour une
suspension deC. reinhardtii cultivée enbatch & 700 umol.mM.s* sous lumiére continue. Les points
expérimentaux sont comparés aux simulations (traittinu) prédites par la résolution de I'équation
cinétiques. En rond blane)(est représentée I'évolution de la fraction éémiexpérimentalg.,, au cours de
la culture.
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IV.9. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons établi un modele tigired de croissance
photosynthétique pour la microalgQe reinhardtii Ce modéle de connaissance a été basé
sur une approche déja proposée pour une cyanoieaf@arnet 2007a, 2009b). Cette loi
prend en compte la contribution des deux métabeksooexistants en méme temps dans le
cas d’'une microalgue eucaryote, a savoir la photbgge et la respiration. Ces deux
métabolismes qui se déroulent dans deux organiégmrés (le chloroplaste et les
mitochondries) sont ainsi pris en compte danspaesentation actuelle du modéle proposé.
Le couplage de ce modele avec le modéle de tramsigiatif (a deux flux) a permis de
prédire le comportement cinétique @ereinhardtii cultivée en PBR en lumiére continue et
de déterminer les performances du PBR. Le modaktique a été validé pour de cultures

continues (0.5 y<1) et pour différent régimes de fonctionnement i(iion physique

stricte photolimitation et également régime cinégy

La comparaison entre les simulations et les résuitgpérimentaux montre la robustesse de
la loi proposée (<10% d’erreur). La nature des mpa&tees y figurant lui donne un caractere
prédictif, la majorité des paramétres étant préthitsoriquement avec seulement deux
parameétres identifiés. Le premier paraméktea été identifié sur des expérimentations
indépendantes assez simples a mettre en ceuvreeuxé@the parametr&r a été calculé

analytiquement grace a la connaissance de l'imagiale compensation de compensation

Gc calculée au chapitre ll1.

Ce modele a été présenté comme un outil de prédidi la productivité volumique quel
gue soit le régime de fonctionnement du PBR (celfpinotolimitée et culture en régime
cinétique). Malgré la robustesse du modele dapsddiction de la productivité volumique

des cultures continues jusqu'a une fraction volumniéclairéey =0.5, une divergence a été

observée pour les faibles fractions éclairées aigteen culture batcty£0.3).
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Chapitre V: Etude des effets des cycles de lumiére/obscurité sur la
productivité volumique de Chlamydomonas reinhardtii

Résumé:

Dans ce dernier chapitre, la microalgue Chlamydomonas reinhardtii sera
cultivée en continu sous éclairage intermittent. Durant les expérimentations, des
cycles de différentes fréquences seront testés et les productivités volumiques seront
mesurées. En se basant sur le modele cinétique présenté dans le chapitre précédent et
sur les résultats expérimentaux obtenus dans ce chapitre, 'effet de ces cycles sur les
performances cinétiques de C. reinhardtii sera montré, mettant en évidence par la
méme le couplage possible pouvant exister en PBR entre I'hydrodynamique et la

conversion photosynthétique.
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V. Etude des effets des cycles de lumiére/obscurité sur la productivité

volumique de Chlamydomonas reinhardtii en photobioréacteur

V.1. Introduction

L’efficacité d'utilisation de la lumiére est uncteur essentiel dans la mesure ou la
lumiére est le substrat limitant principal de laoissance des micro-organismes
photosynthétiques. Dans un PBR, le régime de lwmst déterminé par le déplacement
des cellules en suspension dans le champ de rayeméétérogene (Richmond, 2000).
Ceci est fonction du transfert de rayonnement, mageement de I'hydrodynamique s'il
s'avere que les cycles déclairement alors générfftuent sur la conversion

photosynthétique.

De nombreux travaux sur les effets possibles detegyintermittents de lumiere sont
disponibles. Burlew (1953) I'a ainsi étudié pourcies de fortes intensités lumineuses en
appliguant des cycles intermittents de lumiére afm diminuer leurs effets sur la
«photoinhibition». Il a été ensuite montré que disrnances rapides entre des périodes a
fortes intensités lumineuses et des périodes sa@mfole® moins de 40 ps a 1 seconde)
peuvent améliorer fortement I'efficacité photosyitue (Phillips et Myers, 1954; Terry,
1986; Matthijs et al., 1996), notamment pour lesley les plus courts (< 40us) avec des
périodes sombres pouvant étre largement supérieauss périodes éclairées. Cette
amélioration de la conversion photosynthétiquegearcycles de lumiere/obscurité rapides
est souvent connue dans la littérature sous le a®maflashing light effect> (Kok, 1953;
Kok, 1956; Terry, 1986). Ce phénomeéne a été migwedence par Kok (1953) qui a
observé une croissance équivalente des micro-anga@si photosynthétiques en les
soumettant a une lumiere continue, et a des fleghides de lumiére synchronisés sur les
temps caractéristiques de la chaine photosyntlefitiash d’'une milliseconde, suivi de
périodes sombres 5 a 40 fois plus longues). Cermmagment est ici basé sur le fait qu'une
fois qu’'un photon a été absorbé au niveau des pitgnson exploitation par la chaine
photosynthétique pour créer des équivalents éngugst (schéma en Z) nécessite un

certain temps pendant lequel la chaine est rédtite peut exploiter efficacement d’autres
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photons. L'idée générale est donc que si la symisation est parfaite entre la fréquence
d’'arrivée des photons sur les photosystemes,feédaence caractéristique de la réponse de
la chaine photosynthétique, chaque photon captdapeellule sera utilisé efficacement

pour la croissance, dans la mesure ou la chaiaeesegtat oxydé a chaque nouvelle arrivée
de photons (Matthijs et al.,1996) (voir égalemenparagraphe 1.5.3. du premier chapitre

pour plus de détails).

Dans la mesure ou I'absorption au niveau des pitgrest quasi-instantanée (de I'ordre de
10 secondesyonshak (1997) la fréquence visée par Idlashing light effect est celle
donnée par le temps caractéristique de réponseadehdine photosynthétique (qui
correspond donc a réalisation du schéma en Z)rahsfert d’électrons s’effectue en moins
d’'une milliseconde (ms) (Lodish et al., 2005) ce mene a des fréquences élevées (1000
Hz environ). Pour des fréquences plus basses §panelant a des périodes de quelques
secondes, usuellement rencontrées en PBR commetd&lipar la suite), les effets sont
toutefois différents et apparaissent dépendantarmoent de l'intensité de la lumiére
capables de maintenir un taux de croissance maxpoal des périodes sombres aux
alentours de 10 secondes (Lee et Pirt 1981 ; M&refiwal, 1998). Dans les travaux de
Janssen et al. (1999 & 2000), difféerentes espe@esmitroalgues Ghlamydomonas
reinhardtii, Chlorella sorokinianaet Dunaliella tertiolecta ont été cultivées en lumiere
intermittente avec des durées moyennes des cyetetuthiere/obscurité (13-87 s ; 6-25 s
et 15 s) et des courtes durées (0.19-6 s). Au @ioatd’'un effet bénéfique comme observé
lors de I'application des flashs de lumiere avex piriodes sombres et éclairées adéquates,
les expérimentations réalisées par Janssen (19@®a2 2000b) ont montré qu’un régime
fluctuant d'éclairement conduit & une altération laleconversion photosynthétique par
rapport a un éclairement continu. Grobbelaar et(E96) ont ainsi supposé qu’une
amélioration est observée seulement lorsque letecyappliqgués sont de fréquences
supérieures a 1 Hz. Ces auteurs ont conclu égateqoenle taux de croissance augmente
exponentiellement avec les fréquences des cyclésngere/obscurité. lls ont observé que
laugmentation de la période sombre par rappola @ériode éclairée conduit a une
augmentation de « |'efficacité photosynthétique aismon pas l'inverse. Les effets de la
photoadaptation sont finalement discutés, une pigatien plus importante étant obtenue
pour des cycles a basses fréquences, avec unrefiies prononcé pour des cycles a hautes

fréquences.
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Il ressort de cette analyse de la littérature qnéme s'il est constaté que les régimes
d’éclairement ont un effet sur la croissance, lguantification exacte reste a réaliser
notamment pour une transposition en PBR. Il apparaieffet que le terme Light/Dark
cycles effect englobe plusieurs mécanismes pouvant se suggrpopas selon les cycles
appligués ou les espéces considérées, ave parfeisanfusion entre les effets obtenus a
hautes fréquences flashing light effect }»et ceux a basses fréquences (cycles de plusieurs
secondes). Selon les auteurs, et les conditiosés; un gain ou une perte sont a attendre.
L’objet de ce chapitre sera de clarifier ce poamt,I’étudiant en conditions qui se voudront
les mieux contrdlées possibles, et surtout reptéseas de ce qui pourrait étre rencontré
en PBR.

V.2. Etude de l'effet des cycles de lumiére/obscurité en photobioréacteurs
V.2.1. Génération des cycles de Lumiére/obscurité

Le régime fluctuant de lumiére induit par I'hydyp@mique en PBR et donc subi
par les cellules en circulation peut étre simulégénérer artificiellement en se basant sur
deux approches distinctes :
- La premiére implique une utilisation d’'une soudeelumiere ou d’un systeme permettant
de générer une lumiére intermittente. Dans la neesurcela méne inévitablement a une
diminution de I'énergie fournie a la culture, cetteproche est difficilement exploitable
dans le cas des cultures en masse ou l'on cheretteiadre des hautes productivités et
donc des hautes concentrations (Richmond, 20049. rEste toutefois utile dans un but
académique, et elle a été employée durant notde £tu
- L’autre approche consiste a utiliser une sourduchiére continue en ayant une partie du
PBR cachée. Concréetement, les cellules sont alésgsmen circulation en passant du
volume éclairé au volume sombre, et seront donmgms a un régime fluctuant de lumiére
(Wu et Merchuk 2001).

V.2.2. Caractérisation des périodes éclairées et sombres en PBR
V.2.2.1. Caractérisation hydrodynamique du PBR torique

L’'optimisation de la croissance des micro-orgamisrphotosynthétiques demande
une bonne compréhension du couplage entre la répbmdogique et les conditions
environnementales. C’est dans cette optique queédeteur torique a été concu afin de
permettre un contréle poussé des différents paramée culture (notamment la lumiere),

tout en maintenant des conditions de mélangesae#iic; en particulier le long du gradient
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de lumiére (Pruvost et al., 2006). La caractésatiydrodynamique du PBR torique a été
réalisée en se servant d'un code de calcul de m@eades fluides numérique ou CFD
(pour Computational Fluid Dynamig¢sa savoir le logiciel commercial Fluent (Ansys.n
Cette étude théorique a été validée par comparasaes mesures hydrodynamiques
obtenues expérimentalement par la vélocimétrieipages de particules (PIV) (Pottier
2005). Les caractéristiques hydrodynamiques du BRBBue étant connues, les auteurs se
sont intéressés en particulier a la déterminaties tdajectoires suivies par les cellules en
fonction de la vitesse de rotation du mobile daifyiin, en utilisant une méthode
Lagrangienne de calcul (Pruvost et al.,, 2006 & 20@s exemples de résultats de
simulations de trajectoires de microalgues sonhdsmans la figure (V.1).

point de départ

Figure V.1: Exemples de trajectoires suivies par les micro{uisgaes dans le photobioréactuer torique. A
droite: nombre de micro-organismes = 3, temps ®mu#t s, N = 300 tr/min. A gauche, nombre de micro-
organismes= 1, temps simulé = 150 s, N = 300rir/(®onnées Pruvost et al., 2006).

V.2.2.2. Caractérisation du régime fluctuant de lumieére rencontré en PBR torique

Les trajectoires suivies par les cellules étamnoes, elles ont été associées a un
modéle de transfert de rayonnement (modele a dexk &fin de caractériser le régime
d'éclairement subi par les cellules en circulatiPruvost et al., 2006&2008). La figure
(V.2) reprend le régime d’éclairement subi lors aiplacement des cellules suivant la
profondeur du réacteur et donc le gradient de Itenié
A partir de ces résultats, le régime fluctuant gmi€re rencontré dans le PBR torique a
donc pu étre au final caractérisé. L'approche Lagjenne a ainsi permis de déterminer les
caractéristiques des cycles phases éclairées/pbasgses pour differentes conditions de

fonctionnement (Pottier 2005).
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Figure V.2 : Exemple du déplacement des cellules a traversddigmt de lumiére (figure a droite) et le
régime d'éclairement subi dans le PBR torigie= (300 tours/ming, = 200uma),.m2s*, Cx=1g.I"); N
étant la vitesse de rotation de I'hélice,; la densité de flux incidente € la biomasse (d’aprés Pruvatt
al., 2006).

Cell position in the depth of culture z/L

Un exemple est donné sur la figure (V.3), ou ept@sentée la distribution des valeurs
caractéristiques du régime fluctuant de lumiereoairé dans le PBR torique cultivant la

microalgueC. reinhardtii pour une concentration en biomas3e=1,2 g.I*, une vitesse de
rotation N = 200 tours/min, et une densité de fhoidenteq, = 200 umal,.m=2.s™. Il est

ainsi observé que des temps de quelques secongéssiaurs dizaines secondes sont
rencontrés, et ce malgré les bonnes performanctsrae de mélange du PBR torique. Ces
résultats montrent qu’il apparait difficile d’indai les phénomenes liés aux flashs de
lumiére €alshing light effedten PBR (sauf peut-étre pour des cas particuliersonception
ou d'utilisation). Cela avait déja été remarqué gmvers auteurs (Powell et al., 1965;
Janssen, 2003, Pruvost et al., 2008).

il 10 20 30 40 a0 5] 70 a0 a0 ‘ 0 10 20 30 40 a0 B0 70 80 0 100
Temps éclaird.  (s) Temps obscuty (s)

Figure V.3 : Distribution des valeurs caractéristiques du régilmetuant de lumiéere rencontré dans le PBR
torique (& gauche : temps éclairé a droite ; temps obscug) avecCy = 1,2 g., N = 200 tours/min,
n = 200 uma},.mZ.s* (d’aprés Pottier 2005).
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V.2.3. Procédure expérimentale pour I'étude des cycles de lumiére/obscurité

Comme il a été déja dit, I'objet de ce travailst'@as de chercher les conditions
adéquates de mélange qui favorisent une meilletpitation de la lumiere recue par les
cellules. L'objectif est de montrer si un couplageydrodynamique/conversion
photosynthétique existe ch€z reinhardtii et si oui, s’il peut étre quantifié précisément
(en vue a terme de disposer d'outils permettanptdidgser I'hydrodynamique en PBR).
Les cycles de lumiere/obscurité seront donc simwgsc une source de lumiére
intermittente (panneau de DEL). Dans le deuxienapitite (Matériel et Méthodes), il a été
démontré que les cycles générés par le pannealEteéQuipant le réacteur torique sont
maitrisés en termes d’intensités et de fréquer@el a donc permis de tester I'influence
sur la croissance dg. reinhardtii de divers parameétres définissant ces cycles, colame

flux incidentq, , , la durée des cyclgg et la fraction éclairée =t /t..

Compte-tenu des résultats obtenus aux deux chapim&cédents ayant montré
'importance des conditions de transfert de rayomer@ au sein de la culture, les diverses
expérimentations seront effectuées en contrélagaureusement la fraction volumique

éclairée y =V, / V. L'objectif étant de simuler des passages entsezttnes sombres et

éclairées d’'un PBR, il a été choisi d'éviter lageéce d’'un volume sombre pendant la
période éclairéd représentant donc le séjour de la culture dazsra éclairée. De plus,
comme un fonctionnement en régime cinétique pealdire des réponses biologiques non
représentatives des conditions réelles d'un PBEséiten photolimitation (voir le chapitre

précédent), il a été choisi d’éviter cela en maiatg la conditiony C1 pendant les

périodes éclairées. Il est a noter que, bien glee maraisse ici évident compte-tenu des
résultats obtenus en éclairement continu, cettéraiote est rarement considérée dans la
littérature, la plupart des expérimentations ayant en conditions de culture diluée (et
donc en régime cinétique). Cela permet de négligedistribution de lumiére dans la
culture (en premiére approximation), et donc depegpr un comportement quasi-
homogene de la culture. Néanmoins, comme il a é@atnd, bien que cela apparaisse
séduisant pour l'interprétation des résultats, pelat induire des phénomeénes particuliers
comme la « photoinhibition » qui ne seraient pas ff@s peu) rencontrés en conditions
normales de photolimitation.

Pour assurer un contrdle rigoureux de la factjpn 1l pendant la période éclairée, les

expérimentations ont donc été menées dans le PBRueoen gardant la biomasse

constante au moyen de la sonde turbidité équieaPBR torique. Lorsque la culture atteint
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le régime permanent (hypothése de l'état pseudmstaire), la culture a été analysée
(concentration en biomasse et en pigments). Enaissent le taux de dilutiod et la
concentration en biomasse, la productivité volurrigxpérimentale est alors donnée par

I'équation (111.3).

V.3. Considérations théoriques dans la représentation de la croissance des
microalgues en lumieére intermittente

Les cycles de lumiere /obscurité artificiels qudissent les microalgues en PBR
sont caractérisés par leur frequence (temps de<sygl et fraction éclairée=t, /t;) et
par lintensiteé de lumiered, , ) pendant la période éclairée. Comme déja cite dans

premier chapitre, deux types de réponses caraajées peuvent étre considérées dans le
cas des cultures en lumiere intermittente, la peéegnétant une réponse sans intégration et
la deuxieme avec intégration totale (Terry 1986¢s @leux types de réponses idéales
peuvent étre exprimés en termes de productivitdsmiques en se basant sur les
hypothéses de Terry (1986).

Pour une réponse avec intégration total# {ntegration), les cellules ne sont pas sensibles
aux fluctuations de lumiére. Dans ce cas, la celfpercoit une quantité moyenne de
lumiere valante g, | , conduisant ainsi a la productivité volumique anite:

<rx > =<rx(€9,)>q (V.1)
ou <ry > représente la VVMCB obtenue en lumiére contiregijnuous light pour un
flux incident valant €9, ). Pourtant, I'existence d’'une réponse avec intégratotale
reste a discuter d’un point de vu énergétique.
Pour une réponse sans intégratiaviti{out integration, la culture percoit au contraire
toutes les variations de lumiére. La croissancalltaise est donc la moyenne des

croissances obtenues pour chaque intensité de rieirsigbie. D’'une fagon générale, on

obtient donc :
STy 2= &.<Iy(d, 1 )>g +(1-€).<ry(q,p)>¢ (V.2)

Si le regime de lumiere est compose de périodedrées et obscuresgy( 4 =0), on obtient
donc :

<r >wi:‘9'<rx(qm,L)>c|+(1_‘9)-<rx,D>c| (V3)

X
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ou <ry p > représente la valeur obtenue a I'obscurité tofpéate dans la croissance

pendant la période sombre). La VVMCB est donc lmrse d’'un gain dans la VVMCB
pendant la période éclairée et d'une perte de VVMEgRdant la période sombre (avec

<rIy p > Négative). A noter que<ry > représente la VVMCB obtenue en lumiere

continue pour une densité de flux incidenig, (), dans la mesure ou il n’y a pas

d’intégration, la réponse du micro-organisme éthmic instantanée.

Que ce soit pour I'une ou l'autre des réponsesstyfze valeur résultante de la VVMCB
peut étre calculée connaissant les valeurs obteemesclairement continu. Néanmoins,
méme si la réponse réelle d’'une microalgue peutspondre a une réponse idéale, elle
peut étre également intermédiaire. On parlera aldrgéégration partielle de la lumiere.
Une premiére étude utilisant les données de l@rdittire (notamment de Janssen et al.,
2000), a montré qu€. reinhardtii présentait priori une réponse intermédiaire (Pruvost
2005). Pour pouvoir représenter ce cas ou il y mcdofluence entre les fréequences de
cycles imposées et la réponse en croissance dpid’all est nécessaire d’introduire la
dynamique liée a cette réponse. Pruvost (2005)si proposé de représenter cette réponse
intermédiaire par une activation (lors de I'éclaient) et désactivation progressives (lors
du passage a l'obscurité) de la chaine photosyqtlet en introduisant des temps

d'activation 7, et de désactivatiom, de la photosynthése. La VVMCB est alors formulée

de facon temporelle suivant I'équation différenéel

dre _

dt k(rx perm — I'x (1) (V.4)

1 L s ez 1
avec k =— pour la phase d’activation (de I'obscurité a l@ament) etk =— pour la
I, Iy

phase désactivation (de I'éclairement a l'obscyrigt ry ., représente la VVMCB

obtenue en lumiére continue.

Si les constantes, et ry sont connues, ce type de modéle peut étre upbsg déduire
l'influence de régimes de lumiére donnés sur la \GBA Il pourrait alors étre utilisé pour
optimiser ces régimes en PBR, par optimisationainteé des conditions hydrodynamiques
et de transfert de rayonnement. Comme il a étéaudjtaravant, cela ne constitue pas

I'objectif de ce travail.
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Pour conclure sur cette présentation des effetsilgles des régimes d’éclairement sur la
réponse en croissance des algues, la figure (\épgiésente les différentes réponses
possibles a un régime de lumiére composé d’'uneessmn en créneaux de périodes
éclairées et obscures. La réponse idéale sangatitéyg suit parfaitement ces créneaux,
alors que la réponse avec intégration totale, auraioe, est constante et est fixée par la
lumiére recue en moyenne. Un exemple de réponserigtliaire avec intégration partielle
est également donné. Pour cela, des temps de eponsnuls sont ajoutés a la réponse
sans intégration. Cela permet d’introduire des mépse transitoires lors des passages entre
les différentes phases d’éclairement. Un tempstigaton de la réponse photosynthétique

(lie a r,) est ainsi obtenu lors du passage entre phaseareBset éclairées, avec un temps
de désactivation (lié & ) lors du passage entre phases éclairée et obseurester que

l'introduction d’'une formulation dynamique de lgpodise photosynthétique implique une
résolution temporelle non directe. Pour plus desegmements, on pourra se référer a
Pruvost et al. (2008) ou Pruvost (2005).

Réponse avec intégration
totale

0.8 1
0.5 H
G o6t rx
Gy perm T'X perm
041 0
02 Réponse
0.5 T sans intégration
1 [ ] 1
0 0.5 1 15 2 0 0.5 1 1.5 2
t/tc t/tc

Figure V.4: Représentation des réponses types de la croisgaarceohotosynthése et de la réponse
intermédiaire a un éclairage intermittent (gauckelairage imposé - droite: réponse avec et sdégration
de la lumiére recue) (adapté d’aprés Pruvost 2005).

V.4. Choix du micro-organisme photosynthétique pour étudier l'effet des L/D
cycles

Comme déja cité au premier chapitre, le couplagdrddynamique/conversion
photosynthétique, s'il existe, sesapriori trés faible pour une cyanobactérie (procaryote)
ayant la méme chaine de transporteurs d’électrous |p photosynthese et la respiration.
En effet, le temps de résidence des cellules damerie sombre est souvent inférieur a une
minute, durée approximative pour que la respiratiemmette en place (Cornet, 1992). Une

culture de cyanobactéries se verra donc rester wansétabolisme photosynthétique, sans
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« bascule » sur un métabolisme respiratoire. @nalyse des temps caractéristiques (voir
paragraphe 1.5.6) montre que les effets liés aglesyiongs imposés par I'hydrodynamique
font plutét intervenir des phénoménes liant lesxdptocessus de photosynthése et de
respiration. En ce sens, une cyanobactérie senaitapriori plus sensible aux flashing
light effect» intervenant au niveau du schéma en Z seul. Besircycles plus longs sa
réponse serait donc sans intégration (cela regé&ifier néanmoins). Quoi qu’il en soit, il
parait plus judicieux de réaliser I'étude de I'¢fflku régime fluctuant de lumiere sur la
conversion photosynthétique en cultivant une migwa eucaryote qui sewa priori plus
sensible aux fluctuations de lumiere induites flgrdrodynamique, comme. reinhardtii.

Il reste cependant a vérifier le type de réponserale. Si la réponse est idéale (avec
intégration totale ou sans intégration), un mod#iétique « classique » obtenu en lumiere
continue pourra étre utilisé pour en déduire erdairéponse moyenne sur le réacteur. Une
approche Lagrangienne pourra étre utilisée powutstl les régimes de lumiére subis, mais
I'intérét sera limité dans la mesure ou il 'y apas d’interaction dynamique susceptible

de faire intervenir un couplage non linéaire &jgonse photosynthétique.

V.5. Résultats expérimentaux
V.5.1.Introduction

Pour montrer qu’un potentiel effet de I’hydrodyrnigue peut avoir lieu dans le cas
des cultures en lumiére continue (avec donc unensgpnon idéale), il suffit de montrer
gue la VVMCB obtenue pour des cultures en lumi@termittente est influencée par les

durées de cycles, et t; pour une fraction éclairée donnée. En effet, comme il a été

montré dans le paragraphe précédent, lorsque delescygont appliqués, les deux
comportements idéaux amenent & une formulatioradé&/MCB uniquement fonction de
la fraction éclairées. Cela ne signifie pas cependant que si un efferddynamique
existe, la fraction éclairée n'aura pas d'influenCemme il a été dit auparavant, certains
travaux tendent en effet a montrer qu'une périodairge plus courte que la période
sombre aura un effet bénéfique. L’application de&tions éclairées différentes permettra
donc également de mettre cela en évidence, damedare ou cette grandeur est liée au

rapport entre les durées des phases obscuresaieéés!

Les expérimentations réalisées en lumiere inteemtigt ont donc été divisées en deux
groupes. La premiere série a été effectuée a dragclairée constantes €0.5) pour des

cycles allant de 720 secondes a 1 seconde avedamsité de flux incidente pendant la
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période éclaireey, | = 220 umol.rif.s* et une obscurité totale pendant la période sombre
(9, p =0 umol.n¥.s%). La deuxieéme série a été réalisée a fractioriréelaariable £ =0.5-

0.7-0.85) en prenant une période éclairée constéinte3 secondes) avec les mémes
intensités de lumiéere pour les périodes éclairéesombres que la premiere série. Dans
toutes les expérimentations, la concentration emasse a été fixée de fagon a ne pas avoir

de zone sombre dans le PBR pendant la périodeé&ei@g(z=L) L Gc).

V.5.2.Utilisation des expérimentations en cycles intermittents de lumiere pour

caractériser les cinétiques associées au comportement a I'obscurité

Les expérimentations en cycles intermittents deidue permettent de caractériser
une grandeur importante, a savoir la VVMCB obteau&bscurité. En effet, ce type de
donnée est difficile a mesurer directement. Unenegion peut étre obtenue par mesure de
la perte en biomasse a l'obscurité. |l s’avére né&ins que pour avoir une précision
suffisante, le temps de mesure doit étre long pbserver une décroissance suffisante de la
biomasse (typiquement plusieurs heures). Or, riengarantit que les mécanismes
impliqués seront alors équivalents a ceux rencsriésqu’une cellule traverse une zone
sombre d’'un PBR pendant quelques secondes ou @setligaines de secondes. Méme s'il
est impossible de faire un paralléle direct avembécroalgues, c’est le cas notamment des
cyanobactéries ou il faut une a plusieurs minut@siaque la respiration ne soit active. Les
mesures en cycles intermittents de lumiére apsmaisen ce sens comme une méthode
originale d’accéder a ce type de mesure. En effain considére une réponse idéale sans

intégration, I'équation (V.2) donne la VVMCB a I'sturité <ry , >, en fonction dee
(imposé) et<ry > qui représente la VVMCB obtenue en lumiere comtiag,, | et y =1,

deux grandeurs qui peuvent étre mesurées indépenelainicomme cela a été réalisé dans

le chapitre 1ll). L'obtention de la VVMCB<r, > obtenue par mesure directe pour un
cycle d’éclairement donné permettra donc d’en dédury , >:

>

= &SIk Za "= (V.5)

o —<TI
<rX,D >=

(1-¢)

Ce raisonnement impose néanmoins que la réponssep@ire considérée comme idéale et
sans intégration. Cela nécessite également d’amplides cycles ou les effets d’intégration

seront négligeables. Si on considére que ces dffgt@gration sont représentés par les
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constantes d’activatiom, et de désactivatiary, cela impose de respecter les conditions

suivantes :

t,>>r1, et tp >> 14 (V.6)
Dans ce cas, les effets d’intégration seront négltes, et la réponse pourra étre considérée
comme idéale et sans intégration. L'équation (Mburra donc étre utilisée pour en

deduire<ry  >.

V.5.3. Résultats expérimentaux pour un temps de cycle variable et une fraction

éclairée constant (¢=0.5)

Les temps des cycles ont été choisis pour counré large gamme susceptible
d’étre rencontrée en PBR, avec donc des cycled& 1 secondes(=0.5). Le tableau V.1
regroupe les résultats expérimentaux obtenus peaicdltures continues @ reinhardtii
soumises a des cycles d’éclairement dans le PBRusorComme il est montré dans le
tableau, il a été observé que le passage en luiterenittente provoquait une évolution de
la pigmentation avec une augmentation de 20 a 3Déta avait déja été observé par
Janssen et al. (1999) qui avait obtenu une augt@mjasqu'a 50% en chlorophylle a par
comparaison a des cultures en lumiere continuetgr igue cela constitue un premier effet
de I'application de régimes fluctuants). Du faitadte augmentation dans la pigmentation,
les propriétés optiques de la suspension sont duordifiees. Les fractions volumiques
éclairéees i) ont donc été re-calculées a chaque essai afijustés les conditions
(concentration en biomasse dans le cas présent)gaoantir 'absence d’'une zone sombre

dans le PBR pendant la période éclairgg.(Les valeurs obtenues au final sont reportées

dans le tableau (V.1) et montrent que, aux incetéis pres, tout le PBR est en limitation
physique stricte ¥ C 1) pendant la période éclairée. Les résultats okteomt présentés
également sous forme graphique dans la figure (V.5)

On remarque ainsi que pour des temps de cyclésenfs a 12 s, une augmentation de la
VVMCB est observée (40% environ). Un effet des mégg fluctuants est donc obtenu. Ce

résultat sera discuté plus en détails par la suite.
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q,, (umoln.m?s’) 220 220 220 220 220 220 220 220

O, p (Mmoln.m?s?) 0 0 0 0 0 0 0 0

t, () 360 180 60 20 6 3 1 05

tc 720 360 120 40 12 6 2 1

fréquence (Hz) 0.00138 0.0027 0.0083 0.025 0.083 167. 0.5 1

La fraction éclairéeg (-) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Concentration ~ _ en 0.412 0.408 0.406 0.394 0.408 0.405 0.429 0.410

biomasseCyx ( kg.m™)

Taux de dilution D (h?) 0.0086 0.0085 0.0082 0.0084 0.011 0.011 0.011 0.011
Chla 2.223 2.2677 2.213 2.524 2.23 2.219 2.089 1.990

Teneurs en

pigments Chlb 0.898 0.878 0.878 0.961 0.868 0.869 0.828 0.801

(% biomasse

séche) PPC 0.752 0.751 0.722 0.831 0.737 0.734 0.681 0.678

?L‘;d;%“%’,'};a volumique 3.55x10° 347x10  3.33x10° 3.33x10° 4.51x1¢°  4.46x10° 4.78x1G  4.53x1C°

Fraction volumique 0.94 0.94 0.98 0.89 0.95 0.98 0.93 1.03

éclairéey pendantt,

Tableau V.1: Tableaux résumant les points expérimentaux obtenwailtivant la microalgu€. reinhardtii
dans le PBR torique en lumiére intermittente padéféentes temps de cycles a fraction éclairée tzomns

(e=0.5). Les densités de flux incidente pendant letasps éclairée et sombre sont
respectivement),  etq, .
0.012
- 0014 Résponse avec intégration totale y><;
my A B
S
o 0.008
X
/\><
v 0.006
m
O e @
= 0.004 -
; intetedebetbdadedel Aadededeidedeebddetadadededetebde b f 4 S8 bty
Résponse sans intégratian<,,;
0.002 -
tc limite
0 L e B
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempsdecycle t- (s)

Figure V.5: Evolution de la vitesse volumétrique moyenne derlsissance en biomasse (VVMCB) en
éclairage intermittent pour des périodes de cyalEt de 120 a 1 seconde a fraction éclairée aaotest
(e=0.5). Les conditions d’eclairage song; =220 pumol,..m2.s* pendant la période éclairée et I'obscurité

totale pendant la période sombig (, =0). Les zones indiquées sur le schéma sont : #e pai la durée des
temps des cycles a un effet sur la VVMCB ; B, zotides périodes des cycles n’influencent pas la \OBV
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Pour mener a bien le raisonnement, il est inténts$a calculer les VVMCB qui seraient
obtenues pour les deux réponses idéales. La répersdantégration totale est donnée par :

<ty > =<ry >4 (€9, )

Dans ce cass<ry > estla VVMCB obtenue pour un éclairage continunayme densité
de flux incidenteq,=£4, =110pmol.nf.s®. Ceci a été obtenu au chapitre Ill et on a

donc<ry > =<r, >, ay=1soit<ry >=11.10%kg.m>h™

La réponse sans intégration est donnée par :
<y > = €.<Iy >+ (1-€).<ry >p

<ry >4 correspond a la VVMCB &y, , =220pmol.nf.s* et <ry >, a la VVMCB a

cl
l'obscurite. Comme il a été dit auparavant, cettdenr peut étre obtenue a partir des
mesures en cycles intermittents, sous réservetgee 7, et t, >>7,. Cela impose des
cycles longs mais les constanteset 7, n’étant pas connuespriori, il n’est pas possible
d’en définir les valeurs exactes. Toutefois, stecebndition est vérifiée, par définition, on
aura la VVMCB qui sera alors indépendante des dudéecycles appliqués (réponse idéale
sans intégration). C’est ici le cas pour les cysl@serieurs a 40s, une faible variation étant
alors observée pour des cycles allant jusque TR@slonc été retenu d'utiliser les résultats
obtenus dans cette gamme pour en déeduire >, selon I'équation (V.5).

En prenant une valeur moyenne podr, > de 3.4x1G kg.m>.s', on obtient ainsi
<ry >p=-11x10° kg.m°s"

bY

Cette valeur peut étre comparée a celle préditelganodéle cinétique présenté au

_ J M
chapitre IV :<ry >= ”] Pwm qu EaG-—22% X K, Cy dVv
V. K+G Unpom,-x  Ki +G

Comme dans ce cas, l'irradiance est nulle, onectiment :

_ JInapH, Mx

<ryp >= Cy = -10x10° kg.m*.s* (Car g, =0 umol.n¥.s* et par suite

UNADH, - X
lirradianceG est égale a zéro dans tout le PBR), et en predgant,, =2.39 mol.kg*.h?,

My = 0.024Kkgx. mol*, Uyapy, x =2.3 etCy =0.4 g.l.
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On constate que la valeur calculée de, > a partir des expérimentations en lumiére
intermittente est trés proche de celle obtenueritpgement par la loi cinétique proposée
dans le chapitre IV. Une légere différence est odgge peut étre justifiée ici par les
conditions différentes appliquées. Le modele repries en effet la contribution de la
respiration en conditions de photolimitation, avéenc une obscurité partielle, une
obscurité totale étant appliquée avec les cycles. plus, les mesures ayant servi a
I'établissement du modéle ont été obtenues en RBB¢ une zone sombre (pour les
expérimentations & =0.5). Un effet potentiel de I'hydrodynamique pelainc exister (il
serait alors «intégré » dans les constantes dwelmanétique). En effet, les temps de
cycles considérés (>40s) sont difféerents (le PBRjtie présentant une distribution large de
temps de résidence en zone sombre). L'effet deulem@ériodes sombres (comme pour les
cycles utilisés dans le calcul dey, , >) qui est en général negatif sur la croissance,
pourrait donc amener a une valeur de VVMCB plubléa(et donc une valeur dery , >

plus élevée). Ceci est donc cohérent avec lestagsalbtenus.

Pour pouvoir calculer la réponse idéale sans iatégr, il est nécessaire également de
connaitre<r, > . De la méme facon, la loi cinétique peut étras#é.

Tout calcul fait (voir le chapitre IV pour la méth® détaillée), on obtient pour
g, =220umol.nf.s* et y= 1

<ry >4 =18x10° kg.mi*.h*

C

Au final, en prenant £€=0.5, Ila réponse idéale sans intégration donne

pourq,, | =220pmol.nf.s*, g, p=0pmol.n.s* et Cy =0.4 g.I":

<ry >,,=3.4x10° kg.m*.h*

V.5.4. Effet de la fraction éclairée pour un période éclairée constante

Afin de mieux comprendre les effets des cyclesldiiement, I'influence de la
fraction éclairée a été considérée, en gardantaotesla durée de la période éclairée, et en
faisant varier la durée de la phase obscure, celigant d’aprés la littérature reconnue

comme particulierement influente. La valeur tle correspondante a été prise dans la
gamme ou une intégration partielle avait été oleseyy = 3s) et les résultats sont donnés

dans le tableau (V.2).
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q,, (umoln.m?s’) 220 220 220
0, p (umolp.m?s) 0 0 0
t, (ms) 3000 3000 3000
te (ms) 6000 4285.71 3529.4
fréquence (Hz) 2 1.429 1.176
La fraction éclairéeg (-) 0.5 0.7 0.85
Concentration en biomassey ( kg.m?) 0.41 0.41 0.39
Taux de dilution D (h%) 0.011 0.022 0.031
Chla 2.22 2.10 2.08
(T)z”;g:ﬁai’;é"gg‘cigs Chib 0.87 0.84 0.83
PPC 0.73 0.69 0.66
Productivité volumique 451x10° 9.02x10° 12.9%1F

(kg.m.h?)

Tableau V.2: Tableaux résumant les points expérimentaux obtenwailtivant la microalgu€. reinhardtii
dans le PBR torique en lumiére intermittente poifiégbntes fraction éclairées£0.5-0.7-0.85) pour une

période éclairée constantg =3s. Les densité de flux incidente pendant les ghaslairée et sombre sont

respectivement), | etq, .

0.02
0.018 Réponse en lumiére continueyx
L 0.0161 ,_——"’—— g
mE —”——— 2y R r"'
: 0.014 1 - 1\ s
_\? =" ég‘fa\\o“m ,d'li
AX 0.012 1 - - TQ’O“QQHA\]QC‘“ "’I
— r Re 'I
V' 0.01- P
m ’,Q z\m
2 0.008- SRt
> "I \:6 ‘b\‘
> 0.006 1 ’,/'%%Qé\“
0,004 3.+ ™
0.002 -
0 T T T T T T T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Fraction volumique &(-)

Figure V.6: Evolution de la vitesse volumétrique moyenne derlsissance en biomasse (VVMCB) en
éclairage intermittent pour une fraction éclair@&+{0.7-0.85). La valeur de la VVMCB correspondante 1
(en lumiére continue) a été calculée en utilisentnbdéle cinétique en lumiere continu déja validasdle

chapitre 1V.

Une nouvelle fois, il est intéressant de compaesr résultats aux réponses types. Dans la

mesure ou celles-ci sont définies par rappast ée calcul est trivial et la méme méthode

gue celle décrite dans le paragraphe précédenna éig utilisée. Les données ont été
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ajoutées sur la Figure V.6. Les résultats présedtéss le graphe montrent que la
diminution des temps de la période sombre jusqu@ waleur de 500 ms augmente la
productivité, sans induire de phénomeénes d’intégratCeci est en désaccord avec la
littérature, qui indique qu’une période sombre plugyue est souvent bénéfique a ce titre
(Grobbelaar et al.,, 1996), permettant de mainteme croissance équivalente voire
supérieure a celle atteinte en lumiére continudgaterniére correspond a la productivité
mesurée pous=1, soit sans période sombre, telle que représenteta figure (V.6). On
notera que cette productivité est équivalente aproductivité maximale atteinte jel).
Dans le cas présent, les effets d’intégration ségtigeables. Quelle que soit la durée de la
période sombre appliquée ici, celle-ci se rével@rawn effet particulierement négatif avec
une réponse observeée tres proche de celle sagsativé. Ceci avait été également observe
par Janssen et al. (1999, 2000a ; 2000b) ou I'eggdn de cycles de quelques secondes
s’était révélé mener a une diminution importantdaleroissance, loin des effets positifs
des hautes fréquences et dfliaghing light effecb. On notera cependant que ces résultats

peuvent également dépendre directementtdest g,. Merchuk et al. (1998) ont par

exemple montré que pour des densités de flux intédeg, élevées, l'introduction de
périodes sombres menait a une productivité supérieu celle sans intégration. Ces
parametres n’'ont cependant pas été étudiés ici eetntf I'objet de prochaines

expérimentations au laboratoire.

V.5.5. Analyse des résultats et mise en évidence du couplage non linéaire avec la

réponse photosynthétique

L'objectif principal des expérimentations menéegcaune fraction éclairée
constante était de mettre en évidence si un coeplag linéaire existe entre les cycles
appligués et la conversion photosynthétique. Comim#iqué auparavant, d’apres
I'équation (V.2), si un changement des temps déesyéclairés/sombres, (et ty ) pour la
méme fraction éclairée aboutit a un changement @aW¥MCB, cela impliquera en effet
un couplage non linéaire a la réponse photosymjinétie la microalgue étudiée.

Il a été montré (figure V.5) que ce couplage nmédire existe, avec un effet constaté a
partir d’'un temps de cyclg. <12 secondes. La VVMCB augmente alors avec la ditian

des cycles appliqués, en parfait accord avec térdiure montrant un effet globalement
positif de 'augmentation de la fréquence des /¢mu de la diminution des temps de

cycles). La comparaison aux valeurs obtenues pesirréponses idéales avec et sans
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intégration est cependant intéressante. Cellegmhgitent en effet de fixer les VVMCB
qui pourraient étre obtenues pour ces deux casérag§ de comportement (soit

<ry >, =3.4x10° kg.m*h* pour la réponse sans intégration, et 1 k@m°.h* pour la

w
réponse avec intégration compléte soit donc enwirorapport 3 entre les deux VVMCB).
Dans notre cas, il a bien été observé une intégrgtartielle aux cycles appliqués, la
VVMCB mesurée se situant entre les valeurs des VBMIEs réponses types. Toutefois,
les effets escomptés qui viseraient a atteindreeponse avec intégration totale (plus

favorable) ont été loin d’étre obtenus. Pour ledeylongs {; >40), les VVMCB mesurées
sont égales a celle sans intégration. Pour lesesycburts {-<12 secondes), une

augmentation de la VVMCB a été observée jusqu’a 4@%a VVMCB de la réponse sans
intégration. Ceci a été obtenu pour la fréquengaua faible appliqguédd = 2s soit 0.5Hz,
avece = 0.5), mais représente cependant moins de lagmstla VVMCB qui pourrait étre
obtenue si on supposait une intégration totalea @efmet de nuancer également certaines
conclusions de la littérature qui tendent a dire tpamélange hydrodynamique induit un
effet «flashing light> positif sur la productivité. Un gain est obsepar rapport a une
réponse sans intégration, mais I#aghing light effect> permet de surcroit de dépasser en
théorie la valeur avec intégration totale, danmésure ou les fréquences appliquées sont
telles qu’'une synchronisation est obtenue avecpdagl photosynthétique, améliorant
I'exploitation par le métabolisme des photons catfti mene au mieux a une réponse
avec intégration totale) mais également le trahsfens les antennes (qui apporterait donc a
un gain supplémentaire, en améliorant le rendermkatochimique primairg). Selon la
littérature, une productivité supérieure a celkeinte en lumiére continue peut alors étre

obtenue. Cela reviendrait a dépasser la produetimiaximale ag, =220 umol.nf.s? et
y=1, Soit <ry >Wi:18><103 kg.m*.h? (ce qui représente 5 fois la VVMCB obtenue sans

effet d’intégration).Ceci est loin d’étre le cag iméme si des cycles plus courts tendraient
a une augmentation supplémentaire de la VVMCBsll & noter également que I'étude
spécifigue menée ici sur la durée des périodes asmbla pas apporté la conclusion que
celle-ci jouait un réle important dans la réponsaldgique, comme il est souvent cité
(Grobbelaar et al., 1996). Cependant, les conditétndiées ici ne permettent pas d’avoir
de conclusion définitive a ce sujet, I'effet deipdes sombres étant selon la littérature plus

prononcé pour des éclairements élevés, ce quiasa@fe testé ici.
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V.6. Conclusion

Les expérimentations menées dans ce chapitreordysermis d’étudier I'effet des
cycles de lumiére/obscurité générés par un panmggaulLED sur la croissance
photosynthétique de la microalgu@. reinhardtii Les productivités expérimentales
obtenues en éclairage intermittent ont été compamé® deux types de réponses idéales
sans et avec intégration totale de la lumiére. @elpermis de montrer que, dans les

conditions testéese(=0.5, q,, = 220umol.nf.s*, g, p =Oumol.n.s?), C. reinhardtii

présente une réponse pouvant étre assimilée &poage sans intégration pour des cycles
de durées supérieures a 40s. En-dessous, un ceuptaglinéaire apparait, montrant
l'existence d’effets partiels d’intégration, sansutefois atteindre la réponse avec
intégration complete. Quelles que soient les catbtétudiées ici, la VVCMB obtenue est
restée éloignée de celle-ci, qui suppose que lfasgae ne réagit pas aux fluctuations vues,
mais a une réponse donnée par la moyenne de cadgations. Il est a noter qu'une
réduction supplémentaire de ces cycles pourrainettre de tendre vers cette réponse, et
donc d’atteindre des VVCMB encore plus élevées, eménte mécanisme appeldlashing

light effect» semble difficile a atteindre.

Globalement, si on considéere qu’idéalement, le orgmganisme cultivé devrait présenter
une réponse avec intégration totale (donnant &#0¥8/CMB la plus élevée), il en ressort
gue les cycles déclairement ici étudiés ont domc effet négatif surC. reinhardtii
Autrement dit, I'hnydrodynamique générant de telsley ne permet pas d’atteindre des
temps de cycles suffisamment courts pour que laureuhe « pergoive » qu’une lumiére
moyenne. Une réponse plus proche de celle sargraitth est au contraire obtenue, bien
gue cette réponse représentant la moyenne dessegpoibtenues instantanément soit la
moins efficace en terme de productivité résultauote facteur 3 existant entre les deux
réponses types calculées pour ces conditions)irfal il ressort néanmoins de ces études
gu’'un couplage non linéaire a la réponse photogyiathe peut donc exister, avec des
cycles qui peuvent influencer les performances dPBR. Si on prend la réponse avec
intégration totale comme référence (ce qui semlilis ppgique a la vue des résultats
obtenues ici), une amélioration de 40% a ainsi @&témieux observée. L'étude reste
cependant a compléter. Il a ainsi été montré quiutae des périodes sombres jouait peu
sur la VVMCB (contrairement a ce qui était suppdsés la littérature). Mais d’autres
facteurs restent a considérer, comme la durée deedps éclairées (constante ici) et

surtout la densité de flux incidente qui, si eké &@evée (comme en conditions solaires), est
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susceptible de mener a des effets plus marquésrégpmes fluctuants (interaction
supplémentaire avec les mécanismes de photoirgnihitSi on considére que la réponse
avec intégration totale est atteignable, des effeturs peuvent en effet étre attendus sur

la productivité finale.

Indépendamment de cette recherche de régimesdhistoptimums, de fagon évidente, les
conditions hydrodynamiques rencontrées dans un RBRont influencer la productivité a
la condition que si celui-ci présente une zone sen ce titre, il apparait possible que les
résultats de productivité présentés au chapitredlr le cas de la photolimitatiog=0.5)
integrent un potentiel effet des régimes fluctuaaltss générés. Si c’est le cas, cela est
également pris en compte dans le modele cinétigésepté dans le chapitre IV, dans la
mesure ou c’est justement ces données qui ont &etéterminer la valeur de I'un de ces

parametresJy,py, (vOir partie IV.5). Le modele ainsi obtenu s’estvélé cependant

totalement pertinent dans la prédiction des pravdit€s pour différents fonctionnements du
PBR opéré en continu. Cela peut s’expliquer pagftet négligeable des régimes fluctuants
dans les conditions étudiées (ou du moins quastant). Comme il a été montré dans le
chapitre précédent, de moins bons résultats oml#snus dans le cas des culturatch
guand la fraction volumique éclairée était treébleaifin debatch. Des régimes spécifiques
de lumiere peuvent alors étre générés (périodesuddss plus longues) susceptibles
d’influencer plus significativement la croissanegpliquant donc peut-étre ici la différence
obtenue avec le modéle. Quoi qu'il en soit, le fmmmement en photolimitation, et plus
particulierement le comportement cinétique danzol@e sombre, mériterait a terme d’étre
considéré plus en détails en cherchant, par exempléterminer les constantes (non issues
d’'une démarche prédictive) du modele cinétiquedes expérimentations n’induisant pas
le biais possible des régimes fluctuants imposéd'ipalrodynamique et les conditions de
transfert de rayonnement. Comme il a été montré darchapitre, cela peut étre obtenu par
les expérimentations en lumiére intermittente. Rmrtains régimes (cycles longs) ou les
effets d’intégration partielle sont négligeabldsest également possible de dissocier la
contribution d’une période éclairée et sombre,cgtcdde dissocier les réponses a la lumiére
et a I'obscurité, tout en conservant une réponsdigue facilement modélisable. Cela
permet de simuler le fonctionnement d’'un PBR ent@imitation, avec donc une zone
éclairée et une zone sombre. Ce type d’analogiarafizomme particulierement pertinent,
dans la mesure ou il est alors possible de décoliptgortance relative de ces zones

(donnée par en temporel ey en spatial) et leur influence respective (en reahti durée
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de chaque période). Au final, si I'effet hydrodynqoe est bien pris en compte dans un
PBR éclairé en continu, les deux approches dopeuatoir se réconcilier.

Pour pouvoir relier a terme ces conditions hydraayigues a la croissance résultante, en
plus de la prédiction des régimes de lumiére subisnodele cinétique apte a prendre en
compte les différentes réponses rencontrées seessare. Il a été vu que les réponses
avec intégration complete et sans intégration degsieres étard priori plus couramment
rencontrées) pouvaient étre prédites aisémente &asant sur le modeéle cinétique proposeé
dans le chapitre précédent, et établi en lumiéngirmee. Si les cycles sont dans la gamme
ou un couplage non linéaire apparait, une formutatilynamique sera nécessaire, la
réponse ne pouvant étre prédite directement. Umpbed’'un modele introduisant des
temps de réponse dans la conversion photosyntieéagaté présenté dans ce chapitre.
L’établissement d'un tel modele nécessitera cepEndales expérimentations
complémentaires, en élargissant la gamme de flue dtaction éclairée rencontrée. Elles
seront réalisées au Laboratoire GEPEA (Universté&ldntes, Saint Nazaire, France) mais
également en collaboration avec le groupe de rebkeBioprocess Engineering de
I'Université de Wageningen (Wageningen, Les PaysyB@e dernier laboratoire dispose
en effet d'un montage permettant d'étudier les eyaapides (jusque 100Hz environ).
Comme il a été montré dans ce chapitre, le montageu au GEPEA pourra étre utilisé
dans le but d’étudier plus en détails les répomapscycles de lumiére. Il permettra de
rechercher les conditions ou les régimes fluctuantsont une influence encore plus
marquée, et également de valider le modele progwséppliquant par exemple des cycles
de lumiéere asymétriques (avec une fraction éclaiag@ble dans le temps). Ceci permettra
de simuler les cycles réels rencontrés dans un PBRfinal, le dispositif expérimental
servira donc de base a I'établissement d’outilg foptimisation hydrodynamique en PBR

vis a vis des régimes de lumiére générés.
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Conclusion Générale

Ce mémoire a concerné I'étude de la croissanceophathétique de la microalgua
reinhardtii en PBR. Une caractérisation poussée a d’aborthét®e en lumiere continue. Les
experimentations en limitation physique stricteeetphotolimitation ont permis d’une part de
définir les parametres gouvernant la productivisd@imique maximale en PBR et d’autre part,
d’établir un modele cinétique de la croissanceQereinhardtii en lumiere continue. Les
parameétres gouvernant la productivité volumique imale ont été mis en évidence en
comparant les résultats de productivité volumigunédi®masse obtenus dans deux géomeétries
différentes de PBR (torique et cylindrique). Aitrgiis parametres essentiels ont été définis : la
densité de flux incidentPED), la surface spécifique éclairéa:) et la fraction volumique
éclairée (). La productivité volumique maximale a ainsi ébdemue quel que soit le PBR pour
une fraction volumique éclair@estrictement égale a 1, définissant le régime ditimhitation
physique stricte par la lumiéere. Si cette conditesh vérifiée, et si les autres parameétres sont
identiques RFD, ajgn), la productivite volumique maximale s’est révelére alors
indépendante du type de PBR employé (torique, dytijme, tubulaire...), clarifiant par la
méme occasion les régles régissant I'ingénieriePBiR.

L’étude a ensuite été étendue aux autres régimémdgonnement d’'un PBR, et en particulier
au cas de la photolimitation ou une zone sombr@résente dans le volume de cultuyal).

Ce régime de fonctionnement est en effet souvarmtorgré en PBR, sachant toutefois que,
pour un micro-organisme photosynthétique eucargoteme une microalgue qui présente une
respiration a la lumiere, cela méne a une perggra@uctivité volumique du fait de la présence
de la zone sombre. Un modéle cinétiqgue décrivastdessance photosynthétique locale d’'un
micro-organisme eucaryote (microalgue) a ainspéd@osé. Celui-ci est basé sur une approche
prédictive reposant sur la Thermodynamique deseReus Irréversibles (TPI), et introduit les
contributions respectives de la croissance photbétique et de la respiration a la lumiere sur
la cinétique globale résultante. Ce modéle a em&ié testé pour déterminer les productivités
obtenues pour différents modes de culture (corgtrdiscontinu) et pour différents régimes de
fonctionnement de PBR (limitation physique strigdotolimitation, régime cinétique). Les
résultats ont confirmé l'influence importante detésence d’'une zone sombre dans le volume
de culture, ayant donc tendance a faire diminugrdauctivité. Il a également été montré la
robustesse de l'approche théorique de modélisatpte a représenter avec précision les
différentes modes de fonctionnement du PBR. Il anmiins été observé que, dans le cas
d’'une culture discontinueb@tch menant a des concentrations élevées en biomassmdele
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ne pouvait représenter correctement les évolutbbsnues que si une décroissance importante
de la respiration a la lumiéere était supposée. Qiatpqui apparait comme essentiel dans
I'établissement d’'un modele cinétique d’'un micrgamisme photosynthétique eucaryote, sera
certainement a approfondir par la suite. Ce résiliitistre en effet une particularité importante
de ces organismes, a savoir leur capacité a modelen les conditions leur métabolisme
bioénergétique, ce qui se traduit macroscopiquengant une modulation des activités
photosynthétiques et respiratoires. Il est doncom@mt de les représenter correctement afin
d’améliorer la représentativité du modéle empl@yés travaux sont d’ores et déja engagés en
ce sens au laboratoire GEPEA (travaux de G. Cogtammment).

La derniére partie de ce mémoire a concerné legrempntations réalisées en lumiére
intermittente. En effet, dans la plupart des caprdduction en PBR, une agitation des cellules
photosynthétiques en milieu aqueux est appliquée déviter la décantation des cellules et
favoriser les transferts massiques et thermiqudse des cellules et leur environnement
contenant les nutriments nécessaires a leur crmiesaes micro-organismes photosynthétiques
peuvent alors étre soumis a un régime d'éclairemréstilitant du gradient de lumiere
omniprésent dans tout PBR et du déplacement dedesekuivant le champ de rayonnement
hétérogéne. Ce régime fluctuant de lumiere estegtibte d’avoir un effet sur la conversion
photosynthétique, cette derniére reposant sur oacepsus dynamique. Il a donc été choisi de
cultiver C. reinhardtii dans un PBR soumis a des cycles artificiels deidetobscurité
simulant des cycles rencontrés en PBR. Un panneddiaties ElectroLuminescentes (DEL) a
éte utilisé pour générer des créneaux de lumiéngr@és en fréquence et en intensité. Les
experimentations réalisées ont reposé sur un dentigoureux des conditions de transfert de
rayonnement, cela s’étant révelé un point essdotieldes études menées en lumiére continue.
Alors que dans ce type d’étude, une faible conaéntr en biomasse est en général recherchée
(menant donc a un régime cinétique pendant le®geEsi éclairées), une limitation physique
stricte a été ici appliquée pendant la périodeirédaafin d'étre représentatif de conditions
opératoires de PBR. L'application de différentsimézs d’éclairement a permis ensuite de
caractériser la réponse de la microalgue étudiés.dycles longs (>40s) se sont révélés avoir
un effet particulierement négatif sur la croissaraeec une réponse dite sans intégration
menant a une réduction importante de la vitessenvélrique de production. Pour des cycles
plus courts (<12s), un couplage non linéaire abgervé entre les cycles imposés et la réponse
en croissance, avec une augmentation progressiveettie derniere avec la diminution des
cycles, montrant ainsi une interaction avec les pgentaractéristigues de réponse du
métabolisme du micro-organisme. La fraction éctagé’est révélée également jouer sur cette

réponse, montrant une influence différente desodés éclairées et sombres, ces dernieres
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pouvant avoir un effet particulierement négatif.aNéoins, méme dans le meilleur des cas
(cycles de 1s correspondant aux cycles les plugscappliqués dans cette étude), la vitesse
volumétrique de production est restée inférieucelfe supposant une réponse avec intégration
totale de la lumiere recue. Des cycles plus rapumsraient tendre, voire atteindre, cette
réponse limite correspondant également a une csioveoptimisée des photons recgus.

Dans la mesure ou la réponse avec intégratioretotal pas été atteinte, alors que seule cette
réponse suppose que la cellule n'est pas sengibldlactuations du régime de lumiere, il
s‘avere au final que les cycles d’éclairement, tglsils pourraient étre générés par
I'hydrodynamique en PBR, sont susceptibles d’infleey trés certainement les vitesses de
production, et donc les productivités d’'un PBRigaltt C. reinhardtii C’est trés certainement
le cas pour le PBR torique et quand un volume serabt obtenu ou les régimes d’éclairement
ont déja été caractérisés et sont dans la gamneeweétudiés dans ce mémoire. Il s’en suit
donc que les mesures actuellement effectuées sirackeur (comme certainement beaucoup
d’autres) sont le résultat (en partie) de I'effet @cles imposés par I'hnydrodynamique. Ceci
seraa priori d'autant plus vrai que la fraction éclairée seailé (culture continue en
photolimitation et fin ddatchpar exemple), de par 'augmentation des périodegses qui se
sont révelées avoir une influence particulierenm@gative ici. Aujourd’hui, il est cependant
difficile de dire dans quelle mesure les régimegécldirements influencent le procéde.
L’établissement d’'un modéle adéquat qui prendracempte l'influence des dynamiques
imposeées par les régimes fluctuants devrait perenéttterme de répondre a cette question.
Dans ce contexte, le modeéle cinétique capable gleésenter l'influence de régimes fluctuants
de lumiére apparait de fagon évidente comme urspeetive majeure du travail présenté dans
ce mémoire. Cela permettra de prédire la croissdhae micro-organisme photosynthétique
soumis a ces régimes, et donc la productivité t&sid du PBR. Le dispositif expérimental mis
en place et la méthodologie d'étude associée pewonetdanalyser plus en détails les
phénomenes impliqués, d’établir le modele cinétigdéquat, et de valider I'ensemble de la
démarche par application par exemple de cycleslaithades régimes fluctuants proches de
ceux rencontrés en PBR. L'approche Lagrangienneeldppée au laboratoire GEPEA
(Université de Nantes) sera en ce sens fortemdet 4w final, le modele ainsi développé
devra permettre d’améliorer la compréhension dupmitament des microalgues cultivées en
PBR, et, dans une perspective plus appliquée,idiggar les conditions hydrodynamiques pour
une espéce donnée afin d’améliorer la conversiotogiinthétique, en limitant par exemple les
effets particulierement négatifs qui ont pu étreseskiés dans ce mémoire Sor reinhardtii

pour certains cycles longs.
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[m™]
fimol.s*.m?|
rftisionnel]
kG or g.L']
[mg!.|
[Mpl.|
[-]
[(m]
[m?kg™]
[m*kg ]
hm
ppnol.s*.m?|
[W.gi]
[m]
[adimensiofnel

[adirwemel]

[adimensionnel]
pumpl O,.ht.mg Ch 1]
]
>
[adimensionnel]
[adimensionnel]
pumpl.st.m?|
[adimensionnel]
[kg-hi]
[hal]
“[m
(K]
[s]
[s]
[s]
jror L]
* gmi]
® gmL]

NOMENCLATURE

Aght Surface spécifique éclairée du photobioréacteur

Aoy Vitesse volumétrique moyenne d’absorption de I'§reeradiante
b Fraction rétro diffusée pour le rayonnement

Cx Concentration en Biomasse

Cs concentration en ions thiocyanate

Ca concentration en en sel de Reinecke

Da Premier nombre de Damkdhler

D Taux de dilution

Ea Coefficient massique d’absorption du rayonnement
Es Coefficient massique de diffusion du rayonnement
f, fraction de densité photonique incidente

G Irradiance locale

I Intensité spécifique d'énergie radiante

L Profondeur du réacteur rectangulaire

n indice de réfraction du milieu

n degré de collimation du rayonnement

Phe Rapport des vitesses spécifiqu§§rpl Jeor POUr le schéma en Z de la photosynthese
POz Taux spécifique de production d’oxygéne

Qe Débit d’entrée d’injection du milieu neuf

Qs Débit de sortie de soutirage de la récolte

Qr Quotient photosynthétique

Qr Quotient respiratoire

dn Densité de flux incidente hémisphérique

O Coefficient de correction des photons absorbés

Iy productivité volumique en biomasse

<rg > Vitesse volumétrique moyenne de réaction

Sight surface éclairée du photobioréacteur

T Température

tL période éclairée pendant un éclairage intermittent
to période sombre pendant un éclairage intermittent
tc période d'un cycle d’éclairage intermittent

VR Volume du photobioréacteur

Vy Volume sombre dans le photobioréacteur

V, Volume éclairé dans le photobioréacteur

z Profondeur de la culture en coordonnées rectaingsla
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Lettres Grecques

I

[1]

indices

app
ATP
Cc

cl

max
noir
opt
réel

sat

Modude de diffusion linéaire

Fraction volumique éclairée en photobioréacteur
Coefficient d’extinction pour la méthode a 2 flux
La fraction éclairée

Efficacité thermodynamique du réacteur

Le taux de croissance spécifique

Rendement stoechiométrique quantique massique

Rendement stoechiométrique quantique molaire

Rendement photochimique primaire

Rendement photochimique primaire maximum
Coefficient de réflexion

Longueur d’onde

rendement quantique de la réaction d'actinométrie
indice optique d’extinction du milieu

Temps de résidence

Relatif a la densité de flux incidente apparente

Relatif a 'adénosine tri-phosphate

Relatif au point de compensation de la photos\sebe

Relatif & la lumiére continue

Relatif au couple redox NADINADPH,H"

Relatif a un volume sombre du photobioréacteur
Relatif a une période sombre en lumiére intermiée

Relatif a la grandeur mesurée pour l'inox

Relatif & un volume éclairé du photobioréacteur

Relatif a une période éclairée en lumiere inteaente

[adimensionnel]
[adimensionnel]
[m™]

[adimensionnel]

[adisi@mel]
ih

9 x-Hikok, ]

mAG. Mok, ]

[adimensionnel]
[adirmemel)]

[adimensionnel]

[nm]

[mol A/ mol de photon]

[adimensionnel]

(h]

Relatif la valeur maximale de la productivité voliguery
Relatif a la a la grandeur mesurée en couvramiXipar du noir
Relatif a la valeur optimale de la concentratiorb®masse
Relatif & la densité de flux incidente réel

Relatif a la valeur de saturation de dégagemet d’

Relatif a la Biomasse

Relatif a la surface d’entrée d'un réacteur mgidaire

Grandeur hémisphérique
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Exposants

+ Dans le sens de I'axe

- Dans le sens opposé a I'axe

Autres
<X > =V1H.[X dv Moyenne spatiale
\Y
X Moyenne temporelle
Abréviations
ADP Adénosine Di-Phosphate
ATP Adénosine Tri-Phosphate
CFD Computational fluid dynamics
Cyt bsf Cytochrome kf
DEL Diodes Electroluminescentes
DO Densité optique
ETR Equation des transferts radiatifs
FAD Flavine adénine dinucléotide (forme oxydée)
FADH, Flavine adénine dinucléotide (forme réduite)
Fd Ferrédoxine
FNR Ferrédoxine NADP réductase
L/D cycles Relatif aux cycles de lumiere/obscurité
NAD+ Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme oxyjé
NADH,H" Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme réduite)
NADP* Nicotinamide Adénine Dinucléotide phosphate (folorgdée)
NADPH,H" Nicotinamide Adénine Dinucléotide phosphate (fonéuite)
NG Niveau de gris
P680 Centre réactionnel du photosystéme |
P700 Centre réactionnel du photosysteme Il
PAR Radiations photosynthétiquement active
PAR Radiations photosynthétiquement active
PBR Photobioréacteur
PBR Photobioréacteur
PBR Photobioréacteur
PC Plastocyanine
PFD Densité de flux incidente
Pi Phosphate inorganique s, = HPO; + H,0O
PQ Plastoquinone
PS I Photosysteme |
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PS I
RubisCO
VVLAER
VVLCB
VVMAER
VVMCB

Photosysteme |l
Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase/magg
Vitesse volumétrique locale d’absorption|nergie radiante
Vitesse volumétrique locale de croissancdadeiomasse
Vitesse volumétrique moyenne d’'absorptionl’deergie radiante (spatiale)

Vitesse volumétrique moyenne de croissanctadeomasse (spatiale)
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Annexes

Cette partie comporte des explications nécessaires et complémentaires a la
compréhension des différents chapitres de ce mémoire et contient quelques schémas
et diagrammes montrant le contréle de la culture en photobioréacteur. Finalement,
cette partie contient également deux protocoles expérimentaux détaillés concernant
le dosage des pigments et des sucres totaux chez l'espece étudiée Chlamydomonas
reinhardtii. A noter que ces protocoles ont fait partie d’un travail qui a été initié au
laboratoire GEPEA afin de définir et standardiser des protocoles expérimentaux
nécessaires pour une analyse appropriée et une bonne caractérisation de la biomasse

et du milieu de culture.
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A.I: Protocoles de dosage des pigments (chlorophylles et caroténoides totaux) par
extraction a I'acétone 90%

I- Appareils utilisés : Centrifugeuse MIKRO 22 R ®
Vortex
Spectrophotomeétre Jenway®

lI- Matériels utilisés : Tube Eppendorf ® (3 tubes).
Portoir pour tube Eppendorf®.
Pipette Pasteur en verre avec tétine en
caoutchouc.
Mpipette (100-1000ul) et pointes
Cuve en Quartz

[1l- Réactifs : Acétone 90%

Le volume de la suspension palgale a prendre dégpefalbiomasse :
BiomasseCx en g/L.  Volume de culture de palgues en mL

Cx <0.5 2
0.5<Cx<1 1
1<Cx<15 0.5
15<Cx<?2 0.25
2<Cx<25 0.2
25<Cx<3 01

1. Prelever le volume V de la suspension palgale,ddrendans un tube Eppendorf®,
et compléter avec de I'eau osmsée (3 %o NaCl) peair ain volume final de 2 ml
(préparer ainsi 3 échantillons).

2. Centrifuger pendant 5 minutes a 13000 rpm (utillsecentrifugeuse Mikro 22 R
avec le rotor 1189 L )..

3. Eliminer complétement le surnageant a l'aide d'pipette Pasteur en verre munie
d’une tétine.

4. Introduire 2 mL d’acétone 90% dans le tube, le tainsi resuspendu.

5. Mélanger le culot et I'acétone a l'aide d’'un vortg8000 rpm pendant quelques
secondes).

6. Incuber les 3 échantillons pendant a I'abri deufaiere a 4°C pendant 24 heures.

7. Centrifuger 5 minutes a 13000 rpm, (vérifier quecldot est blanc ce qui signifie
une extraction compléte des pigments).

8. Récupérer le surnageant avec une pipette Pasteraren(propre) et transvaser-le
dans des nouveaux tubes Eppendorf®. I'échantilkirakors prét pour le passer au
spectrophotometre.
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9. Utiliser le spectrophotomeétre en placant les ééthamé dans des cuven quartz.
10. Faire une ligne de base (calibrage) avec de I'aeg®® %.
11.Faire un Spectre entre 450 et 750 nm pour les 8nditions.

12.Relever les densités optiques (DO) a 480, 630, 85.et 750 nm (la DO a 750 nm
(indique la présence des débris cellulaires restétite doit étre inférieur & 0.008 ;
si ce n'est pas le cas, il faut recentrifuger lautillon (retour Etape 7).

13.Organiser les résultats dans un tableau comme suit

A 480 630 645 665 750
DO
DO,
DO,
DO;
Domoy
Ecart type

14.Les teneurs en chloropylle a (Chl a), cholrophyléOhl b) et caroténoides de
protection (PPC) sont déterminés en utilisant &ations suivantes (Strickland et
Parsons, 1968) :

Cchi-a= {11.6 (DOs6s - DO750) - 1.31 (DQus - DOssg) - 0.14(0 Qzo- DOssg) } Vo It Vp™
Ceni-6= {20.7 (DOsas - DOrsc) - 4.34 (DQes DOyso) - 4.42 (DQso- DOzsg)} Va2 I™ Vi
Cppc = {4.0 (DOsg0 - DO}V I Vi2

avec:
Cchi-a concentration chlorophylle a [mg/L]
Cechib concentration chlorophylle b [mg/L]
Crpc concentration caroténoids de protection [mg/L]
V, volume d’acétone [mi]
I profondeur optique de la cuvette [cm]
V, volume de la suspension algale [mi]

15. Calculer les incertitudes absolues.

16. Calculer le pourcentage de pigments par rapp@tadtiere séche totale.
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A.Il : Dosage des Sucres Totaux

Appareils utilisés : Centrifugeuse MIKRO 22 R
Vortex
Bain marie
Spectrophotométre Jenway

[I- Matériels utilisés : Tube Centri 15 mL autoclavable en PP (19

tubes).

Tube Centri 15 mL autoclavable en PP (2 tubes).
Portoir pour tube 15 mL

Pipette Pasteur en verre avec tétine en
caoutchouc.

ppipette (100-1000uL) et pointes

ppipette (1-10 )mL et pointes

Chronometre

Cuve jetable en PS

[ll- Réactifs : Acide sulfurique concentré 98%

Solution phénol 50g/L
Glucose

Le volume de la suspension palgale a prendre déggpefalbiomasse:

Biomasse Cx en g/L Volume de culture de palgues mL
Cx<0.5 10
05<C <1 5
1<Cx<2 2.5
2<Cx<3 15

Fixer la température du bain marie a 35 °C.

Préparer dans une fiole jaugée une solution merglamse a 0.1g/L. puis des
solutions filles pour la courbe d’étalonnage awecdoncentrations suivantes : 0.02-
0.04-0.06-0.08 et 0.1 gl/L.

Prélever le volume V de la suspension palgale ddgrendans un tube Centri 15 mL,
et compléter avec de I'eau osmosée (3 %o NaCl) pwair un volume final de 10
mL.

Centrifuger pendant 5 minutes & 6000 rpm (utilisecentrifugeuse Mikro 22 R
avec le rotor 1016).

Eliminer complétement le surnageant a 'aide d’'pipette Pasteur en verre munie
d’une tétine.

Introduire 10 mL de I'eau osmosée (3 %o NaCl), densulot restant afin de laver la
biomasse.
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7. Mélanger le culot et 'eau a I'aide d’'un un vor@&@®8000 rpm (quelques secondes).
8. Centrifuger de nouveau 5 minutes a 6000 rpm.

9. Eliminer complétement le surnageant a l'aide d’pipette Pasteur en verre munie
d’une tétine.

10. Introduire de nouveau un volume 10 mL d’eau osmaéi@dede resuspendre le culot
lavé. L’échantillon ainsi est prét pour le dosage gucres totaux.

11.Placer sur le portoir 19 tubes (3 pour I'échamilet 16 pour la série d’étalonnage)
et numéroter les de 1 a 19.

12.Ajouter 0.5 ml de la suspension précédemment péépdessus dans chacun des 3
tubes de I'échantillon £ E; et B puis ajouter 0.5 ml de chacune des solutions de la
série d'étalonnage préparée dans chacun des 3 debelsaque concentration de la
série d’étalonnage.

13. Ajouter 0.5 mL du phénol (50g/L) dans chacun detub@s.

14. Ajouter 2.5 mL de K50, 98% (doucement sans en déposer sur les parois)lelan
premier tube numéroté 1, et chronométrer 10 minexestes, puis vortexer a 3000
rom pendant 10 secondes exactes. (pour gagnernges,teattendre 30 secondes
entre chaque deux tubes, et tous les tubes sesitgistde la méme facon que le
premier tube).

15. Mettre les tubes au bain marie chauffer au préalat85°C pendant 30 minutes, et
la coloration jaunatre ainsi obtenu est stable poetques heures.

16. Utiliser le spectrophotometre avec des cuves jetabh PS.
17.La DO des échantillons et ainsi que de la séritattidnage est lue a 483 nm.

18. Faire une ligne de base (calibrage) avec le blara dérie d’étalonnage préparée.

19. Organiser les résultats dans un tableau comme suit

% Echantillon
DO Ei, B, Es
DO,

DO,

DOs
Domoy
Ecart type

20.Tracer la courbe représentant la concentration/kereg fonction de ma DO ; qui
doit étre linéaire sous la forme y=a.x qui pasge’pdagine, et la concentration des
ST est donnée alors par : [S.T]=a xDO

0 giL 0.02 g/L 0.04 g/L 0.06 g/L 0.08 g/L 0.4/L

21. Calculer la concentration des S.T dans I'échamtiti’apres la valeur moyenne des
DO de I'échantillon et en utilisant I'équation @dedroite déja calculée.

22.Calculer les incertitudes absolues.
23.Calculer le pourcentage des sucres totaux en %eraaéeche.
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A.IIl : Programme de contréle/ commande du photobioréacteur torique

A.IllL1. L’interface d’utilisateur

GEnie des Procédés
Ervirennemert
Rgroalmertaire

Suivi de culture -

GEPH PR Torique
CNRS-UMR 6144 Fevrier 2009-- HMAREC

Configuration et visualisation du controle-commande
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A.Ill.2 . Le Diagramme de programmation
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A.IV. Détermination de la distribution de taille par analyse d'image

Pour réussir une analyse d'image, il est nécesdaiglivre les étapes suivantes :
1. L’acquisition des images.
2. Le prétraitement des images.
3. L’analyse des images traitées.
4. L'interprétation des résultats obtenus.

A. IV.1. Microscopie
Les cellules sont examinées sous un microscopes Z&goplan équipés d'un

objectif plan apochromatique (x100) en immersiod'ehe lampe halogéne de 20w.

A. IV.2. Photographie

Un appareil photo numérique Cooplix 4500 (Nikorpalg monté sur le microscope
est utilisé pour capter les photos. Les images stotkés en format JPEG (résolution
300x300 pixels, et de dimensions de 2272x1704g)ixe

A. IV.3. Analyse d'images
La taille des cellules est ensuite déterminéeidd’du logiciel Optimas 6.5 (Media
Cybernetics, Inc.). La distribution de taille esalisée sur un échantillon de 300 organismes
afin d’obtenir des valeurs représentant la poputeaties cellules.
Le logiciel Optimas 6.5 nous permet de calculersiglurs parameétres, dont les plus
intéressants dans le calcul de distribution déetagbnt les suivants :
» ArPerimeter : donne la longueur de la frontiéresjépare la cellule de I'arriere plan.
» ArArea: pour calculer I'aire de la surface occupéela cellule dans la zone choisie.
* ArFeretDiameter : donne le diametre entre deuxdatgs a la surface limitée par la
cellule de deux cotés opposants.
Autres matériels utilisés :
- Microsphéres en Latex pour calibration (diamétr@ @2 pum).
- Colorant : Lugol
- Lame et lamelle trés propres et bien séchés.
Le traitement des images acquises se fait suigahéiinarche suivante :
1. La premiere étape consiste a reproduire a partitirdage originale une copie qui
sera convertie en noir et blanc (8 bit grey) afétre traitée.

2. Le traitement se poursuit par un seuillage autajuatde I'image.

185



Annexes

3. une fois la premiére étape terminée, on fait uneudhe (éroder, dilater) si c’est
nécessaire pour avoir un arriere plan noir dansdelgs cellules blanches vidées de
l'intérieur auront des bords non déformes.

4. Aprés cette étape, et afin de vérifier I'exactitudietraitement, I'image traitée est
comparée a l'image sans traitement en tracant ametre vertical et un autre
horizontal de la méme cellule dans les deux imageis, comparé la longueur des
diamétres tracés.

5. Le traitement se poursuit en choisissant une zbnegt dans I'image, et puis une

analyse des cellules dans la zone choisie see fait

A. IV.4, Interprétations des résultats obtenus

L’analyse doit étre faite sur une population de 8llutes pour que ca soit
représentatif des cellules présentent dans le e@acPour le veérifier, il faut tracer le
nombre des cellules dans les images traitées exidarde I'écart type du diametre de ces
cellules. Cela doit étre fait au fur et a mesuretrditement pour atteindre un écart type
stable pour lequel le nombre de cellules danategés traitées est fiable représentant toute

la population.

A. IV.5. Particule de Tchebychev
Une particule de Tchebychev Ehfst obtenu en déformant une sphere de rayon
au moyen dun polynébme de Tchebychev d'ordre n. rgon de la particule en

coordonnées sphériques est donc donné par :

r(6,9)= a[l+eIn(cod)], |g<1 (11.10)

- n est I'ordre du polynébme de Tchebychev (obligatoent pair) appelé aussi paramétre
d’ondulation (dans le cas @& reinhardtiiTn =2)
- ¢ est le parametre de déformation dont le signenddforientation de la particule par
rapport a I'axe de symétrie de révolution.
Le calcul des se fait pour chaque cellule, alors on peut écrire

R -1

D
€ =——— Sachant quR = —_Feretmax
TR QU

i Feretmin

N N
.= & = R,
Et comme valeur moyenne on obtleatr.ZW' R= ZN—'
i=1 i i=1 i

Une telle particule possede un volume et un rayomodume €gaux a :
V = % na®T, , r, =a}/T, (ou restle rayon équivalent)
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><|2><e><n4 ~3xex? +e—-8x’ +2)

Tyv=1+¢
’ 1-5x2 +4xn’

: oﬂLiEQO[TV]:HziC

le rayon g est donné par :

289; % (1+ & )= Deeret ma }

289; % (1= & )= Deeret mini

D +D
4

Feret maxi Feretmini

= 8y =
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A.V. Modélisation de la teneur en pigment par une approche TPI
En utilisant une approche TPI (Cornet 2007), la&tpn donnant I'évolution de la
teneur en pigmentaj,; d’'une fagon quasi-prédictive est donnée par kticel suivante :
Woig = 008 (1= B)x17,, (A.V.1)
aveCWp,g = Wepa T Wenip T Wepe 1€ pourcentage de la teneur massique totale engoits.
La valeur maximale limite 0.08 est spécifique awnmiorganisme (elle correspond a la
pigmentation maximale théorique), & est définie par Cornet (2007) comme étant une

fonction de caractérisation de la contrainte physitige au transfert de rayonnement. Elle
est fonction de lirradiance locale et elle comprentre 0 et 1 et traduit I'intensité de la
limitation physique. L’auteur suppose que cettecfimm est obligatoirement une moyenne
temporelle qui regroupe le seul terme variable am¢ten jeu le champ de radiation pour le

calcul des vitesses locales dans le réacteureEtldéfinit sous la forme suivante :

5= G(F)
'B_V,{/”K+G() v (AV.2)

En limitation physique, avec un volumé& définit par le point de compensation de la

photosynthése, la valeur ¢ est donnée par (Cornet 2007) :

In[(l e 9 yje14 G )}

K
|n g:i qﬂ
GC

ou n est le degré de collimation, avec n=1 pouchamp de radiation diffus isotrope, et

L= (A.V.3)

n=oco pour un champ collimaté.
Dans le cas des diodes électroluminescentes eslidans cette étude, la densité de flux

hémisphérique incidente photonique quasi-collinfaté «), la valeur deS devient alors :

[(1+ TynaeSe )}
ln(qn /GC)

B prend une valeur constante qui ne dépend que dienité de flux incidentg, et des

L= (A.V.4)

deux parametres caractérisant le micro-organisgest K .
Dans I'équation (A.V.1),n,, représente l'efficacité thermodynamique d'utilisat des

photons pour le schéma eh. Elle est définit par I'équation (A.V.5) comme wdtde ratio
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des énergies des photons efficabeg; sur I'énergie libre maximale théorique/,, pour le

schéma erZ (I'évolution der,,, en fonction deg,, est représentée dans la figure (A.V.1)).
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Figure A.V.1 : Représentation de I'évolution de I'efficacité theagnamique de conversion des photgys
en fonction de la densité de flux inciderde pour un PBR rectangulaire (cas du PBR toriquesetitians
cette étude) en limitation physique stricte pdutaiere ¢=1).

La relation (A.V.1) qui décrit I'évolution de larteur en pigment en fonction ¢& et 7,
semble gouvernée par I'énergétique du schéma ethnon pas par le rappdpt/ 2e .

Les résultats expérimentaux de la teneur pigmentiezC. reinhardtii sont présentés
dans le tableau (A.VI.1). lls sont comparés a ceaikulés par I'équation (A.V.1) pour

différentes valeurs de la densité de flux incideptelLe tableau (A.V.1) contient également
les différentes valeurs dgy,, et B calculés a partir des équations (A.V.3) et (A.Yeb)

prenant une valeur de la constante de demi saioréti= 120+10 pmal.m?2s?, et une

valeur du point de compensatidg. =10+3 numok.m?.st. Les données sont présentées

pour les deux PBR étudiées au chapitre Il et neolatipertinence d’'une approche TPI dans
la prédiction quantitative de la pigmentation @ereinhardtii en condition de limitation

physique stricte par la lumiere.
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Annexes

Densité de flux incidenteq,, (Hmoly,.m?s?) 50 110 500 1000
Wpic €xpérimentale (%) 3.9 3.4 2.5 1.9
P 0 PBR torique 0.1562  0.2248  0.3845  0.4535
PBR Cylindrique 0.1697 0.2497 0.4582 0.5000
0 PBR torique 0.5962 0.5517 0.4993 04859
e PBR Cylindrique 05962 05517  0.4993 04859
) PBR torique 4.02 3.42 2.46 2.12
Wpi théorique (%) ——
PBR Cylindrique 3.96 3.31 2.16 1.94
3 PBR torique i,
Ecart (%) —— 3 1 2 12
PBR Cylindrique 2 -3 -13 2

Tableau A.V.5.: Comparaison entre les teneurs en pigment €haeinhardtii obtenues expérimentalement

et celles calculées par I'équation (1V.19) pourxd®BR de géométrie différentes torique-plan etraiique

pour des cultures en limitation physique stricte.
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Résumé

Cette thése porte sur I'étude de la croissance opimothétique de la microalgue
Chlamydomonas reinhardtén photobioréacteur. Les travaux ont porté en grenetape sur la
caractérisation de la réponse en lumiere contiBasuite, I'étude s’est poursuivie en caractérisant
les effets des cycles de lumiere/obscurité géngaésin panneau de diodes électroluminescentes
(DEL) sur la productivité volumique en biomasse afiétudier I'effet de I'hydrodynamique sur la
conversion photosynthétiquigght/dark cycleseffec).
Les expérimentations en limitation physique strigteen photolimitation ont permis d’une part de
définir les parametres gouvernant la productivitBimique maximale en PBR, a savoir: la densité
de flux incidente (PFD), la surface spécifique et @;gn) et la fraction volumique éclairég) (Il
a été également possible d'établir un modéle cjpétde la croissance @e reinhardtiien lumiére
continue. Ce modéle est basé sur une approchecfivédieposant sur la Thermodynamique des
Processus Irréversibles (TPI), et prenant en cotegteontributions respectives de la croissance
photosynthétique et de la respiration & la lumétirela cinétique globale.
La derniére partie de ce mémoire concerne les empBtations réalisées en lumiére intermittente
ou différents régimes d’éclairement ont été teddes cycles longs (>40s) se sont révélés avoir un
effet négatif sur la croissance. Pour des cyclas pburts (<12s), un couplage non linéaire a été
observé entre les cycles imposés et la réponseagssance, montrant une interaction avec les
temps caractéristiques de réponse du métabolismeala-organisme.

Mots-clés : Chlamydomonas reinhardtii, photobioréacteur, hydrodynamique, conversion photosynthétique, photolimitation,
productivité, lumiére intermittente.

Characterization and modeling of the photosyntheticowth of Chlamydomonas
reinhardtii in photobioreactor. Effect of L/D cyck on the volumetric biomass
productivity

Abstract

This thesis concerns the caracterisation and thdeting of the photosynthetic growth of the
microalgaChlamydomonaseinhardtii in photobioreactor. The hydrodynamic effect on fitosynthetic
conversion in PBR was also emphasized. This woskbeen performed in two steps: in the first one, th
photosynthetic response at continuous light wasadierized. In a second one, a light emitting dsopanel
(LED) was used in the investigation on the effdahtermittent light on the volumetric biomass puootivity,
so as to simulate hydrodynamics influence on phoitib&tic conversion (light/dark cycles effect).
Experiments in physical limitation by light andhiglimited culture allowed to define parameters gqoing
the maximum volumetric biomass productivity in PBRe incident photon flux density (PFD), the spiecif
iluminated area d;gy) and the working illuminated volume fractiory).( A kinetic model for the
photosynthetic growth of. reinhardtiiin continuous light was also established. The psep model relies
on a predictive approach based on the Thermodysaafitrreversible Processes (TPI), taking into acto
the respective contributions of photosynthesisrasgiration at light in the global kinetic.
In the last part of this thesis, experiments werdgsmed at intermittent light. Different frequeesifor the
intermittent illumination were investigated in ord® characterize their effect db. reinhardtii For long
cycles (> 40s), a negative effect on the mean vettim growth rate hase been observed. Shorter €ycle
(<12s) showed a non-linear coupling between cyfceEuencies and the photosynthetic growth, empimagiz
on interaction with dynamic response of the micgamism metabolism.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, photobioreactor, hydrodynamic, photosynthetic conversion, light-limitted culture,
productivity, L/D cycles.
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