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Résumeé et Abstract

Résumé : S'inscrivant au sein du projet PLAISIR qui vise a la commercialisation d'outils
de production de microalgue alimentaires, l'objectif du présent travail est d'aider a la
conception et au dimensionnement de ces outils de production : les photobioréacteurs. Pour
cela, on procede a la modélisation du comportement de la phase biologique et des propriétés
du réacteur afin d'étre capable de simuler la croissance de la biomasse. Le travail se
décompose en deux parties. La premiére cherche a mettre en évidence les aspects du procédé
ayant un impact sur la cinétique de croissance, puis a les quantifier. On s'appuie en premier
lieu sur la littérature, puis sur plusieurs campagnes expérimentales dans le but d'affiner les
connaissances au cas particulier de notre souche (Arthrospira Platensis alias Spiruline). La
seconde étape consiste, pour un procédé donné (i.e. réacteur + protocole), a déterminer les
conditions réactionnelles correspondantes et ainsi a pouvoir utiliser les modeles cinétiques
établis précédemment. La plus-value de la démarche se trouve sur deux niveaux. La premiere
se situe dans l'approche multi-échelle des phénomeénes, a savoir que I'on se place ici a I'échelle
de la cellule, tant pour I'écriture des cinétiques de croissance que pour les conditions
réactionnelles. Une telle approche permet de prendre en compte l'impact du réacteur lui-
méme, notamment du aux hétérogénéités locales qu'il contient. On améliore ainsi I'acuité des
simulations, en particulier face aux changements d'échelles : du laboratoire vers la production.
L'autre aspect important, est de se placer dans un contexte multiphysique ou les différents
phénomenes sont fortement couplés. L'étude tente donc de rendre compte des conséquences
des paramétres opératoires en interactions, plutét que considérés individuellement. L'étude
s'est alors déroulée autour de deux thématiques : I'étude de I'évolution de la composition du
milieu d'un coté et I'étude de I'exposition a la lumiere de l'autre. Elle met en évidence que
I'écriture de la seule consommation des nutriments par la biomasse ne permet pas de décrire
certains résultats sans y ajouter les équations propres aux réactions entre les constituants du
milieu lui-méme. Il est aussi proposé un modeéle et une méthode pour décrire comment le
mélange dans le photobioréacteur joue sur la croissance des microalgues via I'éclairement du
volume réactionnel. A partir de quoi sont tirées des euristiques pour optimiser le procédé a

travers ces trois points (milieu de culture, mélange et éclairement).

Mots clefs : Photobioréacteur, microalgues, mécanique des fluides, transfert radiatif,

signal d'exposition a la lumiere, expériences

Manuscrit de thése - Vincent Gernigon



I. Définition du Cadre de I'Etude

Abstract: In the frame of the PLAISIR project, which is aiming at the commercialization
of alimentary microalgae production devices, the objective of the present work is to improve
the design of this production devices, named photobioreactors. We proceed to the
modelization of the biological phase and of the properties of the reactor in order to simulate
the biological growth. It is a two steps work. Firstly, it is about to highlight which ones of the
process parameters that have an impact on the growth kinetic, then quantify them. It relies
on a bibliographic study and after that on several experimental campaigns to refine the
knowledge to the peculiar case of our strain (Arthrospira Platensis aka. Spirulina). The second
step consist in the calculation reactional conditions in given process, and so enable the use of
the previously determined kinetic models. This work benefit from a two-level added value. The
first one is the multi-scale approach of the phenomena; this is to say that we write both the
kinetic and the reactional conditions at the cell-scale. Such an approach enables to take into
account the effect of the reactor itself, for instance thanks to the local heterogeneities it
contains. We so improve the accuracy of the resulting simulations, especially in front of
different reactor scales (laboratory one, vs. production one). The other aspect is to considerate
the issue on a multi-physic way, because all the phenomena are strongly coupled each-others.
The work is thus trying to depict the impact of the gathered parameters rather than to the
same ones taken separately. The study then focuses on two topics: the evolution of the
composition of the culture medium and the biomass exposition to the light. It is shown that
the mere consumption of the nutrient by the biomass is insufficient to predict all the results
without the addition of the inter-components chemical reactions. It is also proposed a
methodology to describe how the mixing impact of the growth speed through the lighting of
the vessel. Finally, some heuristics are deduced to optimize the process through these three

points, namely: culture medium, mixing and lighting.

Keywords: Photobioreactor, microalgae, fluid mechanic, radiative transfer, fluctuating

light signal, experiments
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Nomenclature

Tableau 1 : Nomenclature utilisé dans le manuscrit,

Symbole | Unité / Nature Signification
_, ~<> | opérateurs Resp. moyenne temporelle et sur les éléments d'une population
ou volumique
[x] mol-L1 Concentration molaire de I'espéce chimique x
[x] mol-L! Concentration de x
Fonction dont les images sont comprises en 0 et 1, ayant pour
i fonction argument J; et modélisant l'influence du phénomene jsur la
croissance de la spiruline dans le photobioréacteur
Fonction dont les images sont comprises en 0 et 1, ayant pour
i fonction argument 2; et modélisant I'influence de jsur la croissance
d'une cellule ¢
Fonction dont les images sont comprises en 0 et 1, ayant pour
LulBR fonction argument J; et modélisant I'influence de jsur la croissance dans
le photobioréacteur
Hmax g-L1j1 Vitesse de croissance maximale de la spiruline dans le modeéle
gD exposant Cellule particuliére, élément de la population 7, ou particule
Cra, Cy Q) Resp. les coefficients de masse ajouté et de trainé d'une bulle
D UA. Matrice caractérisant la position d'un photon dans le plan Oxy
Da ) Damkohler, nombre adimensionnel comparant le temps
caractéristique d'une réaction avec celui des variations de 2
dp m Diametre équivalent en volume des bulles
dep m Déplacement élémentaire
dev;, © Angles (resp. latitude, longitude) caractérisant la déviation d'un
dev; photon dans son repere de Frenet
Dift; m2-s! Coefficient de diffusion de 1'espece x dans I'eau
DO Q) Densité optique a la longueur d'onde x
Ea m?-kg1 Coefficient d'absorption lumineuse (moyenné sur le PAR)
Es m?-kg1 Coefficient de diffusion lumineuse (moyenné sur le PAR)

12
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f Hz Fréquence d'un signal
F m-1 Facteur de forme du photobioréacteur
© Coefficient d'anisotropie de la diffusion lumineuse selon une loi
g de Henyey-Greenstein (moyenné sur le PAR)
Hy L-atm-mol-! Constante de Henry de I'espéce x
Irradiance : l'intensité du flux surfacique de lumiére, ici mesuré
1 umolpar'm-2-s-1 " " s
sur le PAR, (peut se trouver en "pE-m-2-s'1" dans la littérature)
[@e/p umolpar-m-2-s-1 Irradiance locale vue par une cellule ¢ou la particule p
Iy umolparm-2-s-1 Irradiance incidente
V24 sans unité (-) Variable interne a la cellule zou la particule p
I molbreem-2-s-1 Valeur moyenne des irradiances vues par l'ensemble de la
e HMOIpAR population P pendant toute la durée de 1'acquisition
k indice Référence a un phénomene ayant un impact sur la croissance
Kox ©) Constante d'équilibre acido-basique x
K st Coefficient de transfert de matiere interfacial de I'espece x
K (UA) Constantes des différentes lois cinétiques (indicées en fonction)
M umolpar'm-2-s-1 Matrice d'un champ d'irradiance
my kg Masse de x
My g-mol-! Masse molaire de I'espéce x
N cardinal Nombre de cellule de la population P
nx ) Indice de réfraction de x
Oxvz Base orthonormée directe, identique a toutes considérations
yz repére géométriques et les coordonnées métriques d'un point dans ce
{x,; 5,2} X
repére
p S Période d'un signal
P ensemble Population représentative des cellules dans le photobioréacteur
PAR ensemble Photons dont la longueur d'onde est comprise entre 400 et
700 nm, (acronyme de " Photosynthetic Active Radiation")
PO m Profondeur optique
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prob(x), o Resp. fonction de répartition et densité de probabilité d'un
PROB(x) événement x
Dx atm Pression partielle de x
R gL1j1 Vitesse de croissance biologique
R? ) Coefficient de détermination d'une corrélation linéaire
rand, o Nombre tiré de facon aléatoire uniforme entre 0 et 1, nombre
randi entier équiprobable dans un intervalle donné en argument
R gL1j1 Vitesse de croissance d'une cellule ¢dans le photobioréacteur
Re ©) Nombre de Reynolds d'un écoulement fluide
Robr g L1 Vitesse.de ,croissance globale de la spiruline dans le
photobioréacteur
LILIT opérateurs Intégrale selon resp. 1,2 et 3 variable(s)
, Constante définissant le critére d'arrét de la propagation d'un
seuil ©)
photon
t S Temps
T °C Température
Vi L Volume de x
1% m-s1 Vitesse absolue de x
VA, m-s1 Vitesse absolue de xprojetée sur l'axe y
X g'L1 Concentration massique en spiruline
)4 ) Fraction massique de l'espece x dans y
. Resp. produit et somme d'une liste d'éléments (a ne pas
I1, % opérateurs . . 1
confondre avec la variable 2'qui est en italique)
Tx S Temps caractéristique de x
fx) UA. Fonction arbitraire ayant pour argument x
s ) Taux d'intégration de la cinétique biologique
. Variation d'une variable x entre deux états discrets (itérations,
A%, 6X opérateur RN .
pas de temps), variation élémentaire de x
z ensemble Parameétres opératoires considérés dans le modeéle

14
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Valeurs locales des parametres opératoires de 2’a

dor ensemble 'emplacement de ¢

@ % Taux de gaz

V4 N-m-1 Tension de superficiel du le milieu de culture

x Pa's Viscosité dynamique de x

6. © A;llgles (resp. longi‘Eude, latitude) caractérisant la direction du
photon dans le repére Oxyz

Ay mS-m?mol-! Conductivité molaire ionique de I'espece x

Dx kg-m-3 Masse volumique de x

- UA. Coefficient steechiométrique de I'espece x dans la réaction

considérée

Manuscrit de thése - Vincent Gernigon
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sources possibles pour I'éclairement des cultures, a savoir : soleil, tube fluorescent (visible
Figure 15) ou LED (BDL - vs-f600ww-12v-3528-10mm-2700k, visible Figure 21.(a)).

Remarque : les spectres sont normalisés par les maxima pour une meilleure lecture.......... 46

Figure 9 : (@) Photographie de cuves MACRO contenant des échantillons de spiruline
ayant bio-floculé (a divers degrés), (b) vue au microscope optique, avec en vert les trichomes
de spiruline et en bleu les exo-poly-saccharides révélé aux bleu d'alcian (0,6%m + 1,2%nm
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Figure 10 : Photographies, (@) gateau de spiruline apres filtration et pressage (depuis le
bassin vu en Figure 7.(b)), (b) échantillon de spiruline apres centrifugation et ayant relargué

certains composés intracellulaires (phycoérythrine probablement) .......ccccovvvveevvvviiiiiinnnnn. 52

Figure 11 : Croissances comparées sur 24h de deux cultures identiques (au sens de
I'ensemble des parameétres opératoires considérés) suivis par densité optique a 680nm (DOgso)

Figure 12 : Photographie montrant : (@) une forte population bactérienne au voisinage
d'un fragment de trichome, (b) la coexistence d'une autre bactérie filamenteuse dans la

Figure 13 : Exemple du suivi quotidien sur trois semaines de la croissance de la spiruline
dans un milieu contenant a la fois ammoniaque et nitrate et présentant un décrochement
symptomatique de ce type de milieu, ici au jour 14, I'ammoniaque a par la suite été retirée de

la composition du milieu (AONNEES AIGRYOU)....uuuvrrrrrrrrrrrrrnnrrrnnrrssnnnnsssssssnssssnsnsrsssnnnnnn.s 70
Figure 14 : Schéma synoptique du travail réalisé ............cevvviiiiiieiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee 75

Figure 15 : Photographie du 01/04/2016 (quatre mois apres le début de ce travail) : (a)
du premier banc de culture de spiruline, les cuves étaient alors des ballons a fond plat de
volumes allant de 500 mL a 10 L et éclairés par des tubes fluorescents, la régulation en
température n'était pas encore mise en place et la formulation milieu était en cours (milieu
"P0") (b) preuve de concept d'un photobioréacteur a usage domestique : premiére pierre du
910 [ ol o Y 1Y 1 PPN 78

Figure 16 : Photographie du banc de photobioréacteurs de paillasse, en eau et en lumiére

Figure 17 : Schéma en coupe horizontale d'un photobioréacteur de paillasse ............ 81

Figure 18 : (a) rendu en 3D de la préconception assistée par ordinateur (CAO) du pilote,
(b) photographie du dispositif final en eau, avec de gauche a droite : l'ordinateur dédié a
I'acquisition de la microscopie en ligne, puis l'interface (écran, clavier, souris) de suivi et
contrble du pilote, la cuve dans son chassis caréné ouvert par l'avant et son bac de rétention

en bas (c) photographie macro du pilote en présence de sSpiruling........cccccevvreeevvvenineeennn. 82
Figure 19 : Schéma en coupe horizontale du photobioréacteur pilote (a I'échelle)...... 84
Figure 20 : Schéma global du photobioréacteur pilote..........cccvvvviieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 85

Figure 21 : Détails du pilote en photographies : (a) des rubans de LED du tube central
immergé, (b) d'un bulleur, (c) d'un thermoplongeur, (d) de la boucle métrologique avec de
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haut en bas : la pompe (posée sur une étagere), les sondes physicochimiques (finition inox),
le dispositif de microscopie en ligne (le long d'un profilé) et le spectrophotometre (juste en
(0 2T 01U ) PSPPSR 86

Figure 22 : Photographies : (@) dispositif de microscopie en ligne avec de gauche a
droite : une source de lumiére LED (scotch vert vierge), une lentille divergente (au niveau de
la bague de serrage), la cellule d'écoulement ou circule la Spiruline (de bas en haut), un objectif
de microscope x4 (EDMUND OPTICS, Micro Plan 4x), tout a droite la caméra (BASLER,
acA2040-90um) dont le capteur est dans le plan focal de I'objectif , (b) Image brute délivrée
par le dispositif (2000x2000 pixel), le champ d'observation fait 1X1 mm......c...ccceeeiiivnnenn. 86

Figure 23 : Photographies : (a) le photobioréacteur homogene hors de la caréne avec
sur le chassis (depuis le premier plan) : la caméra et son objectif, les deux volumes
réactionnels immergés dans le bain-marie, et le panneau LED diffusant le tout sur un banc
optique et de gauche a droite : le chassis, le bain thermostaté, I'alimentation électrique
réglable, l'interrupteur commandé, un générateur basse fréquence, (b) le dispositif en algues
a l'intérieur de sa caréne ouverte sur I'avant et le dessus, une partie des précédents éléments

sont placés a I'exterieur de CellIE-Ci.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiic s 88

Figure 24 : Comparaison de la distribution des longueurs de trichomes de spiruline
(obtenue sur MALVERN Morphologi G3) de deux cultures de 1 mois réalisées dans des

conditions d'agitation différentes mais issues d'un méme iNOCUIUM. ......ceeeeirriiiiiiiiiiieeeee, 90
Figure 25 : Photographie macro d'un gateau de filtration obtenu sur Biichner ........... 92

Figure 26 : Spectre sur le PAR d'un échantillon de spiruline immergé 10 min dans un
bain a ultra-son (ELMA, s60h) pour atténuer I'effet de diffusion lumineuse (cf. partie II1.2.A,
Figure 56), on attribue respectivement les trois maxima locaux a la chlorophylle-a, la

phycocyanine et a la chlorophylle-a (resp. situés a 440, 620 et 680 NM) ...........uvvvrvrrrnnnnnns 93

Figure 27 : Corrélation linéaire (R2=0,988) entre la mesure de MES et la DOsso dans le
cas de mesures faites sur le spectrophotométre. Remarque : les différents points sont obtenus

par dilutions successives d'une méme culture CONCENLIEE .......cuvveieeeerreeeeernrriireeeeeeeeeeenns 94

Figure 28 : (a) et (b) les corrélations linéaires entre les DOgso mesurés en ligne resp.

sur le pilote et le photobioréacteur homogéne (resp. R2=0,998 et R2=0.986) ..........ccvuuee.. 95

Figure 29 : comparaison du suivi en D0680 d'une méme culture réalisé sur le pilote : (a)
mesures par préléevements manuels d'échantillons et analysés au spectrophotométre de
paillasse, (b) mesures faites en ligne et aprés filtrage des données sur 30 min. Remarque :

les valeurs absolues mesurées ne sont pas les méme car le chemin optique et la largeur
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spectrale (autour de 680 nm) différent entre les deux outils. Seconde remarque : on trouve
dans les données brutes de la sous figure (b) la signature d'un capteur numérique (la
photodiode) dont la sortie est en BIT et donc réparties sur des valeurs discrétes............... 96

Figure 30 : Schéma en vue de c6té du photobioréacteur homogéene (a I'échelle) ....... 97

Figure 31 : (a) étape préalable : établir une mesure du vignetage et encrassement par
une moyenne sur cent images des cuves en eau seulement, (b) différentes étapes de
traitement d'une image pour l'obtention de la densité optique sur le photobioréacteur
homogene, (c) exemple de suivi en DOsso des deux cuves du photobioréacteur homogéne
obtenue apreés le traitement de I'ensemble des acquisitions réalisées .............cccceeeeeeeeennn. 100

Figure 32 : Photographies : (a) de I'évent du photobioréacteur pilote dans le cas de
production abondante de mousse, (b) de I'un des tubes immergés des photobioréacteurs de
paillasse ternis par de nombreux nettoyages, (c) micro-craquelures de la paroi au contact
prolongé d'une LED, on observe par ailleurs les restes d'un biofilm s'étant formé a proximité

(d) biofilms formés au voisinage des LED..........cuuuuiiiiiiiireieiiiiiiinee e e s eeeesssnnn e e s e s eeennnns 108

Figure 33 : Exemple de courbes de croissance typique obtenues sur chaque
photobioréacteur, resp. (a) photobioréacteur pilote, (b) photobioréacteur de paillasse, (c)

[o]aTo]ve] o) (o g=-Toiv=TU (gl aTo]qqToTe =] o =T 110

Figure 34 : Influence de la température sur la croissance de la biomasse uT, comparaison

entre experiences et modeéle (formule (12), R2=0,97) ..cvvvveiiiiiiireeeeerrrniinee e eeeeesesnnnnnnns 117

Figure 35 : Résultat de I'étude de l'intercorrélation entre éclairement et température,
avec : (a) en échelle de couleur : graphique du modele obtenu pour uI-T (formule (13),
R2=0,96), et I'emplacement des points expérimentaux ayant permis de l'obtenir en croix
numérotées, (b) tableau de valeurs des conditions opératoires et des vitesses de croissances

normalisées mesurées pour chacun des sept points (identique a la sous-figure ()) ......... 119

Figure 36 : Evolution de la concentration en biomasse au cours du temps lors de
plusieurs échelons de température, avec : en bleu le suivi de concentration en spiruline par
mesure de DOsso (deux points par minute + moyenne glissante sur 4 min) et en orange le

Suivi de température de 12 CURUIE. ... .coevi e e e e e e e e e e e 121

Figure 37 : Adéquation modele (formule (14), R2=0,99) et expérience pour l'influence
de la concentration en nitrate sur la croissance de la biomasse [17] ....ccoovvviviierniiinnnnennn. 123

Figure 38 : Diagramme de prédominance des différentes formes du carbone inorganique

en solution aqueuse en foNCtIoN dU PH.......iiiiiiiiiii e 125
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Figure 39 : Influence de la concentration initiale en bicarbonate sur I'activité
photosynthétique de la culture de la spiruline en fonction du pH (Numérisation de la figure 20
de C. ZArrOUK [177]) teeeueieeneiernesernssesnssssunsssssssssnsssssssssssnsssssnssssnssssnsssssnnssssnnseennnsennns 126

Figure 40 : Adéquation entre une corrélation de type loi de Monod (formule (15),
R2=0,75) et I'expérience concernant l'influence de la concentration en substrat carboné sur la

croissance de la biomasse obtenu selon de protocole de C. Zarrouk [17].....ccccevviiinnnennn 127

Figure 41 : Ecart absolu entre données et modéle en fonction de la concentration en
carbonate en solution, avec en croix bleues : I'écart entre l'activité photosynthétique
mesurée expérimentalement et calcul par la loi de Monod (formule (15)) et en tirets noirs
une corrélation linéaire passant par l'origine d'équation (R2=0,84) ..........ccceevmmmmmmmnnnnnnnnns 128

Figure 42 : (@) Données expérimentale (normalisée) issue de [17], (b) les mémes points
expérimentaux décrits par le modele de 1a [0i (16), R2=0,7....cccccvvvrririrnniiiieeeeeeeerennnnnn, 129

Figure 43 : Influence de la quantité de bicarbonate introduit initialement sur la croissance
de la biomasse puc lorsque le pH est fixé a 9,6, comparaison entre nos experiences et modele
(formule (17), R2=0,96) ..uuieeiiiieeiiiiriiiise e s e s e e erssssss e s s s s s e e e e asssaa s e s s s s e e eersaaaeeeeaeeeennnns 130

Figure 44 : Comparaison entre expérience et modele (formule (19), R2=0,99) pour la

description de l'influence de l'irradiance sur la cinétique de croissance de la spiruline....... 140

Figure 45 : Comparaison en (b) des cinétiques résultantes dans le cas d'une adaptation
instantanée de la cinétique a la lumiere en fonction de trois distributions-modeles de lumiére
(a) dans le volume présentant différents degrés de disparité (resp. d'écarts types relatifs : 0

; 0,56 et 1,02) mais possédant toutes la méme irradiance moyenne dans le volume ........ 143

Figure 46 : Comparaison de l'influence de la lumiere sur la cinétique de croissance
globale du photobioréacteur (cf. III.2) en fonction de la concentration en biomasse pour le

pilote éclairées par ses 20 sources LED a 350 pmolpar-m?-st en paroi éclairée ............... 144

Figure 47 : Comparaison en (b) des cinétiques résultantes dans le cas une adaptation
instantanée de la cinétique a la lumiére en fonction de trois signaux modéles de lumiere, en
(a), présentant différents degrés de disparité (resp. d'écarts types relatifs : 0 ; 0,71 et 1,00)
mais possédant toutes la méme irradiance moyenne dans le temps.........cccccevunnnnnnnnnnns 149

Figure 48 : Comparaison des valeurs de la variable internei relativement a un signal
periodique del en fonction du rapport entre la période p de ce signal et thio. Remarque : le

signal modeéle utilisé est une fonction créneau d'amplitude 1 et de rapport cyclique 50% . 151
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Figure 49 : Ajustement du paramétre thio=0,3 s du modele (formule (26)) sur les
données expérimentales de Xue et al [75]. Remarque : les séries faible, moyenne et forte
irradiance correspondent resp. aux graphiques (b), (c) et (d) figure 6 de l'article cité. Le
graphique (a) n'a pas été utilisé car I'évolution de la cinétique est jugée de trop faible
AMPIIEUAE. .. eeeieee e e arran 153

Figure 50 : Croissance spécifique relativement a la lumiére en fonction de la fréquence
du signal modélisé par les équations (24) et (25), pour les conditions opératoires de
I'expérience de Xue et al (resp. (a),(b),(c) et (d) de la figure 6) .......cccccurrrrrnrnnnnnnnnnnnnnnns 154

Figure 51 : (@) Valeurs expérimentales des vitesses de croissance mesurées en fonction
de la fréquence d'exposition a la lumiere dans le photobioréacteur homogene (signal créneau,
rapport cyclique 50%, Iob=208 pmolpar-m?:s?, 35°C), (b) comparaison des données normalisée
avec les valeurs précédemment extraites de la littérature [75] (resp. (b), (c) et (d) figure 6
POUE #1, #2 8 #3) 1eteeeereeeeeeeeeeeessess et ssessestssesseseasessesssessestasessessesessensasessessesesseseesens 157

Figure 52 : Exemple typique d'une courbe de croissance enregistrée dans le
photobioréacteur homogéne (signal créneau, 1Hz, rapport cyclique 50%,
I0=208 HMOIpAR'MZ*S™2, 35°%C) 1iieirrruuuuiieereereerrrnnnniseeeesreerrssnnnseesseeeersssnnsreeeeereesssnnnnnnns 158

Figure 53 : Evolution du pH dans le pilote en présence du milieu de culture seul avec un
bullage de 20L-min™ et rEGUIE @ 35°C ....iiiiieeiieieriiiie e e e e e e eererr e e e e e e e eerssar e e e e s eeensnns 166

Figure 54 : Comparaison de I'évolution du pH lors du titrage du milieu P3 a 20°C par de

I'acide chloridrique (HCI) a 2 mol-L'! obtenu expérimentalement et selon le modele (formule

Figure 55 : Comparaison entre I'expérience et le modele (formule (26)) de I'évolution du
pH lors d'un bullage prolongé du milieu de culture P3 seul a 35°C a 20 L-min d'injection de
gaz. Remarque : bien que le sens du transfert ne soit pas respecté (cf. paragraphe précédent),
la vitesse de celui-ci semble par contre CORErente. ..........uuveuuurriiriiiiiini———.. 170

Figure 56 : Photographie macro, avec : (@) un échantillon de spiruline ayant commencé
a floculé (absence prolongé d'agitation), les propriétés optiques ne sont manifestement plus
homogenes (b) un échantillon de spiruline telle qu'usuellement cultivée, il est turbide
(diffusant), (c) un échantillon de spiruline dont on a partiellement détruit les parois cellulaires
par cisaillement (ULTRA-TURAX) (dioptres responsable de la déviation de la lumiére), il

présente la méme teinte que l'autre mais avec une diffusion moins importante de la lumiére
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Figure 57 : Photographies macro illustrant en (a) le gradient de lumiere depuis une
source, en (b) le phénoméne de diffusion de la lumiere avec l'incidence d'un laser (rouge)
dans un échantillon de culture de faible €paiSSeUr..........ccceeeeeiieiiiiiiiic e, 174

Figure 58 : algorigramme de la méthode de Monte-Carlo pour le calcul des champs
(o 1 7= Ta 1= Lo/ PSP UPPP 180

Figure 59 : Illustration de I'implémentation des différents phénomenes sur un cas simple
d'une source émettant un faisceau homogene de demie angle 45° dans une géométrie de
20x20 mm, avec en : -(a) la source émet selon une nappe plane, I'nétérogénéité en lumiere
provient seulement de la dilution géométrique de la lumiére par conservation du flux -(b) le
milieu posséde une absorbance, la lumiere perd de son énergie le long de la propagation -(c)
on applique des conditions aux limites suivantes : symétrie pour y=0 ou 20 mm et réflexion
total en x=20 mm (remarque : pour la lisibilité I'ouverture du faisceau est ici réduite a 10°) -
(d) la source émet maintenant selon un cone 3D -(c) un coefficient de diffusion est appliqué
au milieu mais celle-ci est isotrope -(d) la diffusion obéit a la fonction de phase dite de Henyey-
Greenstein @aVeC g=0,9.....c..iiiiiiiiiiiii 183

Figure 60 : Schéma dans I'espace du systéeme de coordonnées utilisées dans le calcul de
la trajectoire du photon, avec : - en noir : le repere Oxyz avec u, v et w resp. les vecteurs
unitaires associées a Ox, Oy et Oz - en traits gris : les traits de construction aidant a la
lisibilité - en traits pointillés : les différentes projections dans le repere Oxyz - en rouge :
le photon, son vecteur directeur (et son représentant dans Oxyz), et en rose son nouveau
vecteur directeur aprés déviation -en violet, vert, bleu et jaune : les différents angles,

FESP. 0, @, deV] EL V2. iiuiieiriiiee s e e s s e s s e e e s s s e a s e s s srsr s e s s seasennsrnnennsrnsnnnes 187

Figure 61 : Logarithme népérien du champ d'irradiance dont les incidences ont été tirées
par une loi uniforme (@), par la loi (32) en (b). Remarque : les conditions de calcul sont

ECHIEES BN FIGUIE 59 ..uuiiieieeeiiiiiiiie e e e e e e e e eer s s e e s e e e e e eresaaa e e e s e s e eessssaaareeeeeeeeenesnnnnnnes 189

Figure 62 : Densité de probabilité de I'angle de diffusion dev1 (formule (36)) en fonction

Lo U= 1= 01 1 £ <« 192

Figure 63 : Comparaison de l'aspect de la fonction déduisant I'angle de déviation dev 1 :
- si la variable aléatoire suit une distribution cosinusoidale (i.e. composé par : f: x — cos (x))
- si la variable aléatoire est uniforme (i.e. composé par f: x — 2 -x-1) Remarque : la fonction

en question @ imMage SUF [=1 ; 1] ceuuiiiiiii e r e ean 193

Figure 64 : Logarithme népérien d'un méme champ d'irradiance en fonction de la valeur
du seuil, a savoir 10, 100, 1000 et 10000 resp. pour (@), (b), (c) et (d)......ccceeeereennnnnn. 195
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Figure 65 : Logarithme népérien d'un méme champ d'irradiance en fonction du nombre
de trajectoires de photon calculés : 10, 10%, 103, 10, 10° et 10° resp. pour (a), (b), (<), (d),
(€) Bt (F) cerniiii i 197

Figure 66 : Comparaison du niveau d'irradiance normalisée issue resp. de notre
algorithme de Monte-Carlo et d'une résolution analytique (formule (38), R2=0,997) sur un cas
SIMPIE AECTIE CimAVANT. .. e e e e 199

Figure 67 : Logarithme népérien d'un quart du champ d'irradiance selon une section
horizontale du photobioréacteur pilote éclairé par les 20 sources en fonction de la
concentration en spiruline : 0,1 g-.L%, 0,3g-L%, 0,6 g-L%, 1,0g-L% 1,4g-L? 2,0g-L?, resp.
pour (@), (B), (€), (), (€) €L (F) cvueeeeeeerereeeeeeeeeres et eees e seeeen s s seseenenenens 200

Figure 68 : Logarithme népérien du champ d'irradiance selon une section horizontale du
photobioréacteur pilote en présence de 0,5 g-L de spiruline en fonction du nombre de sources
LED utilisées : 6, 10, 16 et 20, resp. pour (@), (b), (€) et (d) ....evvvrrrrrrrrrrrniiririririininnnnns 201

Figure 69 : Densités de probabilité volumique des niveaux d'irradiances au sein du
photobioréacteur pilote en présence de plusieurs concentrations de spiruline différentes et
éclairé par la totalité des 20 sources LED délivrant 350 pmolpar-m?:s™ en parois .............. 202

Figure 70 : différentes distributions du rapport termes a termes des distributions
volumiques d'irradiance obtenues dans le photobioréacteur pilote en présence de 0,8 g-L! de

spiruline est 350 UMOlpar:M?+S™! AElIVIEE €N PAFOIS ....uvvrrrreeeeeeeeeiiiirrrrreeee e e e e e s ssnrrrreeeeeens 203

Figure 71 : Géométrie 3D du photobioréacteur pilote utilisé dans la simulation CFD,
avec : en nuances de gris les parois (a l'exception du cylindre externe, transparent, pour la
lisibilité), en bleu les zones d'injection de gaz, en rouge surface de dégazage (cf. ci-dessous),
les croix noires indiquent quant a elles la position des sondes de mesure qui seront utilisés

912 L = T UL = PP PP PPRPN 207

Figure 72 : Détails du maillage utilisé dans les simulations CFD, en (a) selon le plan

médian vertical et en (b) selon le plan médian horizontal...........ccccevveiviiieeiiiiiiiiee e, 207

Figure 73 : Acquisition optique (c6te a cote) de bulles issues de nos injecteurs (traitées

ici spécifiquement pour la Visualisation).............uuuuruuiruuuiiiii e —————————————— 211

Figure 74 : Graphique en échelle logarithmique des courbes de viscosité a 35°C de I'eau
ultrapure (ELGA, purelab ultra) du milieu de culture P3 seul et d'une culture de spiruline a une
conCentration de 1,5 GrLd i ———— 212
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Figure 75 : Graphiques en fonction du temps de simulé : (@) le taux de rétention
volumique du gaz dans I'enceinte du réacteur, (b) le débit volumique de gaz s'échappant par
la condition limite de dégazage (i.e. ciel de réacteur) .........cccccuurrrrumurrnnnneriaaae. 213

Figure 76 : Graphique en fonction du temps simulé de deux mesures de vitesses
ascensionnelles (projeté sur 0z) du liquide a mi-hauteur de réacteur a I'aplomb d'un panache
de bulle et entre deuX PANACES .......cuuiiiiiiiiii e 214

Figure 77 : Représentations graphiques de la fraction volumique locale du gaz en échelle
de couleur (-), (@) en 3D, (b) selon le plan médian Oxy et (c) selon le plan médian Oxz, pour
la simulation du photobioréacteur pilote avec une injection de 10 L-min d'air aprés 100 s

YT U1 (== 215

Figure 78 : Représentations graphiques de la vitesse ascensionnelle (selon Oz) du liquide
vzlig en échelle de couleur (m-s?), (a) selon le plan médian Oxy et (b) dans le plan médian
Oxz, pour la simulation du photobioréacteur pilote avec une injection de 10 L-min™ d'air apres

100 S SIMUIBES ..eeeeeee ettt e ettt e e st eeeee s e sea s e senssensasennsensensensensennsansennsensensennsensens 215

Figure 79 : Mesures expérimentales du profil radial (croix bleues) de vitesse
ascensionnelle du liquide vzligentre deux panaches de bulles a 220 mm au-dessus du fond et

en pointillés noirs les limites spatiales du doOmMaiNe..........ccevveeiiieeieevriiii e 216

Figure 80 (@) Graphique en fonction du temps de simulation des taux de gaz globaux,
£G, pour une gamme de débit d'injection de gaz, (b) graphique en fonction du débit d'injection
de gaz des taux volumiques de gaz globaux moyens (calculés sur les dernieres 50 s de

simulation) et la corrélation linéaire correspondante (R2=0,9999).......ccevvveeriiiiinrrrneeennnn 217

Figure 81 : (@) mesures expérimentales de la concentration en oxygene dissous au cours
du temps pour différents débits d'injections de gaz a 35°C (apres avoir purgé le liquide par un
bullage prolongé de diazote (N;) pur), (b) coefficients de transfert de matiére apparent a
I'interface liquide/gaz, kLG, mesurés expérimentalement sur le photobioréacteur pilote pour les

différents débits d'injection, et la corrélation linéaire correspondante (R?=0.997)............. 218

Figure 82 : Comparaison des temps de mélange tm obtenus expérimentalement (cuve
thermostatée a 35°C) et numériquement (dans le cas d'une simulation laminaire) et fonction
o [UIa <Y o ulla B0} =Tt (o] g INa [IXe = PP 220

Figure 83 : Représentations graphiques de la vitesse ascensionnelle (selon Oz) du liquide
vzliq en échelle de couleur (m:s') dans le plan médian Oxz, pour la simulation du
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Figure 84 : représentation 3D de la trajectoire suivie par une particule, trait plein vert,
dans le photobioréacteur pilote pendant 100s avec un bullage de 10 L-min avec en pointillés
gris les parois interne et externe de la cuve, avec en (a) le cas d’'une simulation k-g, (b) une

simulation k-£ avec le modéle de marche aléatoire et en (c) une simulation en laminaire. 224

Figure 85 : Répartitions normalisées des particules resp. pour (a) et (b) : selon le rayon
et selon la hauteur dans le réacteur, en fonction du modele hydrodynamique utilisé et sur

I'ensemble de la base de données (i.e. cumulées sur toutes les particules et tous les pas de

Figure 86 : projection sur Oxy de la superposition en trait plein noir la trajectoire de
la Figure 84.(c) et d’'un champ d'irradiance normalisé en échelle logarithmique en nuances
de couleurs (20 sources LED, 0,6 g-L! , FIQUre 67.(C)) cuurrrrrreriereiiiiiunrnnnensssssssssssnnsnnns 227

Figure 87 : Extrait du signal temporel de lumiére vue par la particule de la Figure 86
pendant 20s (photobioréacteur pilote, 0,6 g-L* de spiruline, 20 sources LED,
350 pmoIPAR:m?:st et 10 L'min™ d€ gaZ)..uueeeiiiiiiiiiiiiiiieieis e sssisinre e ssnrree e 228

Figure 88 : Comparaison des distributions des niveaux d'irradiance du champ spatial de
lumiere et celles échantillonnées par la base de données du lacher de particules

(photobioréacteur pilote, 1g-L* de spiruline, 20 sources LED, 350 pmolPAR-m?-s et 10 L-min-

Figure 89 : Convergences de la moyenne et de I'écart type normalisés des variations
d'irradiances échantillonnées par les particules au cours des 100s de simulation

(photobioréacteur pilote, 1 g-L* de spiruline, 20 sources LED, 350 pmolPAR-m?-s et 10 L-min

Figure 90 : Densités de probabilité de la moyenne d'irradiance vue par I'ensemble de la
population a chaque instant I@p et de la moyenne temporelle vue par chaque particule I@p

(photobioréacteur pilote, 1 g-L! de spiruline, 20 sources LED, 350 pmolPAR-m?-st et 10 L-min-

Figure 91 : Comparaison des cinétiques de croissance relatives a la lumiére selon les
deux hypothéses (réaction instantanée ou intégrée) qu'elles soient calculées a partir du champ
spatial de lumiére ou de la base de données du lacher de particules, resp. traits et marques
(photobioréacteur pilote, 20 sources LED, 350 HMOlpaR' MZ*S ™) ceiiieiiiiiiiiiiiiiieicceeeeeeee e, 234

Figure 92 : Représentation de linfluence de la lumiére sur la cinétique globale du
réacteur en fonction de la valeur du module T, relativement aux deux cas limite déja mis en
EVIAENCE (FIGUIE 91). . 235
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Figure 93 : Pour une particule pendant 15s (photobioréacteur pilote, 0,5 g-L! de
spiruline, 20 sources LED, 350 umolPAR:m?:s et 10 L-min™! de gaz), (@) comparaison entre
l'irradiance I@pvue par une particule arbitraire et la valeur correspondante de sa variable

interne i, (b) les croissances spécifiques correspondantes. Remarque : thio = 0 = plumip =

Figure 94 : Le module I" en fonction de la concentration en spiruline X (photobioréacteur
pilote, 20 sources LED, 10 L:min, 350 HMOlpar M?S™) weiiiiiiiiiiiiiieeee s 238

Figure 95 : Graphique représentant en croix bleues ['évolution de I' (issus des
simulations) en fonction du débit d'injection de gaz (i.e. condition d'agitation) et en pointiller
noirs la corrélation linéaire correspondante (R2=0,96), elle est utilisé dans la partie suivante
IT1.4.A dans 13 fOrmMUIE (55)..uuiiuiiii i s e a e rn e enn e 239

Figure 96 : Algorigramme du programme de simulation de la croissance biologique. 245

Figure 97 : Graphiques des courbes de croissance simulées lorsque : (a) le taux de
croissance est imposé a 1 j* avec une concentration initiale de biomasse Xo=1 g-L?, (b) le
taux de croissance tiens compte de l'influence de la température selon la loi (12) et que I'on
impose une augmentation linéaire de la température de culture entre 10 et 50°C sur deux
LT8G T s ISP 251

Figure 98 : Courbes de croissance et de substrat simulées lorsque le taux de croissance
est aussi fonction de la concentration en nitrate selon la loi (14) (avec : Xo=1 g-L?, T=35°C,
41 T= T 22 ) PSPPI 252

Figure 99 : Courbes de croissance, de substrat et de pH simulées (resp. en (a) et (b))
lorsque le taux de croissance est aussi fonction des concentrations des formes du carbone
inorganique en solution selon la loi (16) (avec : Xo=1 g-L!, T=35°C, milieu P3). Remarque :
Les trois influences regroupées (i.e. température, nitrate et forme du carbone) donne
I'expression (51) décrite en II1.4.A Ci-aVANT. ...ccvvvruiiiieieeeeeerrrriire e e e e e esrsssnr e e s eseeesenns 253

Figure 100 : Courbes de croissance, de substrat et de pH simulées (resp. En (a) et (b))
lorsque le taux de croissance obéit a la loi (51) et que I'on impose d'une régulation en pH entre
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Figure 101 : Courbes de croissance simulées lorsque le taux de croissance prend en
compte l'influence de la lumiere selon les formules (52), (53) et (54) (avec : Xo=1 et 0,01 g'L
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! resp. en (Q) et (b), T=35°C, milieu P3, [,=1000 pmolpar'm?*s, géométrie photobioréacteur
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1. Présentation du Contexte

Le présent travail a été réalisé au sein de I'équipe TIM (Transfert Interface Mélange) du
pOle SChE (Sustanaible Chemical Engineering) du LISBP (Laboratoire d'Ingénierie des Systeme
Biologique et des Procédés), actuellement TBI ( 7oulouse Biotechnology Institute). Le TBI est
une UMR (Unité Mixte de Recherche) entre I'INSA-Toulouse (Institut National des Sciences
Appliguée de Toulouse), le CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique) et I'INRA
(Institut National de la Recherche Agronomique). L'équipe a pour activité de recherche, entre
autres, I'étude : de I'hydrodynamique des réacteurs, les écoulements réactionnels, les

procédés biologiques.

Figure 1 : Photographie d’une partie des membres de I'équipe TIM (15/06/2018)

Le travail s'inscrit dans le projet PLAISIR (Production Locale d'un Aliment Immergé, Sain,
Innovant et Renouvelable), lauréat du CMI (Concours Mondial de I'Innovation) phases I et II
et financé par ce biais par BPI (Banque Publique d'Investissement) pour une durée de deux
ans. Le projet PLAISIR est animé par un consortium d'acteurs académiques et industriels :

e Alg&You (porteur de projet) : cofondé par un ancien doctorant du laboratoire
et hébergée a ses débuts au sein du campus, la jeune entreprise a/avait pour
objectif de développer et commercialiser des outils de culture de microalgues
(et plus particulierement de spiruline) destinés a l'usage particulier et

professionnel
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e SEB (Société d'Emboutissage de Bourgogne) : entreprise bien connue du
secteur du petit électroménager en France, intervient sur le développement d'un

éventuel |'appareil domestique de production de Spiruline

e Prayon : multinationale Belge du secteur des matiéres premiéres minérales
(alimentaires notamment), intervient dans la fourniture et la conception du

milieu nutritif nécessaire a la culture de la spiruline

e La Voie Bleue : association (loi 1901) qui vise a la démocratisation de la
consommation de microalgues a vocation alimentaire, via la création d'une

filiere de production et de distribution de celles-ci

o IFREMER (Institut Francais de Recherche pour I'Exploitation de la MER) : étudie
I'écophysiologie des conditions de production de la spiruline

Le projet PLAISIR a pour visée le développement et la commercialisation d'outils de culture
de spiruline, appelés photobioréacteurs (ou phytotieres dans le cadre de la communication du
projet), a échelles domestique et professionnelle. Il tentait de relever nombres de défis et
verrous sociaux, commerciaux, techniques et scientifiques. Le LISBP a pris part sur ce dernier
point en apportant des (débuts de) réponses concernant la conception du procédé de culture
de la microalgue, tant des étapes de récolte (DSP pour Down Stream Process) que de
production, tout en s'inscrivant dans une démarche académique de production et partage de
connaissances. La participation du LISBP a pris la forme de plusieurs stages, d'un post-doctorat
et d'une these. La thése (dont il est question ici) se focalise exclusivement sur la question de
I'étape de production de la spiruline. Les postulats techniques du projet concernant le
développement de photobioréacteur sont : une valorisation de la biomasse entiére (i.e. pas
d'extraction), un volume de culture clos, un éclairage artificiel, une agitation par bullage, et
une régulation en température. En se basant la-dessus, I'objectif est d'aboutir a des pistes
d'optimisation de la conception de réacteurs répondant a ce cahier des charges, idéalement
d'un outil de simulation de I'évolution de la biomasse. 1l est a signaler que le présent travail se
poursuit a travers un second projet, nommé INSPIRO, dont une nouvelle thése, avec cette fois
un regard plus global sur I'ensemble du procédé.
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2. Etat de I'Art Bibliographique

Cette partie bibliographique se veut étre une présentation de faits généraux liés a la
biomasse et aux photobioprocédés, afin d'appréhender les contextes technique et scientifique
dans lesquels se déroule I'étude. Il ne s'agit toutefois pas d'un recueil exhaustif des

informations qui seront extraites et exploitées de la littérature.
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A. Spiruline

En premier lieu, il convient de commencer par introduire la biomasse dont il est question.
Cependant, comme cela est discuté dans la partie 1.3 qui suit, I'approche adoptée dans ce
travail est essentiellement orientée vers le génie des réacteurs et non vers la biologie des
microalgues. C'est pourquoi le paragraphe concernant la biomasse se veut volontairement

succinct, contrairement par exemple au paragraphe 1.2.B traitant des photobioréacteurs.

a. Biologie

Nous étudions ici la spiruline, communément/abusivement classée comme une
microalgue. Néanmoins, cette classification comprend une trés grande diversité biologique,
[1]-[3], et n'a d'ailleurs pas de signification au sens phylogénétique, [3], [4], car elle
regroupe les cyanobactéries aussi appelées algues bleues (procaryotes), les algues brunes
(eucaryotes) et les algues vertes (apparentées aux plantes supérieures, sans non-plus
constituer un groupe phylogénétique). La spiruline, quant a elle, est une cyanobactérie, c'est-
a-dire une bactérie procaryote, asexuée et mixotrophe (i.e. capable d'assimiler du carbone
organique ou inorganique pour croitre). Les cyanobactéries constituent une part importante
de la biomasse terrestre (notamment avec prochlorococcus) et contribuent par photosynthése
a une part substantielle de la production de dioxygéene de la biosphére [2]. Par ailleurs, la
taxonomie méme de la spiruline pose probleme puisqu'elle comprend de nombreuses sous-
especes et souches dont les dénominations peuvent étre redondantes voire contradictoires
(i.e. plusieurs noms pour une spiruline ou un méme nom pour des spirulines différentes) [5].
Une problématique étant que les propriétés qui vont nous intéresser par la suite sont pour
beaucoup souche-dépendantes [6] et plus particulierement les cinétiques ; cela met alors en
guestion toute exploitation de propriétés de biomasse issues de la littérature scientifique. Dans
notre cas, spiruline (utilisé tout au long du manuscrit) est le nom vernaculaire d'Arthrospira
platensis var. Paracas. Et en toute rigueur, le genre Spirulina fait référence a d'autres

cyanobactéries, qui d'ailleurs n'ont aucune valeur nutritionnelle (car potentiellement toxiques)

[5].

Notre algue, elle, vit sous la forme de colonies filamenteuses non ramifiées, appelées
trichomes (ou simplement brins) qui sont constituées d'un chapelet de cellules indifférenciées.
La particularité de ces trichomes est leur agencement spatial en hélicoide (i.e. en forme de
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ressort) visible en Figure 2. De cet aspect spiralé lui vient le nom spiruline. La croissance de
ces colonies se fait par division cellulaire le long de celles-ci, [7]. Le brin en croissance ne
s'allonge pas indéfiniment, soit il rompt au niveau de la liaison entre deux cellules a cause des
cisaillements hydrodynamiques, soit par I'apparition d'une nécridie (seule exception a la non-
différenciation des cellules), cellule qui par sa dégradation structurelle engendre la scission du
trichome en deux, visible en Figure 3. Le brin, d'une épaisseur comprise entre 6 et 13 um, [8],
comprend usuellement quelques spires (i.e. nombre de rotation de I'hélicoide) pour une
longueur de quelques centaines de microns et est la plupart du temps discernable a I'ceil nu.
Cette description n'est toutefois pas une constante, par exemple une cellule isolée de spiruline
reste viable (cf. Figure 4) et des trichomes de plus de cinquante spires peuvent étre observés
(en l'absence totale d'agitation) pour des longueurs approchant le millimétre. Evidemment,
tous les trichomes au sein d'une méme culture ne sont pas identiques. De plus, les
caractéristiques générales de la morphologie, telles la longueur ou I'élongation des trichomes
sont variables [5], [8] avec la souche considérée. Par exemple, la spiruline de type paracas
utilisée ici est relativement allongée par rapport a une spiruline /onar, qui est une autre souche
trés répandue en algoculture, toutes deux visibles Figure 2. Mais ces caractéristiques peuvent
aussi varier avec les conditions de culture comme l'agitation, I'éclairement ou la température
(un exemple est donné plus tard en partie 11.1.B, Figure 24). Il faut noter l'existence d'un
dimorphisme [9], plus rare (non survenu pendant les trois années de I'étude), pour lequel le
brin ne possede pas sa structure tridimensionnelle classique en hélicoide et se résume donc a
une structure longiligne, appelée communément spiruline "droite". Dans certains cas, les deux
populations, droite et spiralée, peuvent coexister ou bien I'une peut apparaitre et prendre le
pas sur l'autre, sans que les mécanismes n'en soient connus. D'autre part, les trichomes sont
capables de phototaxie, c'est-a-dire d'adapter leur flottabilité via des vacuoles de gaz [5],
certainement afin de maitriser leur exposition a la lumiere qui dans un environnement naturel

provient du soleil et n'est donc disponible qu'en surface.
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Figure 2 : Observation au microscope optique de deux souches diftérentes de spiruline : (a)
Paracas, (b) Lonar. Remarque : Les deux possédent un agencement spatial en hélicoide mais
différent par leur élongation (i.e. le pas de I'hélicoide)

Figure 3 : Observation au microscope optique d'un trichome de spiruline le long duquel on
constate la présence d'une nécridie
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Figure 4 : Observation au microscope optique de la croissance des trichomes de spiruline depuis
le stade unicellulaire, pour cela on part d'une culture dont on a dissocié les cellules par ultrason
(a) observée au cours du temps, resp. a 4, 6 et 10 jours pour (b), (c) et (d). Remarque : On
constate la présence de nombreux débris cellulaires dus a une lyse partielle induite par les forts
cisaillements du bain a ultrasons.

b. Croissance

Du point de vue métabolique, deux caractéristiques sont importantes pour la suite de
I'étude : la capacité de la spiruline a réaliser la photosynthése et celle a assimiler le
bicarbonate, dont les mécanismes associés sont décrits respectivement par [2], [5], [8] et
[10]-[12]. Cela implique tout d'abord qu'elle est capable de croitre par assimilation de carbone
inorganique (autotrophie). L'énergie nécessaire a la croissance ne pouvant étre tirée de ce
substrat inorganique (degré d'oxydation maximal, thermodynamiquement stable [13]),
I'énergie alors nécessaire a la création de matiere biologique est apportée sous forme

lumineuse grace l'ionisation de photosystemes dédiés (via les pigments) et d'une chaine de
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réactions d'oxydo-réduction (photophosphorylation) permettant de convertir I'énergie captée
sous forme chimique : NADPH (réducteur) et ATP utilisable par le métabolisme. L'autre aspect
concerne la transformation du carbone issu du substrat en matiere organique grace a I'ATP et
au NADPH produit en parallele, appelé cycle de Calvin (ou phase sombre de la photosynthése).
Cette étape s'opére sur le dioxyde de carbone (CO,), néanmoins le dioxyde de carbone n'est
que faiblement présent dans I'eau et ce d'autant moins au pH basique auquel vit la spiruline
(cf. paragraphe suivant). Mais la spiruline (et les cyanobactéries en général) possede un
organite, appelé carboxysome, permettant de s'affranchir de la présence de dioxyde de
carbone dans le milieu et ainsi étre capable d'assimiler le carbone sous forme de bicarbonate
potentiellement présent en plus grande concentration (plus soluble et prédominant, comme
on le verra partie III.1), et ce bien que le cycle de Calvin s'effectue toujours sur le dioxyde de
carbone (grace a I'anhydrase carbonique). De plus, I'assimilation de carbone inorganique par
la photosynthese méne a la synthese de dioxygene (0.) qui est relargué dans le milieu par les
cellules (cf. Figure 6). Le dioxygéne en trop forte concentration entrave la croissance
biologique, processus semblable a Saccharomyces cerevisiae dont la croissance est inhibée par
I'éthanol (C;Hs;O/EtOH) qu'elle-méme produit. Bien que le cas de figure ne soit pas envisagé
dans notre étude, la spiruline est mixotrophe, c’est-a-dire qu'elle est aussi capable d'assimiler

du carbone organique pour sa croissance si le milieu lui en dispense.

Dans la nature on retrouve la spiruline dans les eaux de surface stagnantes (i.e. les lacs
et étangs) des régions chaudes et qui ont la particularité d'étre alcalines et saumatres. On
citera en exemple les lacs Tchad, Natron et Texcoco [9], [14]. La spiruline utilisée ici est

originaire du lac Paracas au Pérou mais n'y existe plus a I'état naturel.

Classiquement, le domaine de viabilité de la spiruline est donné pour des eaux entre 3
et 43°C, 20 et 40°C pour une croissance significative, avec un optimum entre 35 et 37°C [8],
[9], [15], [16]. Les milieux de culture artificielle de spiruline, milieu Zarrouk pour le plus connu
d'entre eux [17], sont donc eux aussi basiques (pH compris entre 8,4 et 11,4), salés et riches
en carbone inorganique. De plus, il leur est généralement ajouté une source d'azote, de
phosphore ainsi que des oligo-éléments pour aider la croissance biologique. Quant a l'agitation,
en milieu naturel, elle n'est due qu'aux seules actions du vent et de la convection thermique.
Pour I'exposition a la lumiére, la spiruline en environnement naturel est soumise aux cycles
nycthéméraux (alternance du jour et de la nuit) et aux variations climatiques et topologiques
(ombrage d{ aux nuages, reliefs, canopée, etc.). Il est souvent relevé une baisse de la quantité
de biomasse lors des phases nocturnes [8], [9], [14]. De méme, il existe une valeur seuil
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d'intensité lumineuse, appelée point de compensation, pour laquelle la spiruline commence a
croitre [18]. A contrario, une trop forte intensité provoque une inhibition de la croissance. Est
aussi mentionné un phénomeéne de photolimitation qui lie température du milieu et exposition
a la lumiére et selon lequel un éclairement intense est incompatible avec les températures les
plus basses et induit une dégradation de la culture. Par ailleurs, la spiruline réalise la
photosynthése en absorbant la lumiére, cette derniére n'est alors plus disponible pour les
autres cellules : il y a gradient d'intensité lumineuse suivant la direction de propagation de la
lumiére a travers la suspension de microalgues. C'est ce que I'on appelle I'auto-ombrage, cela
sera amplement étudié dans les chapitres suivants. Aux variations temporelles d'exposition a
la lumiére déja citées, cycle jour/nuit, nuages, etc., s'ajoutent celles dues aux mouvements
des trichomes dans ce méme gradient de lumiére, mouvements induits soit par le mouvement

du liquide contenant les algues, soit par I'habilité des algues a maitriser leur flottabilité.

c. Valorisation

L'intérét industriel pour la spiruline et les microalgues réside autour des différentes
valorisations possibles. Ainsi, la culture de microalgues, comme pour les bioprocédés en
général, permet d'accéder a des composés de moyenne ou haute valeur ajoutée via des
conditions réactionnelles modérées (i.e. pression, température) et économiques en intrants.
On cite en exemples la production d'antioxydants (caroténoides, phycocyanine Figure 5.(c)),
d'acide-gras polyinsaturés (DHA/oméga3), d'huile ou de protéines végétales [19]. Dés lors,
nombre d'applications s'ouvrent a la biomasse aprés extraction/raffinage : cosmétique,
pharmaceutique ou comme précurseur dans l'industrie chimique. D'autre part, les microalgues
peuvent aussi étre exploitées pour ce qu'elles permettent de dépolluer, comme la
bioremédiation ou le traitement des effluents. Cependant des conditions réactionnelles
modérées ne sont pas synonymes de colits modérés, du moins pas suffisamment pour que les
applications a basse valeur ajoutée ne soient encore envisageables, comme par exemple la
production de biocarburant (alors appelé de troisieme génération [1], [3]). Dans la méme
logique [20], l'utilisation de lumiére artificielle (décrite ci-aprés) ou d'une culture en
mixo/hétérotrophie est réservée aux productions dégageant suffisamment de valeur ajoutée
[9], [20], [21] pour permettre une rentabilité du procédé.

Dans notre cas, c'est la biomasse elle-méme qui est le produit d'intérét pour une
valorisation dans la filiere alimentaire [1], [3], [20] pour la consommation humaine. Elle fait
partie des trois microalgues autorisées sur le marché avec l'odontella (Odontella aurita) et la
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chlorelle (Chlorella vulgaris) [22]. La spiruline est la plus distribuée des trois. On peut en
mentionner une quatriéme, qui elle aussi est disponible dans le commerce : la klamath
(Aphanizomenon flos aguae), avec toutefois des mises en gardes concernant sa cytotoxicité
[23]. En raison de sa composition nutritionnelle, disponible en Annexe B, la spiruline occupe
actuellement la position de complément alimentaire, vendue sous forme déshydratée en
comprimés, gélules ou poudre/paillettes. Le projet dans lequel s'inscrit le présent travail vise
a démocratiser la consommation de spiruline, en passant du complément a l'aliment a part
entiere, exemple Figure 5.(a) et (b). La spiruline est alors positionnée comme source de
protéine végétale (~60%m), au méme titre que le soja et son dérivé le tofu. La démarche
s'appuie sur une démarcation au niveau de la distribution du produit, en passant de la forme
déshydratée/seche a la forme dite fraiche (i.e. uniquement séparée de son milieu de culture).
Cela implique un raccourcissement de la date limite de consommation (qui passe a quelques
jours, comparable a la viande ou au poisson) mais avec une nette amélioration des propriétés
gustatives comparativement a la forme seche. L'usage de la spiruline dans I'alimentation est
considéré comme prometteur, [24]-[26], car pouvant offrir a terme une source de protéines
alimentaires potentiellement plus économe en ressources (eau et énergie) que les protéines

animales, sans pour autant nécessairement devoir rentrer en concurrence avec l'agriculture

pour les terres arables [3], [20].

Figure 5 : Photographies : (a) et (b) de recettes culinaires avec de la spiruline parmi les
principaux ingrédients, (c) Phycocyanine (pigment bleu) extraite de la spiruline
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B. Photobioréacteurs

a. Caractéristiques Générales

Les bioréacteurs classiques (ex. fermenteurs) sont comparables a ce que I'on peut
trouver par ailleurs pour les procédés chimiques, a ceci pres qu'ils contiennent de la biomasse
et que leurs métrologie et dimensionnement sont adaptés a la culture de cette biomasse. En
revanche, les photobioréacteurs qui, on le rappelle, ont pour but de permettre la
photosynthése, possédent la caractéristique technique peu répandue dans lindustrie de
permettre a la lumiére d'accéder au milieu réactionnel. Cela conduit alors a avoir une (ou
plusieurs) paroi transparente ou d'étre, tout simplement, ouvert sur I'extérieur. Autre
contrainte dans le cas des photobioprocédés, le dioxygéne produit par la photosynthese est
rarement le produit d'intérét. Cela implique que I'étape de production de biomasse doit aussi
étre un procédé séparatif capable d'éliminer I'accumulation de dioxygene dans le milieu
(illustration en Figure 6) et ainsi éviter I'auto-inhibition. Pour cela, on utilise le transfert de
matiére interfacial imposé par I'équilibre des potentiels chimiques entre les deux phases,
imposant alors systématiquement la présence de gaz dans les réacteurs, que ce soit par la
présence d'une surface libre ou de bulles. Son élimination par voie chimique (ex. introduction

de sulfites) ou par perméation membranaire n'est, a notre connaissance, jamais envisagée.
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Figure 6 : Graphique montrant la pression partielle en dioxygéne dissout (a pression
atmosphérique) dans une culture de spiruline pour laquelle le bullage est arrété au bout de 48h
(photobioréacteur pilote, 20 sources, 350 pumolpar-m?-s1, 35°C, 10 L-min?). Remarque : Il s'en
est suivi un effondrement rapide de la culture (non quantifiable par le suivi en ligne du fait de la
floculation de la biomasse due a l'arrét de 1'agitation, si ce n'est a travers l'arrét de
l'accumulation de dioxygene dans le milieu)

b. Volume : Ouvert ou Fermé

Des lors, on recense une vaste typologie de photobioréacteurs, la principale
catégorisation se situant justement sur le fait que le volume soit clos (i.e. aucun contact avec
I'extérieur) ou ouvert (i.e. présente la surface libre du milieu réactionnel a I'environnement
extérieur). Ils peuvent aussi étre respectivement qualifiés d'intensifs et d'extensifs. La grande
différence entre les deux (ouvert vs. clos) est le degré de controle possible du procédé. Ainsi
les photobioréacteurs ouverts sont, pour certains d'entre eux, soumis aux conditions
climatiques telles I'évaporation due au vent, la dilution par les intempéries, les variations
saisonniere et quotidiennes de la température et de I'éclairement et sont aussi exposés aux
contaminations biologiques extérieures (ex. fientes d'oiseaux). Les photobioréacteurs clos,
eux, offrent la possibilité du controle des conditions réactionnelles (volume, température,

éclairement, etc..) et de la biomasse (dans le cas de cultures axéniques).

Les photobioréacteurs ouverts se retrouvent classiquement sous deux formes. La

premiere, le bassin (ou lagune suivant la taille) peut étre naturel ou artificiel, exemple
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Figure 7. L'autre grande catégorie de photobioréacteur ouvert est le bassin a recirculation
(artificiel), constitué d'une boucle le plus souvent en forme d'hippodrome (Raceway), et peut
parfois présenter des formes plus complexes. Pour ce qui est des photobioréacteurs clos,
I'éventail est encore plus grand avec toute I'offre que propose l'ingénierie aux services de
procédés, avec toujours cette adaptation qui consiste a avoir une ou plusieurs parois
transparentes. Mais la encore on peut distinguer deux catégories quant a la structure du
réacteur : la présence d'une recirculation ou non. Ainsi, on a d'un coté les cuves agitées, qui
peuvent étre de toute forme. Les cuves cylindriques sont les plus communes mais peuvent
étre trés diverses, les petites cultures (<1 L) sont, par exemple, réalisées en erlenmeyer avec
déflecteurs (baffle) ou sur plaque multi-puits (<1 mL). De l'autre, on a les photobioréacteurs
construits autour d'une recirculation forcée, le plus courant étant un systeme de canalisations
tubulaires. Celles-ci peuvent étre disposées horizontalement, verticalement, ou bien incliné.
On releve méme l'existence d'un photobioréacteur tubulaire hélicoidal et d'un autre torique a
section carrée [27]. Une autre géométrie possible pour le réacteur clos a recirculation est le

plan, souvent de faible épaisseur.

Figure 7 : Photographies, (a) prototype de cuve de culture de spiruline destinée a étre placée en
extérieur (Alg&You), (b) bassin de culture artisanale de spiruline sous serre ombragée
(spiruline du sud-ouest, Cintegabelle)

c. Eclairement

Tout ceci concernait seulement la géométrie des enceintes de cultures, mais il existe
aussi une grande variété de solutions pour I'éclairement du volume réactionnel. La encore, on
dissocie deux grandes familles: éclairage naturel ou artificiel. Usuellement, les
photobioréacteurs ouverts sont soumis a la lumiére solaire. Concernant les photobioréacteurs
clos : ceux a recirculation sont plus souvent exposés a une lumiére naturelle, et les cuves
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agitées a des sources artificielles. Au-dela de ces grandes tendances, le type d'éclairage n'est
pas spécifique a une catégorie de réacteurs. Ainsi, on peut rencontrer des bassins ouverts sous
éclairage artificiel (notamment pour améliorer le contr6le des parameétres opératoires et aider
a sa conception), ou des cuves agitées en extérieur soumises a l'ensoleillement, par exemple
lorsque la topologie du terrain ne permet pas la fabrication d'un bassin (typiquement un toit
ou facade d'immeuble). Ensuite, des nuances peuvent encore étre apportées. Les
photobioréacteurs exposés au soleil peuvent étre soit en extérieur soit situés dans une serre,
avec pour avantage d'offrir plus de possibilités de contréle face aux conditions climatiques,
notamment en permettant une action sur la température et sur I'éclairement de la culture (via
un ombrage volontaire) ou encore en protégeant des effets du vent et de la pluviométrie.
Quant aux sources de lumiére artificielles, plusieurs technologies existent. Les plus communes
actuellement sont les diodes électroluminescentes (LED) en raison de leur faible consommation
électrique. Leur faible voltage permet de plus une sécurité accrue en milieu humide. Ensuite,
viennent les tubes fluorescents (abusivement appelés néons) en raison de leur faible codt,
mais qui présentent cependant un spectre discontinu (due aux luminophores utilisés). Les
lampes a incandescence sont, elles, tombées en désuétude, notamment a cause de I'excés de
chaleur produit qui est néfaste aux cultures et de leur forte consommation d'électricité, mais
elles sont les seules a avoir un spectre d'émission de type corps noir comme le rayonnement
solaire. Enfin, I'usage de lampes a décharge (ex. lampe a vapeur de sodium) reste relativement
marginal malgré leur bon rendement énergétique et bien qu'elles soient utilisées par ailleurs
en horticulture (photosynthése). Ces sources de lumiere, quelles qu'elles soient, sont le plus
souvent situées en périphérie du volume de culture et rayonnent vers celui-ci a travers la paroi
extérieure (transparente) du réacteur ou de la surface libre, mais le cas de sources directement
immergées dans la culture est aussi rencontré (cf. les photobioréacteurs de paillasse que nous
avons utilisés, décris en parti II.1). De méme, il peut étre ajouté un intermédiaire pour apporter
la lumiere depuis les sources vers la culture, typiquement via des fibres optiques (ex. FODL
[28], [29]). Cela permet de découpler la conception des sources de lumiere de celle de la cuve,
élargissant donc les possibilités en matiere de géométrie. Lorsqu'une serre est utilisée, il est
possible d'opter pour une solution hybride entre éclairement naturel et artificiel permettant de
prolonger les cycles d'exposition au-dela de la durée du jour. Dans notre étude, la biomasse
est soumise a une exposition artificielle et continue, dés lors dans les cas de fluctuation de
lumieres, ne subsistent plus que celles imposées par I'agitation de la culture sauf, on le verra,
en cas de modulations volontaires de la source lumineuse. Enfin, toutes ces sources de lumiére

potentielles (naturelle comprise) possédent des spectres distincts. Or l'influence de
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I'éclairement sur la biomasse est aussi fonction du spectre [28], [30]-[32], son choix ou son
changement ne sont donc pas anodins (cf. Figure 8).
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Figure 8 : Graphique des spectres d'émission (Ocean Optics, USB2000+) de différentes sources
possibles pour 'éclairement des cultures, a savoir : soleil, tube fluorescent (visible Figure 15) ou
LED (BDL - vs-f600ww-12v-3528-10mm-2700k, visible Figure 21.(a)). Remarque : Les spectres
sont normalisés par les maxima pour une meilleure lecture

d. Agitation

On rencontre aussi tout un panel de technologies possibles pour I'agitation des cultures
dans les photobioréacteurs. La finalité de I'agitation est d'une part de garder une suspension
homogéne de microalgues en suspension, c'est-a-dire d'éviter d'éventuelles
séparations/ségrégations telle une sédimentation, flottation, floculation (i.e. formation
d'agglomérats) ou formation de biofilms, D'autre part, il s'agit aussi de renouveler la fraction
de la population biologique exposée a la lumiére lorsque le réacteur ne délivre pas une
illumination homogene sur I'ensemble de son volume (cas le plus commun) [1], [28], [33]. De
facon moins limitante cela permet également d'homogénéiser les espéces chimiques/nutritives
en solution. En conditions artificielles, I'agitation doit étre modérée, sous peine que les
cisaillements hydrodynamiques ne fassent rompre les trichomes de fagon excessive et menent

a long terme au déces de la culture.
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Trois technologies d'agitation sont possibles, [1], [34]. La premiére consiste en une
agitation mécanique. Dans le cas des photobioréacteurs sans recirculation, c'est le plus souvent
via l'immersion d'un agitateur (radial ou axial), voire d'un barreau aimanté ou d'une table
agitante pour les réacteurs de petite taille. Dans le cas d'une exploitation artisanale, I'agitation
peut aussi étre manuelle. Il est des cas ou l'agitation est d'origine naturelle, par exemple
provoquée par le vent (pour les lagunes) [9], [14], ou bien méme par la houle (bassin flottant)
[35].

Pour ce qui est des réacteurs a recirculation, cela peut prendre la forme d'un
entrainement par roue a aubes dans le cas de grands bassins ou bien encore par une hélice
marine [36]. Néanmoins lorsque I'agitation est mécanique, cela nécessite de prendre garde
aux cisaillements hydrodynamiques induits, souvent déléteres pour la biomasse. Une autre
technologie est possible : les pompes fluidiques. Lorsqu'elles sont employées, on préfere les
pompes volumétriques (i.e. qui déplacent un volume, ex. les pompes péristaltiques ou a

membrane) aux pompes cinétiques/rotatives qui sont vecteurs de cisaillements.

Et enfin, le plus couramment privilégié est une agitation par bullage de gaz, usuellement
de l'air atmosphérique. Cette solution est prédominante car les contraintes induites sont
modérées et qu'elle est souvent plus économe en énergie. De plus, la fonction du bullage est
double : en plus du mélange, il permet de désorber le dioxygene produit par la photosynthése
qui inhibe la croissance biologique pour des concentrations trop élevées, et éventuellement
aussi d'opérer une régulation du pH grace a l'injection de dioxyde de carbone (CO; a hauteur
de quelques pourcents) mélangé a I'air [17], [37], [38]. On a alors des colonnes a bulles (cf.
nos PBR, décris en II.1), ou des bassins d'aération (cf. traitement des eaux). Pour ce qui est
des réacteurs a recirculation, c'est le principe du gazosiphon (a/r/ift) qui est a 'ceuvre, a savoir
un écoulement conduit par les gradients de densités (i.e. le liquide est entrainé vers le haut
au niveau du panache de bulle car la région du volume est localement moins dense que le
reste de la culture). Des lors, les recirculations sont généralement composées d'une partie en
écoulement gravitaire (inclinaison), et d'une autre de relevage (upriser) par gazosiphon [33],
[39]. Techniquement, I'injection du gaz peut se faire au moyen d'orifices (ex. plaque perforée),
d'une membrane dont les orifices s'ouvrent avec la déformation de celle-ci ou via un media
poreux [40]. Cette derniére solution est déconseillée dans le cas de cultures biologiques en
raison du risque d'encrassement des aspérités de l'injecteur. Il faut savoir que dans les
conditions usuelles de culture de spiruline, la rhéologie de la culture est similaire a celle de
l'eau (cf. II1.3.A.), néanmoins il est mentionné qu'au-dela d'une concentration de 4 g-L! en
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spiruling, il faut s'attendre a une évolution de la rhéologie vers une plus grande viscosité et
éventuellement un comportement pseudo-plastique [14], [28] (i.e. une décroissance de la
viscosité avec l'augmentation du cisaillement) explicable par un réagencement stérique des

trichomes, comme dans le cas des polymeres).

e. Controle de la Température

Concernant la régulation en température des cultures et étant donnée la différence entre
la température ambiante et la température de culture, il s'agit généralement d'un chauffage
modéré. Pour les photobioréacteurs clos, cette chauffe est alors réalisée via l'immersion de
thermoplongeurs ou d'une canalisation dans laquelle circule un caloporteur (plus rare). Une
précaution est toutefois de mise : il faut éviter un trop fort dégagement de chaleur qui
localement pourrait étre néfaste a la biomasse (approx. 1 W-cm?). L'usage de cuves doubles
parois avec caloporteur est peu rependu étant donnée la nécessité de rester transparent pour

la transmission de la lumiére a la culture.

Une part parfois non négligeable de I'augmentation de température de la culture provient
de I'éclairement. Elle peut étre imputée a la part de rayonnement infrarouge (IR) dans le
spectre d'émission des sources lumineuses aussi bien qu'aux sources elles-mémes, avec
I'énergie qu'elles dégagent pour produire la lumiere (y compris les LED) qui peut étre transmise
a la culture, volontairement ou non. Il y a aussi une fraction du rayonnement lumineux absorbé
par la culture qui est dissipée sous forme de chaleur et qui contribue donc a I'augmentation

de température du liquide.

Les cultures situées en extérieur (réacteurs ouverts) sont, par contre, rarement
chauffées, si ce n'est passivement par I'usage d'une serre. Par contre, elles peuvent devoir
étre rafraichies I'été car une trop forte température serait fatale a la culture. A cette fin, on
procéde au moyen d'un aéroréfrigérant, soit a I'échelle de la serre lorsqu'il y en a une soit
directement par aspersion des parois du réacteur [41]. Enfin, on reléve aussi l'opportunité
d'appliquer le principe de I'économie circulaire, en récupérant I'énergie résiduelle d'effluents
industriels (via un échangeur de chaleur), par exemple depuis les fumées d'une centrale
thermique, d'une cimenterie ou d'un crématorium. Cela est aussi vrai pour la récupération du
dioxyde de carbone rejeté par ces mémes installations, pour lequel un captage est possible
(milieu de culture basique). Il peut alors servir de substrat carboné pour les microalgues [37].
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f. Conduite du Procédé

Le suivi des photobioréacteurs, abordé plus en détails en partie II.1.B, revét deux
aspects. Premiérement, celui de la biomasse consiste a minima a déterminer sa concentration,
parfois a la caractériser via une quantification de son contenu intracellulaire ou de sa
morphologie. Ces suivis autour de la biomasse sont le plus souvent réalisés par prélevement
d'un échantillon de culture. En second lieu, sont aussi fréquemment effectués des controles
de I'environnement de culture et du respect des conditions opératoires comme la température,
le pH, ou la concentration en oxygene dissous. Celles-ci, qui ne nécessitent pas de protocoles
de mesure complexes, peuvent étre opérées /in situ et en continu. Le cas échéant, il est alors
possible d'opérer des régulations respectivement par chauffage, injection de COyg) ou d'un
acide faible (ex. acide acétique) et aération du réacteur. Par contre, la complexité de la
composition des milieux de culture et la présence possible de métabolites extracellulaires
rendent difficile toute détermination des concentrations restantes en nutriments en cours de
culture [42]. On raisonne alors relativement a la croissance de la biomasse, qui via la
connaissance de la stcechiométrie de croissance permet de déduire par différence la
concentration des nutriments (discuté en partie I1.3.0). La carence en nutriments peut étre
une chose volontairement recherchée, car elle permet dans certains cas de provoquer ou
d'augmenter la production d'un métabolite d'intérét. On citera en exemple I'accumulation de
lipides par Phaeodactilum ou Nannochloropsis en privation d'azote pour la production de

biocarburant de troisieme génération [1].

Pour ce qui est de la conduite des photobioréacteurs, ils peuvent comme tout autre
procédé étre opérés de facon continue ou discontinue (batch), ou bien encore selon un
fonctionnement intermédiaire semi-continu (fed-batch) ou la soustraction de biomasse et
I'apport de nutriments sont ponctuels. Parmi les procédés continus, deux cas particuliers se
différencient : le chemostat et le turbidostat. Ils sont souvent utilisés comme outils d'analyse
des cinétiques biologiques et sont envisageables pour piloter une production industrielle. Le
premier, dit chemostat, se définit par un ajout continu de milieu neuf et d'un prélévement a
débit égal de culture. Il se caractérise par un taux de dilution, donné par le rapport entre le
débit d'entrée/sortie sur le volume de culture, a partir de quoi la connaissance de la
concentration de biomasse dans le réacteur permet de déduire une vitesse de croissance. Le
turbidostat, lui, consiste a adapter le taux de dilution pour obtenir une concentration de
biomasse cible. Pour les photobioréacteurs discontinus une politique de conduite de la culture
se démarque aussi : le régime cinétique [43], [44]. Celle-ci vise a adapter la lumiere délivrée
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a la culture avec I'augmentation progressive de la biomasse avec pour consigne qu'a chaque
instant la fraction la moins éclairée du volume le soit a la valeur du point de compensation
(pour rappel : intensité lumineuse pour laquelle la biomasse commence a croitre). La finalité
étant un usage optimal de I'énergie lumineuse : rien n'est perdu en sortant du volume, et

aucune fraction du volume n'équivaut a une croissance nulle voir négative.

g. Récolte

Apres la réalisation d'une culture de microalgues, une autre étape importante est bien
évidemment leur récolte, c'est-a-dire séparer la biomasse de son milieu afin de pouvoir la
valoriser. Bien que des études aient été réalisées sur cet aspect [45] et sont présenté en
annexe I, cela ne rentre pas dans le cadre de la présente étude et ne bénéficiera donc pas
d'un développement ultérieur. La contrainte étant essentiellement qu'il est question de
valoriser la phase minoritaire, ainsi la concentration finale des cultures de microalgue avoisine
généralement les quelques grammes par litre soit moins que 1% massique [20]. Il est alors
préférable de privilégier les valorisations possibles en voie humide et ainsi s'affranchir de cette
étape qui représente une part importante du co(t énergétique total du procédé [42]. De plus,
la matiere a extraire est fragile et est facilement détériorée par des procédés impliquant de

fortes contraintes physiques, thermiques ou chimiques.

Cependant, la encore, toute une gamme de technologies est applicable. La plus répandue
d'entre elles est la filtration frontale [46], de par sa simplicité opératoire, le colit modéré des
dispositifs requis, et sa capacité a ne pas détériorer la biomasse. Pourtant, elle possede
quelques inconvénients, ainsi faut-il par exemple traiter l'intégralité du flux (les quasi 100%
d'eau). De plus, c'est le produit d'intérét lui-méme (la biomasse) qui ralentit la séparation au
fur et a mesure qu'il est obtenu, cela est di au colmatage progressif des filtres avec la
formation du gateau de filtration (cake). Dans certains cas (non maitrisés) des exo-poly-
saccharides (EPS, ou AOM pour Algal Organic Mater) sont relargués dans le milieu et ont la
propriété d'accélérer le processus de colmatage (illustré Figure 9.(b)). On peut remarquer qu’l
est mentionné que les spirulines dites "droites" sont plus difficiles a filtrer [9]. D'un point de
vue technique, les installations les plus simples se contentent d'une filtration gravitaire
(notamment chez les spiruliniers artisanaux) en compensant la faible différence de pression
par de grandes surfaces de filtration (toile textile polymeére : polyamide, polyester) [9]. A coté
de cela, il est possible d'aider au passage de I'eau a travers le filtre et le gateau par application
d'une surpression (filtre Gautier) ou dépression (filtre Buchner), ou encore par vibration du
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media filtrant (pour ralentir le colmatage). De méme, il est possible de s'affranchir de la
formation du gateau (et de la résistance qu'il induit) par un raclage du filtre. La filtration peut

aussi étre opérée en continue (ex. filtration sur tambour rotatif).

La centrifugation est aussi utilisée, nettement plus coliteuse tant a l'investissement qu'au
fonctionnement, elle est réservée a des productions a trés haute valeur ajoutée. Autre
inconvénient, il est possible que cela endommage structurellement la biomasse (fort
cisaillement), cf. Figure 10.(b). Cependant, cela peut ne pas étre un probleme s'il est prévu
ultérieurement un raffinage de celle-ci (i.e. extraction d'un produit d'intérét particulier issue

de la microalgue). Son usage peut étre séquentiel ou continu.

Et enfin, la récolte peut étre faite par flottation [42], technologie moins répandue dans
son application a I'algoculture, mais maitrisée dans d'autres filieres comme le traitement des
effluents ou la production de minéraux (ex. métallurgie). Elle n'est pas moins prometteuse,
car son mécanisme permet de ne traiter que la phase solide (peu concentrée) et donc requiert
un apport énergétique bien moindre. En revanche, les taux de récupération de la récolte par
ce procédé sont généralement inférieurs a ceux obtenus par filtration ou centrifugation si elle
n'est pas précédée d'une étape supplémentaire : la floculation. La formation de flocs (i.e.
agglomérats) peut étre soit naturelle, on parle alors de biofloculation (ex. Figure 9.(a)), ou
induite par lintroduction d'un floculant/coagulant (classiquement des sels métalliques
d'aluminium, fer ou calcium) qui neutralise les forces électrostatiques répulsives entre les
particules de matiére en suspension. Pour une valorisation alimentaire, on préférera la
biofloculation ou l'usage d'un floculant d'origine naturel, tel le chitosan [45]. Tout comme le
colmatage lors des filtrations, la biofloculation semble étroitement lié a la présence d'exo-poly-
saccharides dans le milieu [45]. La flottation en elle-méme est obtenue par l'introduction de
fines bulles dans le milieu qui viennent emporter les flocs sur leur passage. La taille des bulles
nécessaires (de I'ordre de 50-70 pm) ne peut étre obtenue par une injection classique de gaz ;
on utilise alors la dépressurisation d'une solution préalablement comprimée a quelques bars
(flottation a air dissout : DAF). Plus rarement, de telles bulles peuvent étre produites par
électrolyse ou cisaillement mécanique. Apres flottation, la biomasse se retrouve sous forme
d'un gateau air-milieu-biomasse en surface et est simplement récupérée par

écrémage/raclage.

Une fois récoltée, elle peut alors étre valorisée, elle peut par exemple subir un broyage
(a billes) puis une extraction d'un composé intracellulaire (ex. chromatographie préparative).
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Dans le cas qui nous intéresse (valorisation pour la filiére alimentaire), la biomasse est encore
trop chargée en eau et doit encore étre pressée/essorée pour atteindre une siccité de 20%
pour sa forme "fraiche" (visible Figure 10.(a)) et ensuite séchée jusqu'a une siccité supérieure
a 90% pour sa forme "séche" et une longue durée de conservation. Il peut parfois aussi étre
envisagé de rincer la biomasse récoltée avant cette étape de valorisation afin d'éliminer le
milieu de culture résiduel (méme si celui-ci n'est pas problématique pour un usage alimentaire)

mais il faut par contre préter attention a ne pas provoquer un choc osmotique qui
endommagerait la biomasse, pour cela une solution saline peut étre utilisée.

(a)

Figure 9 : (a) Photographie de cuves MACRO contenant des échantillons de spiruline ayant bio-
floculé (a divers degrés), (b) vue au microscope optique, avec en vert les trichomes de spiruline
et en bleu les exo-poly-saccharides révélé aux bleu d'alcian (0,6%m + 1,2%m d'acide acétique)

R L dadadatd

/

Figure 10 : Photographies, (a) gdteau de spiruline apreés filtration et pressage (depuis le bassin
vu en Figure 7.(b)), (b) échantillon de spiruline aprés centrifugation et ayant relargué certains
composés intracellulaires (phycoérythrine probablement)
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h. Précautions

Viennent ensuite un certain nombre de considérations sur I'ensemble du procédé et
spécifiques a la culture de microalgues. Premierement, l'ensemble du matériel (cuve,
métrologie, récolte, etc.) utilisé doit obéir a certaines contraintes. Tout d'abord, le milieu de
culture (avec son pH élevé et la présence de sel) est corrosif [9], [42], les matériaux doivent
alors étre des métaux inoxydables (ex. acier 316L) ou non-soumis a la corrosion (ex. verre,
plastique), cela comprend aussi les joints d’étanchéité, les sondes de mesure et la visserie.
Ainsi, les parois transparentes sont souvent faites de PMMA (aussi appelé verre acrylique),
plus particulierement pour les grandes pieces, car moins cher et surtout plus facile a usiner
que le verre. Par contre, comme pour beaucoup de polymeres il peut se dégrader en cas
d'exposition prolongée aux ultra-violets (UV) [1], ce qui est donc problématique en cas d'usage
d'une lumiére naturelle pour les cultures. Le PMMA et autres matieres polyméres possedent
aussi des incompatibilités avec certain solvants (éthanol) et biocides (javel) en trop forte
concentration [47]. De méme, pour réaliser des cultures axéniques, il est souhaitable d'utiliser
des réacteurs autoclavables, ou alors des réacteurs stériles et a usage unique. Par ailleurs,
bien que peu exploités pour les applications aux photobioréacteurs, il existe des traitements
de surfaces (chimique ou physique) permettant de prévenir la formation de biofilms en parois

et avec cela une possible occultation de la lumiére préjudiciable a la croissance [48], [49].

A cela s'ajoute que dans le cas d'une valorisation alimentaire de la biomasse produite, il
faut que les matériaux soient certifiés compatibles avec le grade alimentaire, c'est-a-dire : "ne
cédant pas aux denrées des composés susceptibles de présenter un danger pour la santé"
[50], [51] et plus largement ne modifiant pas les propriétés organoleptiques de la denrée (c'est
le cas du verre et du PMMA). Idem, les composés chimiques introduits dans le milieu de culture
doivent posséder le grade alimentaire ou étre présents a certaines concentrations maximales
(dans le produit final) définies dans la Iégislation, afin que le produit final ne contienne pas
d'impuretés éventuellement dommageables pour la santé humaine (ex. métaux lourds). Il en
va de méme pour I'ensemble des intrants chimiques, comme par exemple les floculants. Il
convient aussi pour les opérateurs de respecter les précautions d'hygiéne en vigueur dans le
domaine de l'agroalimentaire [52]. Toujours relativement a la vocation alimentaire de la
production, la législation en vigueur (en France) prohibe tout usage de modifications
génétiques des microalgues (OGM), ce qui pourrait étre envisagé (comme pour l'agriculture
conventionnelle dans certains pays) pour améliorer la croissance, la quantité de certains
composés intracellulaires, ou encore faciliter I'étape de récolte. A ces fins, on s'orientera donc
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plutot vers un criblage de la trés grande variété biologique présente parmi les microalgues. De
méme, avant commercialisation, il convient de soumettre la production a des tests
microbiologiques pour valider son innocuité et déterminer sa date limite de consommation [8],
[53]-[55]. La spiruline est justement plébiscitée du fait que ses conditions de culture (alcaline
et saline) font que peu de pathogenes pour I'homme peuvent s'y développer, assurant ainsi

une forme de sécurité sanitaire [8], [9], [56].
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C. Dimensionnement

a. Exploitation des Cinétiques

La filiere des photobioprocédés représente encore une fraction négligeable de I'industrie
chimique, et présente la particularité de voir se rencontrer les extrémes en matiére de solutions
techniques [1], [57]. Ainsi, comme on a pu le voir dans le paragraphe précédent (1.2.B), il
existe une vaste gamme de moyens de productions : du simple bassin en extérieur avec méme
une part de la production revenant a l'artisanat [58], jusqu'aux développements les plus
pointus, comme la dilution contr6lée du flux de lumiére en volume (DiCoFLuV) [28], [29].
Quand bien méme les objectifs (et les contraintes correspondantes) pourraient ne pas étre les
mémes, sans doute faut-il y voir un manque de convergence des outils vers un optimum
opérationnel/industriel, sans pour autant que cela soit étonnant ou anormal étant donnée
I'apparition encore récente de la filiere. Il est a supposer que les photobioprocédés ne sont
pas encore suffisamment technologiquement maitrisés pour se faire une réelle place dans
l'industrie ou seuls les bénéfices sont vecteurs d'investissement [4], [59]. Ainsi, existe-t-il
toujours un besoin de connaissances pour aboutir a des méthodes de conception des réacteurs

avec une prédictibilité des productions, ce qui est un réel frein a I'essor de la filiere.

Comme on vient de le voir, la croissance des microalgues résulte de la combinaison de
plusieurs facteurs : la température, la composition du milieu et I'exposition a la lumiere.
Comme cela est plus longuement discuté dans la partie 1.3 qui suit, tous ont un impact sur la
biomasse et inversement. Vient alors la question de connaitre ces impacts. Or on I'a aussi vu,
les cinétiques biologiques sont souches-dépendantes et la nomenclature des souches manque
de fiabilité. Idéalement, il faut alors procéder a la mesure expérimentale systématique des
cinétiques avant toute tentative de dimensionnement prédictif d'un nouveau photobioréacteur.
De méme, il existe une grande variété de modeles (empiriques) pour décrire les résultats. I
est recensé [60] par exemple plus d'une douzaine de lois pour décrire l'influence de la
concentration des nutriments et plus d'une vingtaine de lois relatives a la lumiére ou a la
température. On reléve aussi le probléme d'ajustement des modeéles, ainsi étant donné le
nombre de parameétres présents dans certains d'entre eux, il devient difficile de les déterminer
expérimentalement avec exactitude. Parfois méme, un méme modéle contient suffisamment
de degrés de liberté (i.e. parameétres) pour décrire des comportements distincts voire
contradictoires, c'est ce que I'on appelle le sur-ajustement (over-fitting) [60].
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Quand bien méme souhaiterait-t-on utiliser les mesures issues de la littérature, les
conditions de cultures ne sont détaillées que trés rarement de facon exhaustive pour une
réexploitation quantitative [61]. Ainsi, la composition du milieu et les méthodes de régulation
sont systématiquement détaillées. Il en est tout autre de la géométrie du réacteur ou de celle
du dispositif lumineux, qui ne sont qu'exceptionnellement données. Les conditions
d'éclairement sont des paramétres significativement déterminants, ils influent sur la vitesse de
croissance finale a I'échelle de plusieurs décade [1]. Il est donc vain de vouloir comparer les
valeurs absolues de vitesse de croissance, sans la connaissance compléte de la géométrie et

de la mise en lumiére du volume réactionnel.

De méme, il n'y a pas de consensus a propos de I'unité de mesure du flux lumineux
(parametre important du dimensionnement) : W'm=2, ymolpar'm2-s et plus rarement en lux
(Ix). Remarque : PAR (ou parfois noté v) viens spécifier que I'on décompte la quantité de
photon sur une gamme appelée PAR pour Photosynthetic Active Radliation comprise entre 400
et 700 nm (et exceptionnellement sur le PUR : Photosynthetic Usable Radiation entre les
bandes 400 - 550 nm et 620 - 700 nm). Dés lors, I'extrapolation des résultats a un autre cas
de figure que celui de I'étude d'origine est hasardeuse, avec par conséquent des lois cinétiques
qui sont souvent réacteur-spécifiques. Ce probléme est encore plus criant lorsqu'il s'agit

d'effectuer un changement d'échelle pour le dimensionnement d'une installation industrielle.

b. Approche Macroscopique

Il est communément reconnu que I'éclairement est le parametre de dimensionnement
prépondérant [28], [44], [62]. La température de culture ou la composition du milieu n'en sont
pas moins des postes de dépenses importants, mais ils sont aisément évitables en tant que
paramétres limitants (chauffage et nutriments en exces). De plus I'éclairement est directement
lié a la géométrie du photobioréacteur et est donc pleinement concerné par la question des
changements d'échelle. L'approche du dimensionnement de I'éclairement consiste alors
généralement a conserver le rapport de quantité de lumiére et quantité de culture constant
lors du changement d'échelle. La quantité de lumiére étant souvent exprimée en surface de
réacteur éclairée, ce qui mene généralement au simple calcul du facteur de forme F (équation
(1)) [63]-[65] du volume de culture. Parfois méme, pour les bassins ouverts, on trouve des
raisonnements écrits en productivité surfacique (i.e. quantité de biomasse produite par unité
de temps et par superficie occupée par l'installation), c'est-a-dire indépendamment du
volume/profondeur de culture. L'augmentation de la production se faisant a travers
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I'accroissement des dimensions de la surface éclairée (a F constant). Dans le cas de sources
lumineuses immergées, le calcul se fait par conservation de la concentration volumique des
sources (i.e. quantité de sources lumineuses par unité de volume de culture). Dés lors, le
dimensionnement de la production se fait au regard du volume du photobioréacteur (sans que

sa forme ne soit importante).

(1)

™
I
<l @

Avec : F le facteur de forme du volume réactionnel, S la surface de réacteur (éclairée), V le
volume de culture

Quoi qu'il en soit, dans les deux cas, le changement d'échelle se fait par multiplication
(numbering up) d'un motif élémentaire de réacteur dont les performances sont connues a
échelle laboratoire ou pilote (et éventuellement optimisées). Ainsi, s'attend-t-on a ce que la
production d'une lagune de 20 ha soit le double d'une lagune de 10 ha, de méme pour un
réacteur tubulaire de 500 m linéique et un second de 250 m. Cependant, cela implique de
toujours étre dépendant d'un premier motif élémentaire empéchant d'aborder la conception
directe du réacteur a I'échelle finale souhaitée. Des limitations techniques peuvent apparaitre
a la multiplication de la taille d'un réacteur. Par exemple, accroitre la taille linéique d'un
réacteur tubulaire finit par poser la question de son agencement. Dans le cas d'un éclairement
solaire, les différents rateliers (rack) de canalisations peuvent s'ombrager entre eux, ce qui
pose la question d'étre ou non capable de réellement conserver les caractéristiques
d'éclairement quelle que soit la taille du réacteur. Peuvent aussi apparaitre de nouvelles
contraintes comme par exemple (toujours pour un photobioréacteur tubulaire) I'apparition de
poches de dioxygéne dans les conduites lorsque la fréquence de passage par la zone d'aération
devient trop faible. Et enfin, cette méthode ne permet une économie d'échelle que modérée,
puisqu'elle consiste en la multiplication d'un réacteur élémentaire et donc une multiplication

du coup d'investissement qui lui est lié (CAPEX, pour Capital Expenditure).

L'agitation de la culture est aussi un facteur signalé comme jouant un r6le dans les
cinétiques de croissance [29], [66] sans que le lien ne soit maitrisé puisqu'aucune corrélation
n'est proposée (a notre connaissance) pour faire le lien entre agitation et croissance. Or, il est
connu du génie de réacteur qu'il est difficile de conserver les mémes caractéristiques

d'agitation avec le changement d'échelle. Ainsi, pour que la démarche de dimensionnement
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exposée ci-avant soit valide, il faut conserver a la fois le facteur de forme F mais aussi les
caractéristiques de I'nydrodynamique, ce qui n'est pas une évidence avec l'augmentation de
I'envergure du réacteur. De méme, optimiser un photobioréacteur via F mene souvent a des
géométries planes de réacteur (i.e. grande surface éclairée pour un faible volume), de faible
épaisseur qui plus est. Cependant, les géométries confinées et anguleuses ne sont pas sans
impact sur I'écoulement de la culture dans le volume, ce qui peut conduire a I'apparition de
zones mortes avec pour conséquence une modification des conditions d'agitation et donc des
cinétiques (ex. une partie de la biomasse reste en permanence dans I'ombre). Cela peut aussi
se traduire par l'apparition de biofilms modifiant d'autant plus les conditions réactionnelles
avec une fraction de la biomasse se développant hors suspension et une diminution de la

lumiére transmise.

Quoiqu'il en soit, ceci revient a ne considérer la lumiere qu'au seul moyen de I'échelle
globale des photobioréacteurs (i.e. quantité a I'entrée du réacteur). Or, comme nous l'avons
dit, des lors qu'il y a photosynthése, il y a absorption de la lumiére et donc hétérogénéité du
volume en lumiére. On le verra (partie I1.4) l'influence de la lumiére sur la croissance n'est pas
linéaire, ce qui rend donc impossible I'évaluation de la croissance globale via la connaissance
seule de I'énergie lumineuse dissipée dans le réacteur. De la vient la dépendance du
dimensionnement par multiplication a son motif élémentaire, car pour qu'il soit valable il faut
conserver la méme forme d'hétérogénéité en lumiere dans le réacteur, c'est ce qui était
implicitement voulue avec la conservation de F Pour le dimensionnement des
photobioréacteurs, est aussi régulierement introduite la notion de profondeur optique PO,
c'est-a-dire la distance que doit parcourir la lumiere depuis la face éclairée pour que la culture
soit entierement en lumiére. PO et F sont deux grandeurs visant a caractériser la géométrie

du réacteur du point de vue de I'éclairement, sans pour autant étre strictement équivalentes.

c. Approche Locale

Pour faire en sorte que la conception du photobioréacteur devienne indépendante d'une
méme forme d'hétérogénéité en lumiére, il faut tout d'abord étre capable d'évaluer localement
I'éclairement afin de le prendre en compte par la suite, ce qui rend l'entreprise de
dimensionnement plus complexe. De méme, cela présuppose de connaitre l'impact des
différents niveaux d'éclairement sur la croissance. Par ailleurs, dans les conditions usuelles de
mélange et de croissance, les photobioréacteurs ne présentent pas d'hétérogénéité en

concentration (ex. carence ou exces locaux en nutriments). Par conséquent, l'influence de
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I'agitation ne peut s'expliquer qu'a travers les fluctuations de lumiéere induites (vu 1.2.A) (dues
au déplacement de la biomasse dans le champ non-homogéne de lumiéere présent dans la
cuve). On retrouve la description de ce phénomeéne sous le nom de Flashing Light Effect dans
la littérature [39], [67]. Dés lors, il faut aussi ajouter un aspect temporel tant aux cinétiques
qu'a I'évaluation des conditions réactionnelles. Pour ce qui est de la cinétique biologique,
plusieurs modeles sont proposés [68]-[71], Eilers et Peeters pour n'en citer qu'un, avec
néanmoins des difficultés pour mesurer expérimentalement leurs parametres [72], [73].
Concernant le calcul temporel de I'exposition a la lumiére, quelques études préexistent [36],
[74] (expérimentales et numériques), mais toutefois sans jamais que cela ne constitue une

réelle méthode de dimensionnement des photobioréacteurs.

En revanche, on note I'existence de deux cas limites possibles concernant la prise en
compte de l'agitation sur la cinétique de croissance. Baptisés comportement intégré (full-
integration) et adaptation instantanée (instantaneous adaptation) [75], [76], ils font
respectivement I'hypothese que le mécanisme de la photosynthése est soit trés lent soit tres
rapide devant celui des variations de lumiére percues par la biomasse dans le réacteur. Par la
méme, le cas d’'un comportement intégré suppose que la loi cinétique relative a la lumiére peut
s'écrire relativement a la lumiére moyenne a laquelle la biomasse est exposée. Celui d'une
adaptation instantanée suppose que chaque cellule voit sa croissance régie en chaque instant
par la lumiere du lieu ou elle se trouve. Ce qui revient soit a écrire la cinétique en fonction de
la moyenne volumique du champ de lumiere soit a faire I'intégrale du calcul de la cinétique en
chaque point du réacteur. Ceci est plus longuement discuté en partie I1.4. Il en vient une autre
approche de conception des photobioréacteurs, moins répandue, qui cherche en priorité a
intensifier les variations de lumiére pergue par la biomasse, soit en disposant les sources
lumineuses le long de la trajectoire des cellules soit en forgant ces trajectoires a passer des
zones sombre aux zones éclairées du réacteur [39], [77], [78]. La finalité étant d'augmenter
la vitesse de variation de la lumiére (du point de vue de la microalgue) et alors tirer parti de

I'effet cité ci-avant en tendant vers le comportement intégré, qui, on le verra est plus favorable.

En conclusion, la conception d'un photobioprocédé doit prendre en compte : la
température de la culture, la composition du milieu et I'exposition de la biomasse a la lumiére.
Les deux premiéeres (température et composition) ont I'avantage de ne pas étre dépendantes
de la géométrie du réacteur (@ minima dans notre cas). En revanche, comme dans tout
réacteur, la composition évolue avec |'avancement et est donc retro-couplée avec la cinétique.

Il faut donc connaitre a la fois I'effet de la composition sur la biomasse, mais aussi celui de la
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biomasse sur la composition. Ce n'est pas le cas de la température, car la croissance de la
biomasse n'est, ici, ni endothermique ni exothermique ou bien l'est de facon négligeable
comparativement aux échanges thermiques. L'exposition a la lumiére est, quant a elle, souvent
citte comme le parametre limitant des croissances photosynthétiques, une attention
particuliere doit donc y étre portée. L'éclairement du photobioréacteur dépend de la
concentration en biomasse (via I'auto-ombrage), et donc de la croissance et doit donc étre
évalué a chaque instant de la culture. De plus, I'éclairement est aussi fonction de la géométrie
du réacteur (via les gradients de lumiére) et donc spécifique a chaque dispositif. Et enfin, étant
donné l'inhomogénéité du volume en lumiére, les algues sont exposées a une intensité
lumineuse fluctuante le long de leur trajectoire (via l'agitation). Du fait de I'existence d'une
dynamique de réponse aux fluctuations de lumiére, le couplage entre le champ d'intensité et

le champ de vitesse est nécessaire pour évaluer I'impact sur la croissance.
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3. Démarche Scientifique

"En génie des procédés, la modélisation consiste en un ensemble d'équations
mathématiques construit sur la base de données expérimentales et permettant de représenter
les relations entre les sorties et les entrées du systeme." [79]. Ainsi commence le résumé de
I'article Modélisation en génie de procédés par X.M. Meyer dans lequel préfigure une grande
partie du cadre méthodologique employé dans cette étude, car il s'agit du sujet méme de ce

travail.

La question de la modélisation en bioprocédés est, au-dela méme des développements
techniques, fondamentalement complexe. La conduite de ce travail nécessite donc, tant sa
maitrise compléte est illusoire, bon nombre de restrictions, de choix, d'hypothéses, de
compromis, ce qui implique d'avoir chaque fois un peu plus de rigueur si I'on souhaite garantir
sa qualité et sa validité. Et bien que bon nombre de ces derniers soient des lieux communs
(tacites) du génie chimique, il n'en demeure pas moins nécessaire de commencer par les
énoncer. Cela est d'autant plus vrai lors des étapes de capitalisation, documentation et
transfert de la connaissance scientifique, comme ici. Ainsi, apres I'exposé de I'état de I'art et
la mise en évidence des besoins techniques, cette partie abordera la maniére par laquelle on
tente de répondre a ces besoins. Tout d'abord est exposé I'énoncé de la méthodologie générale
qui a été adoptée puis celui des choix de modélisation qui, tous deux, constituent les prérequis

nécessaires a la compréhension du travail expérimental et numérique.
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A. Méthodologie Générale

Premiérement, il faut appréhender la complexité fondamentale dont il est question dans
l'introduction de ce chapitre. Il est ici question de photobioprocédés, soit en d'autres termes
(cf. partie précédente) : un réacteur agité et éclairé mettant en jeu un systeme biologique en
suspension dans un électrolyte, c’est-a-dire pas moins de cing thématiques (i.e. le génie des
réacteurs, la chimie, la mécanique des fluides, le transfert radiatif, et la biologie), sans compter
la pratique expérimentale et les méthodes numériques aussi utilisées. Chacune faisant I'objet
d'une discipline a part entiere et méritant une étude compléete quant a leurs applications aux
photobioprocédés [16], [17], [27]-[31], [33], [38], [49], [62], [73], [80]-[84]. On comprend
donc aisément qu'il ne peut étre ici question d'aborder chacune d'entre elles de facon compléte
et approfondie. De plus, au-dela de la pluralité des disciplines entourant la modélisation des
photobioréacteurs, I'aspect multiphysique du probleme ne s'arréte pas la, car un degré de
complexité supplémentaire s'ajoute en cela qu'elles sont hautement couplées les unes aux
autres. Il s'agira donc en revanche d'une tentative de compréhension de la synergie qu'elles
peuvent avoir sur le résultat final, a savoir I'évolution de la biomasse, et ce grace a leurs mises
en ceuvre conjointes. A titre d'exemple : I'hydrodynamique a un impact sur la composition du
milieu réactionnel via le transfert entre phases, la composition impacte I'évolution de la
biomasse a travers les cinétiques réactionnelles, la biomasse elle-méme agit sur le milieu
réactionnel en consommant certaines especes et enfin le milieu réagit avec lui-méme dans des
réactions d'équilibre chimique. L'évolution de la biomasse est alors fonction, directement ou
non, de la totalité des thématiques précédemment citées, et plus encore de leurs conjugaisons
en un méme procédé. Il est alors question ici de I'étude de ces effets couplés des différents

phénomenes et non de I'étude détaillée de chacun ou de I'un d'eux en particulier.

Par ailleurs, un autre aspect important de la problématique est que I'objet central de I'étude
est une cyanobactérie (i.e. un organisme vivant), puisqu'il ne s'agit pas moins que de décrire
son évolution lorsqu'elle est exposée a telle ou telle conditions opératoires. Or, il n'est pas
réaliste de prétendre a la description compléte, exacte et rigoureuse de celle-ci. Un organisme
vivant par son immense complexité fait qu'il ne peut étre établi de modéle de connaissance
pure a son propos, car il est non-identifiable, quasiment par essence. Quasiment car il existe,
encore une fois, une discipline a part entiére qui étudie cela : les métaomiques (ex. génomique,
protéomique, transcriptomique, etc.), désignant les technologies permettant d'appréhender
dans leurs globalités les systemes biologiques complexes et dynamiques [85], grace a la
description des mécanismes internes des cellules : le métabolisme. Et I'existence de ce
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probléeme de la complexité apparente des organismes vivants, due a I'état actuel de la
connaissance, saurait sans doute étre réfutée par des développements futurs. Quoigu'il en soit
le choix a été ici fait de traiter la biomasse en tant que boite noire. Les modéles la concernant
seront donc de type empirique et enti€rement induits des observations expérimentales. De
cela découle, tout d'abord, que le champ des phénomeénes prédictibles grace aux simulations
se trouve restreint par celui des observations qui auront pu étre et ont été menées
expérimentalement, qui plus est dans le cadre technique restreint du projet. L'extrapolation a
des cas de figure différents de celui de I'étude ne peut étre qu'hypothétique, et ce d'autant
plus que la différence est grande, typiquement lors des changements d'échelles. Donc autant
que possible : "on ne cherche pas a transformer une intuition physique en une structure
mathématique, mais on cherche a forcer une structure mathématique donnée a obéir a des

observations expérimentales." [79].

Concernant l'aspect expérimental, il nous faut aussi considérer son manque de
reproductibilité. Malgré toute la bonne volonté qui a pu étre mise en ceuvre lors de la pratique
expérimentale, il y a toujours plus d'incertitudes sur le résultat issu d'un systéme biologique
que sur celui d'une réaction entre un acide et une base. Cela peut en partie s'expliquer par la
pluralité des phénoménes pouvant avoir un impact sur le résultat, et résultant donc en une
premiere difficulté dans la capacité (ou plut6t I'absence de capacité) a contrbler pleinement
les conditions opératoires. Mais le probleme réside aussi dans le type de mécanismes en jeu
(métaboliques) dans le passage des entrées aux sorties du systéme, des conditions opératoires
aux résultats observables. Ainsi sans méme aller jusqu'a parler d'une forme de "libre arbitre"
de la microalgue (cyanobactérie), la notion méme de déterminisme appliquée a un organisme
vivant peut plausiblement faire l'objet d'un questionnement. Quoi qu'il en soit, dans la pratique,

la spiruline peut sembler apparaitre comme un systéme chaotique.
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Figure 11 : Croissances comparées sur 24h de deux cultures identiques (au sens de X 'ensemble
des paramétres opératoires considérés) suivis par densité optique 3 680nm (DOss0)

On a par exemple conduit en parallele dans un méme photobioréacteur (qui sera décrit
dans le chapitre suivant), deux cultures issues d'un méme inoculum dans un méme milieu, a
une méme température, exposé a un méme éclairement et agitation. Ce sont donc les
conditions de culture les plus rigoureuses que l'on ait pu envisager et réaliser puisqu'elles
permettent semble-t-il un controle satisfaisant de l'ensemble des parameétres de culture
considérés comme ayant un impact. Méme dans de telles conditions, on a pu observer les
deux cultures croitre de maniére significativement différente, comme on peut le voir Figure
11. Cela met en évidence soit qu'il existe un parametre inconnu qui en plus des autres peut
lui aussi influencer le devenir de la biomasse et qui n'est pas identique entre ces deux cultures,
soit que le systeme n'est pas pleinement déterministe. Sans chercher a expliquer les raisons
de ce probleme il faut pour autant traiter avec et @ minima en avoir conscience. On remarquera
gu'une piste de réponse peut se trouver dans le fait que nous n'opérons pas en conditions
axéniques, la spiruline est donc systématiquement en symbiose, favorable ou non, avec
d'autres especes sans que celles-ci ne soient connues et maitrisées. Il y a la une hypothese
forte : la zoologie bactérienne de nos cultures doit étre constante, et il est ardu de la vérifier.
Mais il est parfois des cas extrémes, ou la visualisation au microscope optique révéle la

présence d'une population bactérienne différente d'ordinaire (spiruline non-incluse). On parle
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alors de "contamination", occurrences qui de plus semblent corrélées a certain cas de manque

de reproductibilité des résultats.

Figure 12 : Photographie montrant : (a) une forte population bactérienne au voisinage d'un
fragment de trichome, (b) la coexistence d'une autre bactérie filamenteuse dans la culture

Ici, ce que l'on appelle traditionnellement points aberrants ne sont pas, pour la plupart,
des erreurs commises lors de mesures mais sont bien une réalité expérimentale. Ainsi traiter
avec fait alors inévitablement intervenir le jugement de celui qui fait le modéle, ce qui est en
contradiction avec la volonté qui a été donnée précédemment, qui est d'avoir des modéles qui
ne soient rigoureusement que la description des observations. Au contraire méme, ici aucun
traitement systématique des données ne peut étre envisagé, un regard critique devant
nécessairement étre appliqué a chacune d'entre elles. On généralisera en quelques sortes les
propos de C. Chatfield a toutes nos données : "Anyone who tries to analyse a time series,
without plotting it first, is asking for trouble." [86]. De méme lorsqu'il y a un manque de
reproductibilité sur un résultat d'expérience on suppose aussi que celui qui est retenu par le
modélisateur fait bien figure de régle et non d'exception (si tant est que cela ait un sens).
Néanmoins afin d'éviter ce type de complications : une donnée n'est jamais obtenue et étudiée
individuellement mais s'inscrit toujours dans une évolution relative des résultats par rapport a
la variation d'un paramétre, tout comme la précision d'une corrélation linéaire va en
s'améliorant avec l'augmentation du nombre de points. Cependant, il demeure que deux
personnes distinctes peuvent trés bien obtenir, en toute bonne foi, deux corrélations
différentes de mémes données. Et par la méme les modeéles ne sont plus que tendances et
perdent leur potentiel a étre rigoureusement prédictifs, ainsi peut-on lire dans une publication
traitant de la modélisation des photobioprocédés : " Can we accurately predict -a priori- large-

scale process performance ? [...] Obviously the honest answer is... No." Par R. Takors [85].
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B. Choix de Modélisation

"La simulation dynamique des réacteurs biologique repose sur la modélisation d'un
nombre important de phénoméne physique et biologique couplés. Une caractéristique
prédominante est la large gamme d'échelles spatiales et temporelles impliquées. Cette
modélisation s'appuie sur l'analyse théorique des phénomeénes et, lorsque les techniques
existent, sur l'analyse de données expérimentales. Les recherches réalisées depuis deux
décennies aménent a considérer aujourd'hui qu'écoulements turbulents, transfert entre
phases, états de mélange, réaction biologique et dynamique des populations microbiennes
doivent étre considérés avec le méme intérét et, dans la mesure de moyens, simultanément."
[87]. Peut-on lire dans l'avant-propos du livre Modélisation des bioréacteurs par J. Morchain,
or c'est exactement ce que l'on tente d'entreprendre ici, nombre choix de modélisations
adoptés dans la suite de ce chapitre viennent et sont déja discutés dans celui-ci, notamment
pour ce qui est de I'approche Lagrangienne et dynamique de la biomasse. Sont ici formulés

différents choix qui sont effectués concernant la construction du modéle lui-méme.

Il s'agit tout d'abord de caractériser le systeme biologique au regard des observations
expérimentales. On usera pour cela d'une approche multi-échelle, car elle permet une
compréhension ainsi qu'une description plus fine des mécanismes en jeu, qui ne pourraient
étre pris en compte correctement, si ce n'est pas du tout, de facon macroscopique par une
vision globale des photobioréacteurs, a cause notamment du couplage des différents
phénomenes. Pour illustrer ce propos : il a été vu dans la littérature des résultats montrant
I'impact du pH du milieu de culture sur la croissance algale [17], bien que l'observation soit un
fait véridique, elle pose par contre un vrai probleme quant a son exploitation. Car le pH est
une construction humaine représentant le potentiel d'une solution a échanger des protons H*
(pH>7=acide=donneur, pH<7=basique=accepteur, cette gamme n'est vraie qu'en solution
aqueuse) a travers le logarithme de leur concentration. Et il existe une infinité de couples
acide-base (variant de nature et de concentration), donnant la méme valeur a lecture de leurs
pH. Or est-il plus probable que les cellules voient leur croissance fonction des quantités
d'espéces nutritives en solution ou alors de la capacité du milieu global a échanger des protons
H*? Sans doute les deux dans la pratique. Mais la notion de pH ne représente ici que tres
partiellement les conditions de culture, puisqu'elle n'en est qu'une conséquence. Un tel résultat
donnant l'influence du pH sur la croissance n'est alors valide que pour les conditions données
de composition du milieu de I'expérience elle-méme, et ne peuvent sortir de ce cadre et donc
étre appliqués a un autre cas de figure. C'est pour cela qu'autant que faire se peut, il est tenté
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ici de s'affranchir des grandeurs macroscopiques (intégrées a I'échelle du réacteur tout entier)

dans le calcul des cinétiques biologiques.

De plus, les photobioréacteurs étudiés n'offrent pas a priori ni a posteriori de conditions
réactionnelles homogenes sur l'ensemble de leurs volumes. Ce qui fait que les grandeurs
macroscopiques, telles la moyenne d'une concentration sur le volume du réacteur, ne sont pas

forcément représentatives de ce a quoi les cellules sont réellement exposées.

RPBR — HJ R(X(x;y;z)) - 6v )

Vper

Avec : RPBR [a croissance algale du photobioréacteur, R la vitesse locale de croissance de la
biomasse, Vpggr le volume du photobioréacteur, X1'ensemble des paramétres opératoires
utilisés pour le calcul des cinétiques, {x ; y ; z} coordonnées spatiales dans le repére Oxyz

On remarquera toutefois que cela difféere de I'approche classique des réacteurs non-idéaux
qui consiste classiquement en l'intégration sur le volume du réacteur des cinétiques évaluées
localement en ses différents volumes élémentaires (cf. équation (2)), ce qui permet donc de
ne pas recourir aux seules grandeurs macroscopiques et ainsi de prendre en compte les

hétérogénéités au sein du réacteur.

A la nécessité de tenir compte des hétérogénéités s'ajoute que les systémes biologiques
ont cela de particulier qu'ils ne sont pas instantanés. Ils sont, au moins en partie, la
conséquence de leur propre histoire de plus il faut considérer également les transferts entre
phase liquide et cellules (la biomasse étant un solide dispersé) nécessaires au métabolisme,
ce que l'on appellera par la suite dynamique biologique. Cette notion d'histoire ne peut pas
étre traitée par la seule évaluation locale des paramétres réactionnels. La détermination de la
croissance globale dans le réacteur demande I'ajout au calcul soit d'un terme temporel, soit
d'une caractérisation de I'état des cellules. Ainsi, la cinétique en un point du réacteur n'est plus
la stricte fonction des coordonnées dans I'espace mais elle est aussi fonction de I'état des
cellules qui s'y trouvent et se déplacent de proche en proche. Un méme volume élémentaire

voit sa cinétique varier au cours du temps avec les cellules qui le traversent.

La méthode adoptée ici, consistant a regarder a I'échelle des cellules ce a quoi elles sont

exposées, permet a la fois d'avoir I'effet d'éventuelles hétérogénéités, mais aussi d’observer
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l'effet temporel de I'exposition successive des cellules a ces différentes conditions. On
remarque que, si le systeme n'a pas d'effet d'histoire, alors les hétérogénéités peuvent étre
traitées simplement avec un calcul de RPBR en fonction des variables locales des paramétres
(i.e. intégrale volumique, équation (2)). S'il n'y a pas d'hétérogénéité (en espace et en temps)
alors I'éventuel effet d'histoire est invisible sur le procédé. Si l'effet existe mais que les
conditions ne varient que dans le temps, alors la cinétique peut étre traitée par une équation

écrite a I'échelle macroscopique.

Cela implique de revoir la facon d'aborder les calculs, cinétiques et la fagon de concevoir
et exploiter les expériences. Premieérement les équations ne sont plus attachées au réacteur
mais a une cellule en particulier, or cette cellule dans son individualité ne renseigne en rien ce
qu'il se passe dans le réacteur. Le calcul sur une cellule seule n'est en soi pas signifiant, et
n'est de toute fagcon qu'un cas particulier des occurrences possibles au sein d'un réacteur. I
faut alors introduire la notion de population, équation (3), notée P, c’est-a-dire une collection
de cellules sur lesquelles sont mises en ceuvre les équations des modeles. Et pour pouvoir en
tirer des conclusions sur le réacteur, il faut faire I'nypothése que cette population est
statistiquement représentative de la biomasse présente dans le réacteur. La validation de cette
hypothése sera évidemment l'objet de discussions lors de la mise en pratique. D'autre part,
bien que les termes de population et de modéles biologiques soient ici utilisés conjointement,
il ne s'agit pas pour autant d'un bilan de population, qui est une méthode consistant a décrire
une population a travers I'évolution de ses éléments (division cellulaire typiquement). Ici la
population, telle qu'elle est utilisée, n'est qu'un outil statistique pour la description de
conditions réactionnelles et n'intervient que comme argument des modéles cinétiques, ces
derniers ne sont pas directement transportés par les éléments de la population ou n'ont pas
de rétroaction sur la population. Et la mise en pratique doit elle-méme étre réfléchie, car un
compromis doit étre fait entre quantité d'information nécessaire a une correcte représentation
statistique (i.e. choix du cardinal de la population) et temps de calcul, puisqu'il est question de
faire le calcul autant de fois qu'il y a d'éléments dans la population. II s'agit donc de faire en
sorte que le calcul soit réalisable tout en contenant suffisamment d'informations pour étre

converge.
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PBR .1
RPER — Jim NZ(R“) (3)

Avec : RPBR [a croissance algale sur tout le photobioréacteur, ¢ cellule appartenant a P, N le
nombre d'éléments dans la population P, R* la vitesse de croissance de la cellule ¢,

La cinétique biologique fonction d’'un ensemble de conditions opératoires X, est écrite
comme étant le produit de fonctions normalisées y;représentant l'influence des différents

parametres, indicée i, et d'un terme p,,., [88]. Ce dernier représente la vitesse de croissance
obtenue lorsque qu'aucun des parametres n'est limitant, soit : VieX p; = 1, c'est-a-dire la

vitesse maximale de croissance de la biomasse envisageable dans des conditions données.
R = ppmax- 1_[ mi(2) (4)
i

Avec : Xl'ensemble des paramétres opératoires, p; € [0; 1] les différentes loisi décrivant
l'influence des composantes de X [88]

Cette écriture suppose que la cinétique biologique puisse effectivement étre modélisée de
cette maniere, cette hypothése est essentiellement restrictive en ce qu'elle impose une forme
unique dans I'écriture de la cinétique. Par exemple, ne peut étre pris en compte le cas de la
présence de deux substrats azotés dans le milieu qui seraient consommeés l'un apres l'autre,
comme illustré Figure 13, avec des cinétiques différentes et souvent avec un temps de latence
lors de la transition de I'un vers l'autre. De méme, pour le cas ou pourraient avoir lieu deux
cinétiques distinctes issues de deux métabolismes indépendants, régis par deux X différents,
et conditionnés par I'existence de phases diurnes et nocturnes lors de la culture. En I'état cette
structure choisie ne pourrait y répondre, toutefois d'autres solutions plus adaptées a ces cas
de figures existent et pourraient étre utilisées le cas échéant, mais sans que cela ne soit ici
nécessaire. D'autre part, cette approche a été choisie pour la simplicité de sa structure qui
permet de garder la main sur la compréhension de I'origine des résultats obtenus. De plus
cette structure correspond assez bien a la démarche qui est de vouloir ajouter des termes au
fur et @ mesure de I'amélioration progressive de la qualité du modele. On pourrait assimiler

cela a une dégénérescence d'ordre en cinétique chimique, c’est-a-dire a étre capable de dire
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"toutes choses étant égales par ailleurs". Ce qui se traduit expérimentalement par fixer tous

les paramétres sauf un. Alors, si effet il y a, il provient de celui qui a varié.
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Figure 13 : Exemple du suivi quotidien sur trois semaines de la croissance de la spiruline dans
un milieu contenant a la fois ammoniaque et nitrate et présentant un décrochement
symptomatique de ce type de milieu, ici au jour 14, 'ammoniaque a par la suite été retirée de la
composition du milieu (données Alg&You)

Ensuite il faut prendre en compte que I'on a opté pour une approche multi-échelle avec
I'objectif qui est, on le rappelle, de décrire au mieux ce a quoi la biomasse est réellement
exposée en matiere d'environnement. En ce sens le calcul des cinétiques tel qu'il est fait
traditionnellement dans la littérature n'est pas adapté, a savoir : y; = f(2), avec X I'ensemble
des paramétres opératoires déterminés a I'échelle macroscopique. Il est donc modifié pour

devenir :
u = f(Z9) (5)

Ou cette fois : £ I'environnement régnant localement (signification du @) a la position de la
celluleg, u‘f est l'influence normalisée du phénoménei sur la cellule ¢, f une fonction
arbitraire
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Et comme annoncé précédemment, la cinétique de croissance est écrite comme une
fonction des conditions réactionnelles a I'échelle de la cellule, puis I'on remonte a l'information
a I'échelle du réacteur global par convergence statistique de la moyenne sur une population

représentative P de cellules dans le réacteur :

R* = tnax Hﬂ‘iz (6)
i
1 N
RPBR = I{Iﬂloﬁ ’ Mnax * 1_[”‘: =F* )
¢= i

Avec: R® la vitesse de croissance de la cellule ¢, RPB" la croissance algale total dans le
photobioréacteur, u; l'influence normalisée du phénoméne i sur la cellule¢, N le nombre
d'éléments ¢ dans la population P, 4, 12 vitesse de croissance maximale de la biomasse, ~
représente la moyenne sur la population des ¢ de P

Les parameétres opératoires dont il est prouvé qu'ils sont homogenes sur tout le réacteur
sont vus de la méme facon par I'ensemble de la population. Comme on a déja pu le voir, il en
résulte que les termes uf qui ne sont fonction seulement de paramétres homogénes sont

identiques pour I'ensemble de la population.
Vo c X Vp eVpgr o(p) = cte = u’ = p;(cte) (8)

Avec : X est l'ensemble de paramétres opératoires, ¢ un sous ensemble de X, p des

coordonnées dans I'espace Oxyz, V pgg le volume du photobioréacteur, pu¥ la moyenne de
l'influence normalisée du phénoménei sur la population P, cte une constante

Ces termes peuvent donc étre passés en facteurs dans le calcul de la croissance globale
sur le photobioréacteur car pour chaque élément pf est égale a la moyenne ﬁf, alors notée
plus simplement y;. On verra par la suite que seul I'éclairement du photobioréacteur est
inhomogéne, et nécessite le recours a une population représentative de cellules pour

I'évaluation de son influence y; sur la cinétique biologique.
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Il n'en reste pas moins qu'aprés cette étape de modélisation des cinétiques de la spiruline
il faut encore déterminer les entrées de ces modeles, c'est I'objet du chapitre III. Toutes ne
sont pas directement accessibles, puisque non mesurées ; elles doivent donc elles-mémes faire
l'objet de modélisations et de validations. Toutes n'engendreront pas les mémes niveaux de
difficulté. La température de culture, par exemple, est parfaitement controlée et mesurable, il
n'y a pour ainsi dire pas de difficulté. La géométrie du photobioréacteur, paramétre
entierement connu, n'intervient jamais directement dans les modeles cinétiques, mais
intervient en revanche sur d'autres aspects, comme le mélange ou I'éclairement, et joue bien
en définitive un role dans la détermination de la croissance de la spiruline, sans pourtant que
ce rOle ne soit simple a interpréter. La composition du milieu joue, elle, directement sur les
cinétiques, mais n'est maitrisée qu'a l'instant initial et évolue par la suite a travers ses différents
liens avec les autres aspects, comme la biomasse ou le transfert entre phases. Il faut alors
modéliser cette évolution. On considérera le volume comme parfaitement mélangé, hypothese
qui est vérifiée dans la partie expérimentale. Ainsi température et composition ont un impact
identique sur I'ensemble de la biomasse car homogenes sur le volume, cf. équation (8). Quant
a l'éclairement du photobioréacteur, il n'est controlé qu'en sa condition aux limites de la
géométrie (i.e. le niveau d'irradiance en parois) et varie lui aussi dans le temps, a mesure que
la biomasse gagne en concentration. Il varie aussi dans I'espace pour les mémes raisons
puisqu'il y a en tout instant de la biomasse présente et donc absorption et diffusion. II faut
donc étre capable de connaitre, par modélisation, cette hétérogénéité en lumiere et ce a
plusieurs stades de la culture. Pour parachever le tout, il est constaté un effet d'histoire des
cellules concernant leur exposition a la lumiére, non-homogeéne. Les cinétiques concernant la
lumiere bénéficient alors de I'approche multi-échelle décrite en début de partie. Par ailleurs,
est implicitement supposé (et vérifié ?) qu'il n'y a pas d'effet d'histoire relativement a la
température ou a la composition du milieu. Expérimentalement, la quantification de cet effet
d'histoire requiert le controle de ce a quoi les microalgues sont exposées, pour cela on choisit
de s'affranchir de la disparité d'exposition a la lumiére de la biomasse. Est alors spécifiquement
concu un photobioréacteur suffisamment fin pour émettre I'nypothése qu'il ne présente pas
d'hétérogénéité d'éclairement sur son volume et ne garder donc que la variation temporelle et
ainsi pouvoir étudier la dynamique de la cinétique. Pour ce qui est de déterminer I'exposition
a la lumiere fournie par un photobioréacteur réel, sous-entendu non-idéal, cela sollicite deux
informations. La premiére est la connaissance du champ volumique des niveaux d'irradiances
(i.e. I'éclairement), la seconde étant la donnée temporelle. Cette derniere est obtenue par
I'étude de I'hydrodynamique du photobioréacteur, ici intervient donc l'influence de I'agitation.

Ces deux aspects sont réunis de facon Lagrangienne. Ainsi, notre population représentative P
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de cellules se traduit ici par un lacher de particules Lagrangien, dont I'objectif est
d'échantillonner les trajectoires due aux mouvements hydrodynamiques. Celles-ci sont
reportées sur les champs d'irradiance et donnent au final une collection de signaux temporels
d'irradiance vue, supposée représentative des conditions réactionnelles fournies par le
photobioréacteur en question. Eux-mémes servent d'entrée au modeéle cinétique, dont la

structure est décrite plus haut, résultant en une valeur de croissance biologique.
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4.Syntheése

Pour finir et pour mieux aborder la partie appliquée de I'étude, on procede a la synthése
de ce premier chapitre. Le travail s'inscrit, on le rappelle, dans un projet en collaboration avec
un consortium d'industriels qui se donne pour but de démocratiser la culture de microalgue
alimentaire, et plus spécifiguement de spiruline. Le présent travail intervient alors sur les outils
de production de cette Spiruline. Plus concretement, afin d'aider a la conception et a I'usage
des photobioréacteurs via la construction d'un outil de simulation, pour comprendre comment
optimiser ces deux aspects en termes de production microalgale. Au regard des briques
technologiques imposées par le projet pour les photobioréacteurs et de I'état de I'art, il est
déterminé un ensemble X de parameétres qui sont prises en compte car ayant potentiellement
un impact sur la croissance de la Spiruline et le cas échéant leurs influences sont modélisées
[60].

( la biomasse \

la géométrie du réacteur

la température de culture

2 = . e (9)
la composition du milieu
l'agitation

\ l'éclairement J

Avec : X I'ensemble des paramétres opératoires considérés dans le modéle

Cette démarche s'inscrit dans un cadre méthodologique dont on rappelle maintenant
guelques grandes lignes. On choisit d'écrire la cinétique biologique comme le produit de
l'influence des différents phénomeénes sources d'incidences sur la biomasse. En particulier, le
couplage des champs d'irradiance et des conditions d'agitation requiert une approche multi-
échelle pour sa description. L'organisation de la démarche dans son ensemble peut se

représenter par l'infographie en Figure 14 ci-apreés.
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Figure 14 : Schéma synoptique du travail réalisé

Et on conclut par le plan de I'étude ainsi résumé :

e 1. Définition du Cadre de I'Etude

Dans le premier, et présent, chapitre on s'attache a présenter le contexte de

I'étude, définir les problématiques auxquelles il va falloir répondre, expliquer le

plus précisément et exhaustivement possible la méthode, les hypothéses et le

schéma des équations employées pour y répondre

e II. Caractérisation du Systéme Biologique

Dans ce chapitre il s'agit de caractériser le plus compléetement possible le sujet

d'intérét de I'étude, a savoir le systéeme biologique : la spiruline. Cela passe par :

» La qualification de I'ensemble des phénoménes pouvant avoir un impact

sur |'évolution de la biomasse dans notre cadre technique

» La quantification de chacun de ces impacts

* La modélisation des liens entre parametres et résultats par des lois

mathématiques

Manuscrit de thése - Vincent Gernigon
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e III. Modélisation des Conditions de Culture :
Ce chapitre traite de la facon d'évaluer I'ensemble de I'environnement fourni
dans un photobioréacteur donné, sous-entendu différent de ceux (connus et
maitrisés) utilisés pour I'établir les modeéles précédents. Puis on joint les deux

briques précédentes :

= On procéde aux simulations et regarde I'évolution des modeles écrits sur
la biomasse (chapitre II), dans I'environnement opératoire d'un

photobioréacteur (chapitre III)

= On confronte ces simulations avec la réalité, grace a des résultats

expérimentaux n'ayant pas servi a évaluer les modéles

e IV. Conclusion : On finit par rappeler les grandes lignes du travail et tirer les

enseignements des différents résultats
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II. Caractérisation du Systeme Biologique

Ce chapitre II a pour vocation d'exposer le lien entre les différents parameétres
opératoires de la culture et la croissance de la spiruline. Dans la droite ligne du chapitre I on
cherche a procéder a la caractérisation du systeme biologique (la spiruline) a la maniére d'une
boite noire, c'est-a-dire sans présupposer ses mécanismes internes. Ainsi est ici étudié
expérimentalement l'effet de la variation de tous les parametres désignés selon la littérature
comme ayant une influence sur la croissance de la spiruline (relativement au contexte
technique), de maniére indépendante ou non en fonction des couplages possibles. Les données
expérimentales ainsi utilisées proviennent de plusieurs sources. Soit elles ont été directement
obtenues au cours de la these, soit par les partenaires du projet PLAISIR (Alg&You et
I'IFREMER notamment) ou bien encore elles ont été extraites de travaux publiés. Pour la
production des données au cours de cette these, trois types de photobioréacteurs ont été
utilisés, dont un conjointement avec Alg&You. Les données produites par I'IFREMER sont
obtenues sur un autre dispositif de culture, décrit par ailleurs dans la littérature [36]. On
s'attache dans un premier temps a décrire ces différents outils, a détailler la facon dont ils ont
été utilisés, c'est a dire le suivi des cultures et le protocole lui-méme. Par la suite, chacune des
influences qui ont été observées et mesurées est modélisée, c’est-a-dire que I'on tente de les
restituer le plus fidelement possible grace a des lois mathématiques. Lors de ce processus,
l'influence de la lumiére sur la biomasse, désignée comme la plus significative, a une place un
peu a part car elle exige une approche multi-échelle plus complexe que pour I'étude des autres

parametres et fait I'objet de paragraphes spécifiquement dédiés.
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1. Moyens Matériels et Méthodes

Avant-propos : Les paragraphes ci-aprés sont un état des lieux des moyens
expérimentaux opérationnels au moment de la rédaction de ce manuscrit de these, et tous
sont le fruit des trois années de ce travail de thése ainsi que des collaborations avec les
partenaires industriels bien entendu. Par exemple, ni les photobioréacteurs ni les protocoles

ne préexistaient, ils ont respectivement été concus et établis pendant la durée de cette étude.

Figure 15 : Photographie du 01/04/2016 (quatre mois apreés le début de ce travail) : (a) du
premier banc de culture de spiruline, les cuves étaient alors des ballons a fond plat de volumes
allant de 500 mL a 10 L et éclairés par des tubes fluorescents, la régulation en température
n'était pas encore mise en place et la formulation milieu était en cours (milieu "P0") (b) preuve
de concept d'un photobioréacteur a usage domestique : premiére pierre du projet PLAISIR
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A. Photobioréacteurs

Trois sortes de photobioréacteurs ont été utilisées pour un total de dix outils de cultures.
Aucun n'est un modéle commercial et tous ont été congus au LISBP (TBI) et réalisés a fagon
et/ou avec la collaboration du partenaire Alg&You. Tous trois reposent sur l'assemblage des
mémes bases et briques technologiques a savoir : une culture séquentielle (Batch) et non-
axénique, chauffée, éclairée artificiellement et agitée par bullage. Les sources lumineuses sont
des rubans de diodes électroluminescentes (LED) blanches, d'une teinte chaude (2700K) et
délivrant un faisceau de demi angle 60°. Le bullage se fait par injection d'air issu du réseau
d'air comprimé du laboratoire sous une pression de 2 bar. Seul le plus petit d'entre eux se
démarque par sa méthode de chauffage. Il est immergé dans un bain-marie tandis que les
autres posseédent des résistances chauffantes immergées (thermoplongeurs). De plus, toutes
les cuves sont faites du méme matériau, le polyméthacrylate de méthyle (PMMA) qui est un
polymere plastique d'une grande transparence dans le visible [89], [90], biocompatible, et
disponible en grade alimentaire. La principale différence entre les trois sortes réside
essentiellement sur le volume et la géométrie de I'enceinte réactionnelle. Ainsi deux sont
cylindriques, le troisieme est plan et il y a plus d'un facteur dix entre les différents volumes
réactionnels (resp. 100 L, 6 L et 150 mL). Sur un autre registre, ils ne sont pas non plus
comparables par leurs métrologies, tous n'ayant pas la méme fonction ou les mémes
contraintes de fonctionnement. Par ailleurs, I'ensemble des références matérielles égrainées

au fil du chapitre sont aussi présentes en Annexe A.
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a. Photobioréacteurs de paillasse

Figure 16 : Photographie du banc de photobioréacteurs de paillasse, en eau et en lumiere

Les premiers que I'on présente sont les photobioréacteurs de paillasse : un groupe de
sept unités réunies en un unique banc d'essai (photographie en Figure 16). Ils ont pour
vocation d'étre conduits en paralléle afin de cribler simultanément toute une gamme de
conditions opératoires. Ils possédent un volume utile de culture de 6 L contenu dans une
géométrie cylindrique a fond plat (hauteur de liquide : 237 mm, diamétre intérieur : 193 mm),
la mise en lumiére se fait par l'immersion de trois tubes (diamétre extérieur : 41 mm)
contenant chacun 1 m de ruban de LED (BDL, vs-f600ww-12v-3528-10mm-2700k) disposé de
facon a éclairer I'ensemble de la surface immergée, auxquels s'adjoint un thermoplongeur
(diamétre : 14 mm) fabriqué sur mesure (SCIENTAX, 50 W, 12 V, acier inoxydable), une canne
de bullage (diametre : 10 mm) et une sonde de température (ARDUINO, DS18B20), tous
disposés verticalement. La disposition de I'ensemble est illustrée en Figure 17. Les cuves sont
situées dans des alcoves faites en bois, afin qu'elles ne s'éclairent pas entre elles et qu'elles
ne soient pas exposées a la lumiere directe du soleil depuis la baie vitrée adjacente. Les

cultures sont donc exposées quasi-exclusivement par |'unique apport des sources LED.
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: parois transparentes (toute la hauteur)

ruban de LED (toute la hauteur de liquide)

: canne de bullage (immergée jusqu’a 1cm du fond)
: thermoplongeurs (immergé jusqu’a 1cm du fond)

: barre d’échelle 2,5cm

Figure 17 : Schéma en coupe horizontale d'un photobioréacteur de paillasse

Concernant le contrOle, ces photobioréacteurs sont en partie gérés en continu par un
couple formé d'un nano-ordinateur (RASPBERRY, pi3 - B v1.2) et d'un microcontr6leur
(ARDUINO, MEGA). La température est alors régulée en tout ou rien, et l'intensité lumineuse
en paroi imposée (apres étalonnage) par modulation de largueur d'impulsion (ou pwm pour
Pulse Width Modulation, 1 kHz). Les deux consignes sont programmables par cycle de 24H et
indépendamment pour chaque cuve. De plus, un systeme aéroréfrigérant peut étre adjoint
afin de pouvoir accéder a des régulations en température proche ou inférieure a la température
ambiante, ce qui peut étre nécessaire I'été notamment. Ce systeme se compose d'un papier
absorbant au contact de la paroi extérieure de la cuve et partiellement immergé dans une
réserve d'eau (bécher) et sur lequel souffle une ventilation mécanique forcée (ADDA,
AD1212HB-A70GL), le refroidissement est alors causé par I'évaporation endothermique de
I'eau et conduction a travers la paroi. Les valeurs de consignes ainsi que les températures
relevées sont enregistrées dans une base de données et consultables sur internet a tout instant
par I'expérimentateur sur une interface dédiée (GRAFANA). Le réglage du débit gaz se fait,
guant a lui, manuellement via 7 débitmétres dédiés (BROOKS, 2520A4A41BVBN), de méme la
régulation du niveau d'eau est manuelle et se fait grace a une jauge située sur chaque cuve
(avec le bullage arrété). Ces photobioréacteurs, de par leur nombre, ne possédent pas de
métrologies en ligne, hormis la température pour la régulation. Les mesures se font donc sur
des échantillons prélevés et analysés manuellement par I'expérimentateur (les protocoles sont

décrits dans la partie suivante).
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b. Photobioréacteur Pilote

Figure 18 : (a) rendu en 3D de la préconception assistée par ordinateur (CAO) du pilote, (b)
photographie du dispositif final en eau, avec de gauche a droite : I'ordinateur dédié a
l'acquisition de la microscopie en ligne, puis l'interface (écran, clavier, souris) de suivi et
contréle du pilote, la cuve dans son chdssis caréné ouvert par I'avant et son bac de rétention en
bas (c) photographie macro du pilote en présence de spiruline

Le deuxieme réacteur est appelé pilote, illustré en Figure 18, et il posséde Iui aussi un
volume de culture de forme cylindrique a fond plat, mais d'un volume de 100 L (846 mm de
hauteur pour 390 mm de diamétre interne), soit vingt fois celui des photobioréacteurs de
paillasse. Sa vocation n'est pas de participer en tant que tel au travail de caractérisation de la

spiruline mais de fournir des données pour vérifier (ou non) si la validité du modele global de
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photobioréacteur numérique est conservée lors d'un changement d'échelle. En cela le chapitre
III est appliqué au cas de figure du présent photobioréacteur pilote. Il est éclairé sur toute sa
hauteur par 20 rubans de LED verticaux régulierement espacés le long de sa paroi externe et
d'un tube immergé le long de I'axe central de la cuve (diamétre externe : 50 mm), il y en a
respectivement 12 et 8. La surface éclairée par les LED sur la face interne des parois fait
2,5 cm de large. Le photobioréacteur est placé a l'intérieur d'une caréne entierement fermée
et opaque, ainsi les cultures en son sein ne subissent pas la lumiére ambiante, seules les
sources LED interviennent dans I'éclairement. Le mélange par bullage se fait au travers de
trois buses cylindriques escamotables (50 mm de hauteur pour 50 mm de diamétre)
positionnées au fond de cuve, a égale distance des parois interne et externe selon un triangle
équilatéral. Ces buses liberent le gaz via leurs plaques supérieures qui sont percées de 19 trous
de 0,8 mm de diametre. De plus, la verticalité de la cuve est ajustée grace a ses quatre pieds
réglables, a I'aide d'un niveau a bulle numérique (BOSCH, DNM 60L). Le gaz injecté est évacué
de la cuve par une cheminée située sur la platine du ciel du réacteur. Cet évent est mis en
place afin d'éviter I'accumulation de condensation a l'intérieur du carénage, due a l'air chaud
et humide, qui pourrait oxyder la visserie et endommager les LED qui sont a I'air libre. Le
chauffage se fait par I'intermédiaire de deux thermoplongeurs cylindriques (hauteur : 170 mm,
diametre : 20 mm) de 100 W chacun (SCIENTAX, sur mesure : 100 W, 230V, acier
inoxydable). Ces éléments sont illustrés en Figure 21, et leur agencement montré en Figure
19.

Le contrble se fait aussi grace au méme couple nano-ordinateur/microcontroleur, et est
lui aussi programmable selon des cycles de 24 h. Cela concerne : l'intensité lumineuse délivrée
en paroi par chacun des quatre sous-groupes de rubans de LED (par moitiés intérieures et
extérieures), la température du milieu et I'activation du bullage via une électrovanne en amont.
Contrairement aux photobioréacteurs du banc d'essai, celui-ci possede une métrologie en
ligne. Celle-ci est située sur une boucle de recirculation a I'extérieur de la cuve qui est mise en
mouvement par une pompe péristaltique (MASTERFLEX, L/S + Tygon 17), comme détaillé en
Figure 20 et Figure 21. La métrologie est constituée entre autres de quatre sondes
physicochimiques commerciales (HAMILTON) mesurant : la conductivité (Conducell 4USF Arc
PG-120), le pE potentiel d'oxydo-réduction (Polilyte Plus ORP Arc 120), le pH potentiel
hydrogene (Polilyte Plus H Arc 120), le Po; dioxygene dissout (VisiFerm DO Arc 120).
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: parois transparentes (toute la hauteur)
: ruban de LED (toute la hauteur)

: bulleurs (5,5cm)

: thermoplongeurs (17cm)

: soutirages (Ocm et 5¢cm)

: barre d’échelle 5cm

Figure 19 : Schéma en coupe horizontale du photobioréacteur pilote (a I'échelle)

Elle contient aussi deux dispositifs créés a facon (resp. par Alg&You et le LISBP) : un
capteur spectrophotométrique sur cing longueurs d'ondes fixes (400, 490, 624, 680 et
770 nm), et un outil optique de visualisation microscopique (cf. Figure 22). Ces deux outils
opérent sur la culture au travers de cellules d'écoulement quadrangulaires en quartz de 1 cm?2
de section de passage (HELLMA,130-10-40). Le premier permet d'avoir un suivi de la densité
optique qui mesure la quantité de Spiruline en suspension. Le second, de pouvoir visualiser la
biomasse en continu et donc d'avoir une information visuelle/morphologique regard sur I'état
de celle-ci. Dans la continuité de ce dernier, était prévu le développement d'un programme
d'analyses d'images avec pour but d'étre capable d'extraire des visualisions les distributions
de grandeurs caractéristiques de la morphologie de la population microalgale, telles la
longueur, I'élongation ou I'épaisseur des trichomes, et leurs évolutions au cours du temps.
Malheureusement faute de temps cela ne s'est pas fait et le traitement des images acquises
reste en suspens. Ce dispositif apporte donc la preuve de concept de la possibilité de réaliser

de la microscopie en ligne ainsi que potentiellement de la cytométrie.
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Figure 20 : Schéma global du photobioréacteur pilote

Il reste un dernier capteur, la sonde de température, qui est la seule a étre positionnée
au ceeur de la cuve, cela permet une meilleure régulation. Comme pour les photobioréacteurs
de paillasse, toutes les valeurs de consignes et mesures sont enregistrées dans une base de
données consultable a distance via l'interface GRAFANA. Pour la validité des mesures obtenues
sur ce photobioréacteur, on suppose que le passage dans la boucle métrologique n'a pas
d'impact sur les mesures ou sur la cinétique de croissance de la culture (i.e. variation de
quelques degrés Celsius et éclairement différent). Pour s'en assurer, on peut comparer les
temps de séjour dans la recirculation et dans le pilote qui sont respectivement inférieur a 1 min
et supérieur a 10 h. Seule la régulation du volume de culture est manuelle, et se fait via une
graduation en paroi du niveau d'eau et d'une vanne quart de tour d'alimentation en eau

raccordée au réseau.
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Figure 21 : Détails du pilote en photographies : (a) des rubans de LED du tube central immergeé,
(b) d'un bulleur, (c) d'un thermoplongeur, (d) de la boucle métrologique avec de haut en bas : la
pompe (posée sur une étagere), les sondes physicochimiques (finition inox), le dispositif de
microscopie en ligne (le long d’'un profilé) et le spectrophotométre (juste en dessous)

Figure 22 : Photographies : (a) dispositif de microscopie en ligne avec de gauche a droite : une
source de lumiére LED (scotch vert vierge), une lentille divergente (au niveau de la bague de
serrage), la cellule d'écoulement ou circule la Spiruline (de bas en haut), un objectif de
microscope x4 (EDMUND OPTICS, Micro Plan 4x), tout a droite la caméra (BASLER, acA2040-
90um) dont le capteur est dans le plan focal de I'objectif, (b) Image brute délivrée par le
dispositif (2000x2000 pixel), le champ d'observation fait 1x1 mm

c. Photobioréacteur Homogéne

Dernier photobioréacteur, aussi le dernier en date : le photobioréacteur dit homogene.
Comme son nom l'indique, il a pour objectif de fournir des conditions de culture homogénes
et connues, permettant ainsi de s'affranchir des disparités de conditions réactionnelles percues
au sein de la population biologique, et donc d'accéder a de nouvelles possibilités de
caractérisation de la biomasse pour une approche multi-échelle. Plus concrétement, sa

géométrie vise a s'affranchir le plus possible des variations spatiales de I'éclairement, en plus
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de I'nomogénéité en concentration (via le mélange) déja présent dans les autres
photobioréacteurs. Sa vocation premiére étant d'étudier la réponse des microalgues aux
variations de lumiéere, d'ou la nécessité de maitriser I'éclairement. Des dispositifs semblables
existent dans la littérature [75]. Encore une fois, il constitue aussi un changement d'échelle
par rapport au photobioréacteur de paillasse car il possede deux volumes de culture de
150 mL, soit quarante fois plus petits.

Il comporte deux cuves planes adjacentes a fond triangulaire a 90° (pour éviter les zones
mortes) de 10 mm d'épaisseur pour 100 mm de large. Entre ces deux cuves de culture se
trouve aussi un troisieme volume de 10 mm de large, celui-ci servira de référence lors de la
mesure de densité optique détaillé un peu plus tard. La chauffe se fait, cette fois-ci, grace a
I'immersion du photobioréacteur dans un bain-marie circulant. L'agitation s'opére par l'injection
de trains de bulles par les deux fonds de cuve, I'air est préalablement filtré avant injection (3M
- lifeassure 70357 pfs020). L'éclairement est réalisé au travers d'une des deux faces du
photobioréacteur grace un panneau LED diffusant (PHLOX, ledW-BL-40x200xSLLUB-Q-IR-24).
Encore une fois les volumes réactionnels sont placés dans une caréne opaque pour ne pas étre
exposés a la lumiere ambiante. Comme pour le pilote on évite aussi l'accumulation de
condensation, pour cela est utilisée une ventilation mécanique forcée (SUNON, EEC0381B1-
000U-A99).

Ici par contre, nul automatisme programmé, la température du bain réglée en fonction
d'un thermometre a immersion (H-B, ENVIRO SAFE S20110) et régulée par le bain thermostaté
(LAUDA, Thermostat K2) faisant circuler de l'eau permutée dans le bain-marie. Les
températures des cultures elles-mémes sont ponctuellement suivies grace a un thermomeétre
digital a sonde déportée (HANNA, checktemp1) inséré par I'évent en ciel de cuve. Le niveau
d'eau est ajusté manuellement grace a une jauge en paroi. L'irradiance délivrée est réglée via
la tension de sortie de l'alimentation électrique variable (ALC, ALF2902M). Celle-ci a la
particularité d'étre reliée au panneau LED via un interrupteur commandé (DATA REPEATER,
RP310) dont la consigne est produite par un générateur basses fréquences (GBF) (RS, AFG-
21225). Ceci permet de choisir la fréquence du signal lumineux auquel sont soumises les
algues, et ce dans le but d'étudier spécifiquement la dynamique de l'influence de la lumiere.
La forme du signal a été vérifiée (les temps de monté et descente sont négligeables face aux
fréquences étudiées).
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De plus, il permet un suivi optimal de la croissance grace une mesure en ligne de la
densité optique par un dispositif optique original, décrit dans la partie suivante. Deés lors qu'une
absorbance est mesurée (non nulle), c'est qu'il y a atténuation du flux lumineux a la traversée
de la culture, I'hypothése d'un éclairement identique sur I'ensemble du volume n'est donc
jamais rigoureusement respectée. Par exemple, une densité optique d'une valeur de 0,1
(approximativement le point initial d'une culture) équivaut déja a une variation de 25% de
I'éclairement sur I'épaisseur du réacteur. Mais on suppose tout de méme cela acceptable, au
regard des deux autres photobioréacteurs ou l'atténuation est totale et pour lesquelles une

fraction du volume n'est tout simplement pas éclairée.

Figure 23 : Photographies : (a) le photobioréacteur homogéene hors de la caréne avec sur le
chdssis (depuis le premier plan) : la caméra et son objectit, les deux volumes réactionnels
immergés dans le bain-marie, et le panneau LED diffusant le tout sur un banc optique et de
gauche a droite : le chassis, le bain thermostaté, I'alimentation électrique réglable, l'interrupteur
commandé, un générateur basse fréquence, (b) le dispositif en algues a l'intérieur de sa caréne
ouverte sur l'avant et le dessus, une partie des précédents éléments sont placés a l'extérieur de
celle-ci
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B. Métrologie

a. Choix du Suivi de la Quantité de Biomasse

L'objectif est ici d'obtenir une quantification de la biomasse en fonction de tout un jeu
de conditions opératoires possibles, et ce au cours du temps puisqu'il s'agit de quantifier les
cinétiques résultantes. Cependant, comme il a été dit dans I'état de I'art, un grand nombre
d'aspects peuvent étre quantifiés a propos de la biomasse, par exemple : la concentration
totale, des concentrations intracellulaires (pigments, lipides, vitamines, etc.) ou méme encore
la morphologie. Les éléments qui sont caractérisés et suivis définissent ce sur quoi les modéles
sont écrits et donc ce que I'on va pouvoir simuler et potentiellement chercher a optimiser par
la suite. Or, il se trouve que dans le contexte de I'étude, c'est la spiruline en tant que telle qui
est valorisée, et non pas la production d'un métabolite d'intérét particulier, comme par exemple
un lipide (ex. biocarburant de troisi€me génération). On a donc cherché en priorité a mettre
en place une instrumentation qui permette le suivi de sa concentration ou de sa croissance.
D'autre part, ce n'est pas parce que les modeles ne cherchent a décrire que la croissance
biologique seule que des mesures autres que la concentration de biomasse n'ont pas été
réalisées. Ainsi, d'autres mesures sont nécessaires pour le contréle des conditions opératoires,
comme celle de la température ou bien du pH. Par exemple le pH est monitoré en ligne sur le
pilote mais peut aussi étre mesuré si nécessaire sur les autres cuves par prélevement et
analyse (TUV, PH539). Néanmoins, les mesures de température et de pH ne prétent pas a
discussion tant elles sont connues et maitrisées. D'autres mesures ont, elles, été mises en
place a titre exploratoire, afin de mettre en évidence si d'autres types de suivi de culture
pouvaient s'avérer pertinents dans notre contexte. C'est le cas du pilote ou les sondes de
conductivité et de potentiel d'oxydoréduction n'ont jamais semblé montrer de résultats
significatifs, quand ceux provenant de la sonde a oxygene peuvent se trouver corrélés avec
une dégradation qualitative des cultures (formation d'agglomérats et/ou augmentation de la
charge bactérienne).

Pour en revenir a la biomasse, il existe la aussi plusieurs moyens de réaliser son suivi,
qu'il a d'abord fallu discriminer [2], [31], [42]. Ainsi le dénombrement cellulaire, classique en
microbiologie, n'est pas une mesure adaptée a notre biomasse qui se trouve sous la forme de
trichomes, a savoir de chapelets de cellules indifférenciées et difficilement discernables par les
méthodes de microscopie optique classique. De plus, les trichomes en question ne sont pas
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constants en longueur et ne peuvent donc constituer une unité de mesure, comme montré en
Figure 24. C'est d'ailleurs la raison qui nous a poussés, sur le pilote, a concevoir un dispositif
d'observation en ligne de la morphologie de la population. De méme, la mesure par disque de
Secchi est jugée trop imprécise et d'autres n'ont tout simplement pas été envisagées, comme
celles basées sur la mesure de I'activité photosynthétique ou sur la permittivité diélectrique
des cellules. Au final, ce sont les deux techniques simples et courantes qui ont été choisies
pour le suivi des concentrations en biomasse, a savoir : la mesure de matiere biologique seche

et de la densité optique de la culture.
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Figure 24 : Comparaison de la distribution des longueurs de trichomes de spiruline (obtenue sur
MALVERN Morphologi G3) de deux cultures de 1 mois réalisées dans des conditions d'agitation
diftérentes mais issues d'un méme inoculum.

b. Mesure de ma Matiére en Suspension

Le premier suivi possible de la biomasse est donc la mesure de matiére en suspension

(notée MES), en voici le protocole [91] :
e Prélevement a la pipette jaugée d'un échantillon d'un volume connu (50 ml en

général)
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e Filtration frontale par dépression (VACCUMBRAND, ME1) avec un Biichner sur
filtre @ 0,45 um (WATTMAN, GF6) préalablement séché 24 h a I'étuve 105°C
(MEMMERT, ULM500) et pesé (SARTORIUS ED2242), illustration en Figure 25

e Séchage du filtre et du gateau formé de la méme fagon
e Pesée du filtre avec son gateau
e Obtention de la valeur par application de la formule (10)

e Remarque : Le transport du filtre séché (avant ou apreés filtration) entre I'étuve
et la balance se fait au moyen d'un dessiccateur a gel de silice

mfiltre+géteau de filtration — mfiltre
X = (10)

Véchantillon

Avec : X Ia concentration en spiruline de I'échantillon (g - L™1), m, la masse de x (g), V. le
volume x (L)

On prendra garde a l'abus de langage fréquent qui consiste a qualifier ce protocole de
"matiére séche", or rigoureusement une mesure de matiere séche se fait par séchage d'un
échantillon sans que celui-ci ne soit filtré. Une matiere séche rend donc compte de l'intégralité
des especes en solution, or une telle mesure ne serait pas pertinente car en solution on trouve
a la fois les espéces nutritives et la biomasse elle-méme. Par bilan de matiéres sur le volume
réactionnel, I'évolution de la matiére seche ne peut étre due qu'au transfert seul (a l'interface
avec le gaz de bullage) et non a la croissance biologique. L'étape de filtration permet justement
de ne retenir et mesurer que la phase biologique. Autre remarque : Le volume filtré se trouve
souvent ajusté, car le gateau de filtration peut colmater le filtre de sorte que la mesure serait
impossible sans revoir le volume a la baisse. Pour tenter de compenser ces défaillances dans
le protocole, les mesures de matiere en suspension sont systématiquement faites en dupliquas.
De méme, il faudrait normalement rincer le gateau de filtration a I'eau distillée et refiltrer afin
d'évacuer les derniers éléments nutritifs présents dans le liquide interstitiel du gateau, mais
cela est rendu impossible pour ces mémes raisons de colmatage. D'un point de vue pratique
cette mesure n'est pas idéale car elle nécessite une anticipation de la mesure (séchage
préalable du filtre), elle est chronophage (en cas de colmatage) et ne fournit le résultat
qu'aprées un délai de 24 h (séchage du gateau). D'autre part, on suppose que la mesure n'altere
pas sensiblement la culture car les volumes prélevés sont négligeables par rapport a celui de
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la culture, le volume global donc quasiment inchangé (i.e. <1% pour les photobioréacteurs du
banc, et <1%o pour le pilote). Ce n'est par contre pas le cas sur le photobioréacteur homogéne
d'un volume de seulement 150 mL. On ne peut donc procéder a la mesure sur ce dernier, du
moins tant qu'une culture est en cours. En revanche, on a Vérifié la validité des mesures
optiques (décrites ci-apres) par comparaison a la mesure de matiére en suspension sur des
échantillons tests. Enfin, il faut prendre garde a l'interprétation de cette mesure car elle résulte
tout de méme de l'ensemble de la phase biologique, et non exclusivement de la spiruline
(culture non axénique). Ainsi, une efflorescence bactérienne résultera en une augmentation
de la valeur obtenue méme si la spiruline ne croit pas ou ne croit pas autant que la mesure.

Elle n'est donc pas un indice fiable de la croissance, stricto sensu, de la spiruline.

Figure 25 : Photographie macro d'un giteau de filtration obtenu sur Biichner

c. Mesure de la Densité Optique

Le second suivi de la biomasse réalisé se fait par mesure de la densité optique de la
culture [29], [92]. 1l s'agit d'une mesure de la variation d'intensité lumineuse d'un faisceau de
longueur d'onde choisie au passage d'un échantillon de géométrie connue. La grandeur
obtenue est un nombre adimensionnel, calculé selon la formule (11). Cette mesure, si elle est
opérée sur une gamme continue de longueurs d'ondes, constitue le spectre d'absorption de la
culture. Dans la pratique la mesure se fait sur une longueur d'onde discréte judicieusement
choisie, en général elle correspond a un maximum local du spectre, typiquement le pic
caractéristique d'un pigment. Pour I'étude il a été choisi, arbitrairement, celui de la

chlorophylle-a, situé a 680 nm. On la note DOsss. Mais on aurait tout aussi bien pu regarder

92
Manuscrit de thése - Vincent Gernigon



II. Caractérisation du Systéme Biologique

les longueurs d'ondes des pics attribués a la chlorophylle-b ou a la phycocyanine,
respectivement a 490 et 624 nm, d'ailleurs présentes sur le module spectrophotométrique du
pilote. Le spectre est présenté en Figure 26. De plus sauf cas particulier, la présence de
chlorophylle dans la culture est exclusivement due a la spiruline, et permet donc de suivre

uniguement cette derniére, contrairement a la mesure de matiére en suspension.

1
DO, =log1o (E) (11)

Avec : DOy la densité optique a la longueur d'onde x, Iy I'intensité lumineuse du faisceau de

longueur d'onde x percu par le capteur a la traversée d'un blanc, I l'intensité lumineuse du

faisceau de longueur d'onde x percue par le capteur a la traversé de ['échantillon (ayant la

méme géométrie que le blanc). Remarque : Dans la pratique le blanc utilisé est une cellule
remplie d'eau permutée
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Figure 26 : Spectre sur le PAR d'un échantillon de spiruline immergé 10 min dans un bain a
ultra-son (ELMA, s60h) pour atténuer ['effet de diffusion lumineuse (ct. partie [11.2.A, Figure 56),
on attribue respectivement les trois maxima locaux a la chlorophylle-a, la phycocyanine et a la
chlorophylle-a (resp. situés a 440, 620 et 680 nm)

Cette grandeur n'est pas l'absorbance au sens de la loi de Beer-Lambert, car ici notre
échantillon ne répond pas aux conditions d'application de cette loi qui veut que I'échantillon

soit une phase homogene. Or, les cultures de spiruline sont une suspension de particules
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solides (cellules) et sont fortement turbides, c'est-a-dire qu'elles diffusent la lumiere.
Rigoureusement, ce n'est donc pas |'absorbance qui est mesurée mais I'extinction. Toutefois,
on retrouve bien une corrélation affine entre la densité optique mesurée et la concentration
massique de la biomasse donnée par la mesure de matiére en suspension décrite ci-avant. Un
exemple en est donné Figure 27. Cependant cette corrélation n'est valable que pour une
culture donnée. Ainsi répétée a plusieurs mois d'intervalle, la valeur de la pente de la
corrélation differe. Cette différence peut, au moins en partie, s'expliquer par I'évolution de la
concentration intracellulaire en pigments, la chlorophylle-b en ['occurrence. On fait alors
I'nypothése qu'a minima le temps d'une culture, une semaine usuellement, la concentration
pigmentaire n'évolue pas de facon significative. De méme, I'évolution morphologique des brins
de spiruline a sans doute un effet sur la diffusion lumineuse et donc sur I'extinction lumineuse,
que l'on décide de négliger ici aussi, au moins a court terme (i.e. le temps d'une culture). Une
troisieme explication peut étre trouvée dans I'évolution de la fraction de biomasse bactérienne
en solution et résulte du défaut de la mesure de la quantité de matiere en suspension. La
mesure de densité optique, comme celle de la matiére en suspension, n'est pas un indicateur

parfait de la quantité de spiruline en solution.
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Figure 27 : Corrélation linéaire (R°=0,988) entre la mesure de MES et la DOssp dans le cas de
mesures faites sur le spectrophotométre. Remarque : Les différents points sont obtenus par
dilutions successives d'une méme culture concentrée
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Pour les mesures de densité optique hors-ligne on utilise un spectrophotométre de
paillasse (JASCO, V-630) et des cuvettes en polystyréne cristal, transparentes aux longueurs
d'onde de travail, de 10 mm d'épaisseur optique (BIOSIGMA, BSA001) pour contenir les
échantillons. Pendant le temps qui sépare le préléevement et la mesure, on prend garde a ce
gue la biomasse n'ait pas floculé, ce qui peut arriver parfois en quelques minutes seulement.
Le cas échéant, on homogénéise a nouveau la suspension par agitation des cuvettes. Ici, les
volumes prélevés sont de quelques millilitres, on négligera encore une fois tout impact sur les
cultures de tels prélévements. Par ailleurs, il se trouve aussi que le bruit de mesure est
significatif. Pour compenser cela I'appareil procede a trois points de mesure qu'il moyenne par
la suite. On procede aussi parfois a un dupliquat pour confirmer la mesure si cela est jugé
nécessaire. On peut sans doute trouver une raison au bruit sur la mesure dans le fait qu'elle
n'est, en théorie, applicable qu'a des liquides purement transparents, or on cherche justement
a déterminer l'extinction lumineuse due a des particules solides dans une suspension qui est
rendue turbide par ces mémes particules. Bien que la mesure de densité optique soit plus
facile @ mettre en ceuvre, les suivis de croissance qui en résultent ont tendance a étre assez
peu définis, du moins lorsqu'ils sont réalisés hors-ligne de maniére ponctuelle comme ceux

réalisés pour les photobioréacteurs du banc d'essai.
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Figure 28 : (a) et (b) les corrélations linéaires entre les DOssp mesurés en ligne resp. sur le pilote
et le photobioréacteur homogéne (resp. R°=0,998 et R°=0.986)
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En revanche sur le pilote et le photobioréacteur homogene, la mesure de densité optique
est faite /n situ par des dispositifs tout deux congus a facon. Premiérement, Figure 28, on
vérifie que pour les deux dispositifs il existe une corrélation affine entre les mesures de densité
optique et la concentration en biomasse en suspension. Cela autorise donc a exploiter ces
mesures comme étant représentatives de la concentration en spiruline des cultures. Le fait de
réaliser les mesures en ligne, outre le gain de temps, rend possible la multiplication des points.
On a alors un point par minute contre un ou deux par jours lorsque la mesure est manuelle.
Méme si le bruit sur les valeurs est toujours présent, un lissage permet aisément d'amoindrir
son impact sur la courbe de croissance globale, I'exploitation des données est alors facilitée et
plus fiable, notamment en cas de rupture de pente. Les suivis en ligne et hors-ligne d'une
méme culture sur le pilote sont proposés en Figure 29 a titre de comparaison.
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Figure 29 : comparaison du suivi en DOggo d'une méme culture réalisé sur le pilote : (a) mesures
par prélévements manuels d'échantillons et analysés au spectrophotométre de paillasse, (b)
mesures faites en ligne et apres filtrage des données sur 30 min. Remarque : Les valeurs
absolues mesurées ne sont pas les méme car le chemin optique et la largeur spectrale (autour de
680 nm) différent entre les deux outils. Seconde remarque : On trouve dans les données brutes
de la sous figure (b) la signature d'un capteur numérique (la photodiode) dont la sortie est en
BIT et donc réparties sur des valeurs discrétes

Sur le pilote, la mesure se fait assez simplement par la mise en regard, grace a une piece
imprimée en 3D, de sources LED monochromatiques de longueur d'onde connue et d'une
photodiode (capteur sensible a lintensité lumineuse), et ce au travers d'une cellule
d'écoulement contenant de la culture en circulation (cf. Figure 20). Le blanc est fait au
préalable avant l'introduction de I'inoculum. Un point est fait chaque minute et leurs valeurs

sont enregistrées et horodatées dans la base de données du pilote.
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d. Cas Particulier du Photobioréacteur Homogene

. B

[ ]:bancoptique D : parois transparentes (PMMA)
. : jonction au chéassis |:| : entrefer opaque (PMMA)
A : chevalet &0 : entrée caloporteur (pompé)
H : panneaudiffusant LED (=) : sortie caloporteur (surverse)
H : volume de culture t_, :échelle(2cm)

Figure 30 : Schéma en vue de coté du photobioréacteur homogene (a l'échelle)

Quant au photobioréacteur homogéne, c'est encore une autre technique qui est
employée pour la mesure de densité optique. Etant donné le volume trés réduit de culture et
sa vocation a dispenser un éclairage homogene a I'ensemble de la biomasse, il a été décidé
lors de sa conception de faire en sorte de pouvoir faire le suivi de culture sans prélévement
d'une part et sans introduction de sondes de l'autre, qu'elles soient immergées au sein du
volume ou bien déportées sur une recirculation externe comme pour le pilote. C'est alors le
réacteur et sa culture eux-mémes qui font office d'échantillon pour la mesure, la source
lumineuse utilisée pour la mesure est celle-la méme qui permet la croissance. Comme illustré
Figure 30, le réacteur entier fait face a une caméra en noir et blanc (BASLER, ace A1300-
200um) dotée d'un filtre passe-bande de longueur d'onde connue (EO, 87792), a 680 nm.
L'optique (EO, 33304 + 65800) de la caméra est réglée pour avoir un champ d'observation
d'environ 86x68 mm, permettant de visualiser en permanence les deux volumes réactionnels
ainsi qu'un troisieme volume contenant seulement de l'eau, qui sert de pour la mesure du
blanc en continu. La mise au point est réalisée sur le volume de culture, et le temps de pose
est de 550 ms. De méme, avant chaque culture, cent images sont prises alors que les deux
volumes réactionnels ne contiennent que de l'eau, cela sert a la mesure du fond (Aaf) de
l'image afin de compenser a posteriori le vignetage dii a I'objectif (i.e. l'inhomogénéité des
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niveaux de gris, essentiellement sur les bords de I'image) ainsi que I'éventuel encrassement
initial des différents dioptres. Les acquisitions faites par la caméra sont synchronisées avec la
commande contrélant I'allumage du panneau LED pour ne pas avoir d'images faites lors des
phases obscures et qui seraient donc inexploitables. Une seule image par minute est
effectivement enregistrée et fait office de mesure de la densité optique (aprés son
exploitation). Les acquisitions de 1280 par 1024 pixels se font au format ".TIFF" en 10 bit, soit
1024 niveaux de gris, chaque fichier faisant 2,57 MO. Celles-ci sont traitées par la suite via
I'exécution d'un script (MATLAB, R2016a), dont le code est fourni en Annexe F, qui aboutit a
une matrice qui compte autant de colonnes que d'acquisitions et trois lignes : 1/ le temps
écoulé depuis la premiere acquisition 2/ la densité optique du volume de gauche 3/ la densité
optique du volume de droite. Le script opére sur les fichiers images comme des matrices faites
d'autant de lignes et de colonnes que de pixels qui composent I'image, qui prennent pour
valeur de chaque cellule le niveau de gris des pixels correspondants. Les différentes étapes
effectuées par le script sont :

Création d'une matrice 3D contenant I'ensemble de I'acquisition faite pour la

mesure du fond

Cette matrice est moyennée sur I'ensemble des différentes images

Cette mesure du fond est normalisée par son maximum

De maniére récursive :

» Les points de mesures sont ouverts
» Ils sont divisés par le fond

» Les valeurs des moyennes des niveaux de gris des trois zones d'intérét
(i.e. cuve de droite, blanc, cuve de gauche) sont extraites vers une

deuxiéme matrice de travalil

¢ Dans une derniére matrice on procede a I'horodatage et au calcul de la densité

optique selon la formule (11)

o Cette derniere matrice est enregistrée, affichée et exploitée
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Un second script analogue (IDL, 6.1) accomplit le traitement d'image et le tracage du
résultat au fur et a mesure, pour un suivi en temps réel des cultures et aide a la prise de

décision comme I'abandon ou l'arrét d'une culture.
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0 6 12 18 24 30 36
temps (h)

N/

Valeurs niveaux de gris

formule (11)

Densité optique

Figure 31 : (a) étape préalable : établir une mesure du vignetage et encrassement par une
moyenne sur cent images des cuves en eau seulement, (b) différentes étapes de traitement d'une
image pour l'obtention de la densité optique sur le photobioréacteur homogéne, (c) exemple de
suivi en DOgso des deux cuves du photobioréacteur homogéne obtenue apreés le traitement de
l'ensemble des acquisitions réalisées
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C. Réalisation des Cultures

Apres avoir exposé en détail les photobioréacteurs utilisés et les moyens métrologiques
du suivi des cultures, on traite maintenant de la maniére dont les deux sont utilisés

conjointement en un protocole de culture pour I'obtention de données expérimentales.

a. Conservation de la Spiruline

Premiérement pour ce qui est de la microalgue elle-méme : la méme souche a toujours
été utilisée, a savoir Arthrospira platensis var. Paracas exposée dans la partie bibliographique
(cf. partie 1.2). Cette souche a été initialement fournie en 2011 par I'algoculteur Gilles Planchon
spécialisé dans la spiruline. Elle a ensuite, au début du projet PLAISIR, été nettoyée d'une
grande partie de sa charge bactérienne par nos partenaires de I'lFREMER, notamment par de
multiples repiquages monoclonaux successifs, monoclonaux au sens ici de prélevement d'un
unique trichome. C'est cet inoculum qui par la suite a été en permanence cultivé dans nos
photobioréacteurs, et/ou conservé en incubateur (PANASONIC, MLR-352-PE) sous
120 pmol-m2-s! sur table orbitale a 120 rpm. On s'affranchit donc de toute variabilité souches-
dépendante des cinétiques de croissance, hormis bien slr celle due a la charge bactérienne
qui, elle, n'est pas contr6lée mais que I'on suppose constante (cf. hypothéses du modéle,
partie 1.3.B).

Plus spécifiquement, on procéde a la conservation de la culture sur le long terme par
repiquage (i.e. redilution) régulier d'une culture. Un simple stockage pour la conservation de
la spiruline n'est viable que pour des intervalles de quelques jours au maximum, sous peine
du risque d'un développement excessif de la charge bactérienne pour la conduite de culture
suivantes. Néanmoins, méme pour le simple stockage il faut @ minima entretenir une agitation
du milieu pour prévenir la floculation de la spiruline en un unique agglomérat qui ne pourrait
pas étre remis en culture par la suite. Quant a la conservation sur le long terme, on dédie
entierement I'utilisation d'une des sept cuves du banc d'essai a la culture d'un inoculum et I'on
fait en sorte que la biomasse qu'elle contient soit toujours en croissance. En ce sens on suit
I'évolution de la biomasse par densité optique, et lorsque cette croissance semble ralentir on
procéde a son repiquage de sorte de se retrouver a la concentration usuelle de début de
culture, a savoir entre 0,1 et 0,2 g-L, soit une dilution par 5 ou 6 avec ajout de milieu nutritif
neuf. Pour éviter une croissance trop rapide de l'inoculum et donc des repiquages trop
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fréguents, on modere les facteurs favorisant la croissance, ainsi l'irradiance en paroi éclairée
est réglée a 230 pymol-m2-st (contre 350 ymol-m2-s usuellement), de méme pour la
température qui est imposée ici a 30°C (contre 35°C usuellement). Dans la pratique, le
repiquage de l'inoculum est une manipulation hebdomadaire. En paralléle de quoi, on fait aussi
un prélevement d'un volume de 500 mL, que l'on va garder dans un incubateur éclairé en
erlenmeyer de 1L doté d'un bouchon respirant et sur table agitante, et ce pour une période
de deux semaines. Cela permet de sécuriser la possession d'un inoculum et donc de pouvoir
parer les conséquences d'un éventuel incident sur les autres photobioréacteurs, comme une
efflorescence bactérienne ou une défaillance matérielle. Par contre, le faible volume ainsi
conservé ne permet l'inoculation que d'un seul photobioréacteur du banc. On ne peut pas
lancer une expérience a part entiere directement sans une étape préalable de montée en
volume, qui elle-méme peut prendre plus d'une semaine. Mais malheureusement Ila
contingence des événements font que ce protocole de conservation de I'inoculum n'a été rendu
possible que tres tardivement dans les réalisations des campagnes expérimentales. Le fait
étant que tous les résultats exposés par la suite sont effectivement tous issus de la culture
d'une unique souche de spiruline mais dont les conditions et la qualité de conservation n'ont
en revanche pas été constantes voir capricieuses. Par conséquent, nombre de résultats sont
soumis a une variabilité pouvant étre imputée au manque de contréle de la phase biologique,

notamment de sa charge bactérienne.

b. Milieu de Culture

Encore une fois, dans I'optique de fournir un socle commun a toutes les expériences et
donc d’aider a ce que les résultats soient comparables entre eux, un unique milieu de culture
a été utilisé sur l'ensemble des expériences. Exception faite, évidemment, des expériences
visant a étudier l'effet de la concentration de certains éléments nutritifs. Sa formulation,
nommée P3, a fait I'objet d'un développement spécifique de la part d'Alg&You et PRAYON lors
du projet PLAISIR, tous ses composants ne peuvent donc étre explicités. Néanmoins, il s'agit
d'un milieu inorganique, possédant une source carbonée sous forme de bicarbonate de
sodium, d'azote sous forme de nitrate de potassium et de phosphore sous différentes formes
de phosphate. Par ailleurs, pour la viabilité de la spiruline qui réclame salinité et condition
basique, il contient du chlorure de sodium et de I'hydroxyde de sodium ainsi qu'un mélange
d'oligoéléments (cuivre, zinc, manganese, bore, magnésium) en infime quantité, de I'ordre de
la partie par million (ppm). Ces derniers ne sont pas a proprement parler des espéces nutritives
car ils ne sont pas consommeés par la biomasse, du moins de facon quantifiable. Le milieu se
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présente sous forme de deux solutions concentrées, A et B, déja préparées auxquelles il suffit
d'ajouter sel, soude et bicarbonate, selon les quantités données dans le Tableau 2. Le milieu
est formulé de sorte que les éléments nutritifs précédemment cités soient introduits en
proportions steechiométriques relativement a la formule brute de la spiruline (cf. partie I1.2.0).
De plus, les éléments nutritifs sont introduits en large exces relativement a nos conditions de
culture, ainsi le milieu P3 permet en théorie d'obtenir jusqu'a 5 g-L* alors qu'il n'en est produit
qu'entre 1 et 1,5g-L*! lors des expériences. On s'affranchit donc d'éventuelles carences

nutritives au cours des cultures.

Tableau 2 : formulation du milieu de culture P3 tel qu'usuellement utilisé lors des expériences

Espéces Concentration massique (g-L1)
NaOH 1,4

NaHCO3 19

NaCl 4

Solution A 12,24

Solution B 1,45

c. Protocole de Culture

Quant au protocole de culture, il est lui aussi normalisé et suit les étapes suivantes :

e Préparation du milieu P3 par pesées (FISCHER, PPS2102C) selon le Tableau 2

(de maniére in situ pour le pilote)
¢ Insertion du volume de milieu nécessaire dans la cuve

o Instauration des paramétres opératoires :
- l'irradiance en paroi, controlée via la puissance électrique délivrée aux LED et
mesurée grace a un PAR-métre (APOGEE, MQ-500) hémisphérique en parois
éclairées et en présence d'eau, attention des lunettes de protections teintées
peuvent étre nécessaire contre I'éblouissement
- l'agitation par bullage, via les débitmétres gaz (simple robinet pour le
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photobioréacteur homogeéne)

- mise en température du milieu via les thermoplongeurs ou bain-marie,
contrairement aux deux autres parameétres son respect n'est pas instantané
(inertie thermique), on veille donc a respecter le délai nécessaire avant de
passer a l'étape suivante (Remarque pratique: La sonde mesurant la
température doit toujours étre immergée pour une régulation correcte,

attention donc lorsque les cuves ne sont que partiellement remplies)

e Introduction de linoculum, en général de sorte a obtenir une culture
initialement entre 0,1 et 0,2 g-L™* de concentration (risque d'échec si culture

plus diluée)

e Suivi de la culture :
- densité optique : de facon manuelle pour le banc et automatique pour le pilote
et le photobioréacteur homogéne
- matiére en suspension (manuelle) : pour le banc et le pilote
- on évite I'encrassement des métrologies en ligne, et la formation de bulles en
paroi des dispositifs d'acquisition optique
- s'ajoutent aussi des observations au microscope pour juger de l'état des
cultures
- les mesures manuelles sont effectuées une ou deux fois par jour et sont

horodatées

e Le volume des cultures est corrigé quotidiennement pour compenser

I'évaporation naturelle du milieu (chauffé et bullé)

¢ On veille au respect des consignes de culture (par exemple de température car
la température ambiante de I'environnement de travail connait de grandes

variations)

¢ Nettoyage des photobioréacteurs en fin de culture :
- vidange de la culture
- ringage a l'eau claire
- nettoyage physicochimique : éponge et détergeant pour les cuves de paillasse,
quelques heures rempli d'une solution a 1 g-L* d'acide citrique pour le pilote,
20 min rempli d'acide peracétique a 5%o massique pour le photobioréacteur

homogéne (redondant avec I'étape suivante)
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- nettoyage biologique : javellisation (dichloroisocyanurate de sodium), 1
pastille pour 6 L pour la paillasse et le pilote
- ringage a I'eau claire

- séchage

On commencera par préciser que, bien que I'on utilise systématiquement ce protocole,
la facon dont les cultures sont conduites varie en revanche quasi systématiquement. On le
rappelle, la culture de la biomasse n'a ici pas vocation a produire de la spiruline mais bien a
permettre I'étude des parameétres expérimentaux sur la croissance. On explicite néanmoins les
conditions de cultures qualifiées d'usuelles, autour desquelles on fait varier les paramétres
opératoires. Ces conditions usuelles sont, elles-mémes, le résultat de prérequis issus de la
littérature, des résultats expérimentaux eux-mémes, des possibilités techniques, mais aussi de
certains choix arbitraires. Par exemple, pour les deux premiers points déja décrits, le choix de
la souche de spiruline, Paracas, provient de sa réputation a étre robuste et productive, et la
formulation du milieu P3 est, elle, issue d'un long travail expérimental opéré en amont (qui
n'est pas l'objet de ce travail). La température de 35°C pour les cultures est, elle, extraite de
la littérature comme valeur de I'optimum de croissance. Par contre, concernant I'agitation par
bullage, rien ne justifie le choix d'un débit d'air plutét qu'un autre, si ce n'est de permettre a
posteriori la croissance de la biomasse. D'autre part, les cultures sont réalisées et suivies sur
des périodes d'une semaine, afin que la croissance soit correctement établie et pour intégrer
les phénoménes dynamiques comme une éventuelle latence suite a un changement
d'environnement. Mais cela laisse aussi le temps d'avoir assez de données pour la
détermination d'une cinétique de croissance. Le photobioréacteur homogéne permet, par
contre, une acquisition fine et rapide de I'évolution de la biomasse mais sur une gamme de
concentration restreinte (due a la méthode de mesure, cf. 'augmentation de I'incertitude de
mesure visible sur la Figure 31), ainsi les cultures sur cet appareil ne sont réalisées que sur
deux jours. Par ailleurs les actions manuelles, telles que les mesures ou la correction du niveau

de culture, n'ont été réalisées les samedis, dimanches et jours fériés.

d. Considérations Pratiques

Finissons par une série de considérations pratiques sur la conduite des cultures :

e Tout d'abord, il a été observé qu'un cisaillement excessif (non-quantifié) mene

a une lyse cellulaire, ce qui se traduit par une réduction de la taille moyenne
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des brins de spiruline et le relargage de matiére biologique en suspension dans
la culture, trés souvent suivi d'une efflorescence bactérienne et a terme d'un
déces de la culture (de la spiruline du moins). Le cas s'est par exemple présenté
lors de I'usage de conditions d'agitation intense, ou lors des modifications sur
le circuit métrologique du pilote. Ainsi a-t-on voulu remplacer la pompe
péristaltique, qui malgré une maintenance réguliere engendrait régulierement
des défaillances (fuite par percage du tube flexible), par une pompe a
engrenage (elle aussi de type volumétrique) mais avec une vitesse de rotation
plus élevée (300 rpm, contre 50 avant) induisant de trop forts cisaillements pour
la spiruline. De méme l'usage de flexibles installés avec les deux cellules
d'écoulement (pour le spectrophotométre et la microscopie en ligne) de trop
faible section de passage (diametre: 1 mm) engendre le méme type de

problémes.

e Un autre probleme fréguent concerne le développement de biofilm en paroi.
Ainsi une accumulation de biomasse est régulierement observée au niveau des
surfaces éclairées des photobioréacteurs et ce d'autant plus qu'il s'agit d'une
zone de faible agitation comme en fond de cuve et dans les angles (cf. Figure
32.(d)). Bien que sa désolidarisation des parois soit aisée, le bullage seul ne
permet par contre pas forcement d'y parvenir, on a alors recours a différentes
méthodes : petit jet d'eau depuis une pissette, friction avec un écouvillon inséré
par le ciel du réacteur ou grace a une paire d'aimant dédiée (similaire a ce que
I'on peut trouver en aquariophilie). Ceci est problématique car la couche dense
d'algues alors formée obstrue le passage de la lumiére de la source vers la
culture, I'éclairement n'est plus celui qu'il est censé étre et les conditions
opératoires ne sont donc plus correctement controlées. D'autre part, on a dans
ce cas une partie de la biomasse qui croit, dans le biofilm, sans pour autant étre
comptabilisée dans le suivi de culture puisque ne sont prises en compte que les
cellules en suspension dans le milieu. La méme remarque peut étre faite lorsque
des agglomérats et flocs de spiruline sont présents. On veille donc, autant que

faire se peut, a prévenir leur formation par les quelques moyens cités.

e Lors des expériences sur le banc d'essai, consistant en 6 cultures différentes en
paralléle variant par leurs conditions, on tache de n'utiliser qu'une seule solution
de milieu P3 ainsi qu'une seule source d'inoculum, pour améliorer la
comparabilité et donc I'exploitation commune des résultats des 6 croissances.
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e Remarque sur les photobioréacteurs eux-mémes cette fois : ils sont faits de
PMMA qui est un polymeére plastique treés transparent et facilement usinable
(découpe et assemblage), en revanche c'est un matériau fragile. Non pas
comme le verre qui, lui, est cassant, mais il a par contre une faible résistance a
I'abrasion et au gradient de température. Ainsi un nettoyage physique trop
vigoureux (comprendre a I|'éponge grattante) va provoquer de multiples
microrayures qui viennent ternir la transparence des parois et fournir par la
méme occasion des aspérités propices a la formation de biofilm (cf. Figure
32.b). Les gradients de température, quant a eux, s'ils sont trop prononcés
engendrent des microfissures du matériau, qui elles-mémes peuvent limiter la
transmission de la lumiére par des réflexions par exemple. Par contre aucun cas
de ruptures du matériau di aux microfissures n'a été constaté. Pour éviter leur
apparition on se contente d'éviter tout contact entre les parois et les sources de
chaleur comme les LED ou les thermoplongeurs (cf. Figure 32.c).

e On évite tous contacts physiques entre les cultures pour éviter une éventuelle
propagation d'une contamination bactérienne néfaste. En ce sens, les outils de
prélevements, par exemple, sont spécifiques a chacune des cuves quand ils ne

sont pas a usage unique.

e Dernier ennui occasionnel : parfois les cultures moussent en raison de la
production ou relargage d'espéeces tensio-actives, particulierement lorsque I'on
observe une lyse cellulaire. Bien que ce ne soit pas limitant pour la conduite de
la culture en elle-méme ou de son suivi, ¢a I'est en revanche d'un point de vue
technique si cette mousse finit par occuper tout le ciel du réacteur et sort du
volume réactionnel. Il peut alors y avoir contact et détérioration des composés
électroniques, comme les LED, situés autour du réacteur, sans compter la
considération d'ordre purement esthétique (cf. Figure 32.a). Heureusement on
peut facilement y remédier, tout d'abord par l'aspersion en faible quantité
d'alcool a 96% volumique sur la mousse qui s'en trouve immédiatement
détruite. Et pour éviter sa reformation quelques gouttes d'huile alimentaire
peuvent étre ajoutées la culture, toutefois cela peut encrasser le ciel du réacteur

en créant des dép6ts gras en paroi.
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Figure 32 : Photographies : (a) de I'évent du photobioréacteur pilote dans le cas de production
abondante de mousse, (b) de 'un des tubes immergés des photobioréacteurs de paillasse ternis
par de nombreux nettoyages, (c) micro-craquelures de la paroi au contact prolongé d'une LED,
on observe par ailleurs les restes d'un biofilm s'étant formé a proximité (d) biofilms formés au
voisinage des LED
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2. Discussion Préliminaire au Travail de

Caractérisation et Modélisation

Dans la pratique, il est constaté que les mesures de densité optique présentent une
incertitude plus faible sur les résultats que la mesure de matiere en suspension (cf. II.1.B).
Elles sont plus commodes a pratiquer et permettent un échantillonnage plus resserré. Ainsi,
bien que les deux suivis soient généralement réalisés, seule la densité optique est exploitée
au titre de la modélisation des cinétiques. Il faut alors garder en téte que les tendances mises
en valeur par I'expérience peuvent (en partie) provenir du fait que la mesure ne quantifie pas
directement la quantité de spiruline mais résulte de la morphologie de la population de
trichomes et de la concentration de composés intracellulaires qui ne sont pas constants (d’ou
I'idée d'un suivit microscopique en paralléle). De fait, ce que I'on décrit a travers les modéles
et que I'on cherche a optimiser par la suite, c'est la production de chlorophylle (via la DOegso,
plus ou moins la morphologie) et non directement la quantité de spiruline. On suppose que les
observations et conclusions faites sont bien les mémes que si I'on avait effectivement étudié
la quantité de biomasse. De plus, comme il est dit dans I'exposé de la méthodologie 1.3.A., on
n'étudie pas les résultats comme valeurs absolues mais on cherche a mettre en évidence leurs
variations. Les séries de points obtenues sont toujours traitées de facon relative, c’est-a-dire
gu'elles sont systématiquement normalisées par leur maximum. D'ailleurs, cela facilite d'autant
plus la comparaison des résultats issus des différents réplicas avec la littérature. D’autant plus
que les conditions réactionnelles sont quasi-systématiquement insuffisamment décrites,
notamment relativement a I'éclairement du réacteur (point clef du procédé), dans la littérature

et empéche donc toutes réexploitation des cinétiques dans leurs valeurs absolues [60], [61].

109
Manuscrit de thése - Vincent Gernigon



II. Caractérisation du Systéme Biologique

(b)

(@)

0 s L " L s "
12 24 36 48 0 24 48 72 96 120144 168 0 6 12 18 24
Temps t (h) Temps t (h) Temps t (h)

Figure 33 : Exemple de courbes de croissance typique obtenues sur chaque photobioréacteur,
resp. (a) photobioréacteur pilote, (b) photobioréacteur de paillasse, (c) photobioréacteur
homogeéene

Toujours concernant I'exploitation des données, dans nos conditions de culture les
courbes de croissance observées sont linéaires (Figure 33) contrairement a la plupart des
cinétiques biologiques ol I'exponentielle est plus courante. Certes, la croissance biologique est
autocatalytique, c’est-a-dire que la biomasse engendrant la biomasse, il y a par conséquent
une accélération de la croissance avec I'augmentation de la quantité de cellules. En revanche,
les cultures photosynthétiques ont ceci de particulier qu’elles sont aussi auto-inhibées, car le
moteur de la croissance est I'apport de lumiére [2]. Or, plus la culture est concentrée moins la
lumiere pénetre dans le volume (cf. auto-ombrage). La résultante de ces deux phénomenes
est une augmentation quasi-linéaire (avec le temps) de la concentration en spiruline, jusqu’a
ce que survienne une limitation (ex. carence). Lorsque des valeurs absolues de vitesse de
croissance sont ici citées par la suite, elles sont exprimées en j! (point de DOgso:j!) mais ne
correspondent pas pour autant a une constante de temps d’'une courbe exponentielle mais
bien a la pente d’'une droite affine. Remarque : Si une culture est initialement inoculée a faible
concentration, on peut observer le début d’une croissance exponentielle (telle que prévue en
I'absence d’autoinhibition), jusqu’a que celle-ci rejoigne son asymptote linéaire. La croissance
est linéaire tant que la croissance spécifique de la spiruline relativement a la lumiere uym
demeure constante, or a faible concentration I'auto-ombrage est suffisamment faible pour que
I'ensemble du volume ait une irradiance contenue dans le pseudo-plateau de y;,,,, (cf. Figure
44) et donc un taux de croissance quasi-constant. Empiriquement, on peut approcher l'instant
du passage d'une croissance exponentielle a linéaire avec le moment a partir duquel la lumiére
ne traverse plus intégralement le volume de culture (i.e. on ne discerne plus les sources
immergées depuis la paroi externe). Ceci arrive trés tot dans la pratique, étant données les
profondeurs optiques de nos dispositifs (exception faite du photobioréacteur homogene). Les
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cinétiques de croissances sont mesurées lors de cette phase de croissance linéaire et sont
établies sur une durée d’environ une semaine pour les photobioréacteurs pilote et ceux du
banc. De méme, on prend garde a ne pas traiter les éventuelles périodes de croissance
exponentielles ou limitées respectivement en début et fin de culture. Les suivis de culture
opérés sur le photobioréacteur homogéne présentent, eux aussi, des courbes de concentration
en biomasse linéaires avec le temps. Or, le réacteur étant concu de sorte a délivrer une
irradiance identique sur I'ensemble de son volume/épaisseur (en premiére approximation),
l'intervention du phénomeéne d'auto-ombrage dans les cinétiques mesurées est alors a exclure.
On explique la linéarité des croissances observées par le court laps de temps pendant lequel
on réalise le suivi: 24 h (contre 168 h pour les autres photobioréacteurs), ainsi on peut
approcher I'exponentielle normalement attendue par son développement limité au premier
ordre : une droite affine. La pente de cette droite a pour valeur l'inverse de la constante de
temps de I'exponentielle attendue, constante de temps dont on vérifie a posteriori qu'elle est
au moins plus grande que la durée du suivi afin de conforter la validité de I'approximation par
le développement limité a I'ordre un. Remarque : Sur l'exemple de la Figure 33.(c) qui est
conduit sur une durée plus longue (~40 h), on observe effectivement que la croissance ne

peut raisonnablement plus étre considérer comme linéaire.

Par ailleurs, avoir réalisé des cultures séquentielles sous-entend que toutes les courbes
de croissance acquises le sont dans des conditions de culture qui évoluent avec le temps,
puisque le champ de lumiere change avec la concentration, de méme que les nutriments sont
consommeés. C'est le propre des réacteurs discontinus. Or, I'analyse des cinétiques consiste en
une étude des influences une a une et idéalement de fagon indépendante : tout chose étant
égales par ailleurs. Mais cela est, en I'état, incompatible avec la nature discontinue de nos
cultures, puisque l'on cherche a observer l'effet induit par la variation d'un parametre
opératoire alors méme que d'autres évoluent au cours du temps. Premierement au sujet de la
lumiere, on ne peut s'affranchir de I'évolution temporelle de son impact puisque de facto toutes
les croissances observées présentent une croissance linéaire (synonyme de I'augmentation de
I'effet de I'auto-ombrage). Par conséquent, il faut a chaque fois que cette évolution temporelle
de l'influence de la lumiére soit identique pour pouvoir étre passée en facteur (cf. équation
(4)). Cela demande trois choses. La premiéere étant que les champs de lumiéres régnant dans
le volume soient toujours les mémes. On le verra partie II1.2, les champs de lumiére ne
dépendent que des propriétés optiques (supposées constantes) et de la concentration en
spiruline, or toutes les cultures traversent de maniere continue la méme gamme de

concentration. D’autant plus qu'a I'échelle d'une campagne expérimentale, on prend soin
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d'utiliser le méme inoculum (et dilution initiale), les cultures démarrent donc a la méme
concentration. Par contre, puisque les vitesses de croissance sont différentes, cette gamme de
concentration n'est pas traversée a la méme vitesse. Ainsi, dans un deuxiéme temps, on
suppose qu'il n'y a pas d'effet de la vitesse de variation du champ de lumiére sur la cinétique
a l'échelle de temps induite par la croissance de la spiruline (de l'ordre du jour). Cela
guestionne la notion, vue dans la littérature [93], de I'adaptation a moyen terme de la
biomasse a son environnement, notamment de son contenu pigmentaire dont on sait qu'il est
lié a la photosynthése, ce que I'on choisit ici d'ignorer. Attention, on s'est bien intéressé a un
effet d'une variation temporelle de I'exposition a la lumiére, Iui aussi identifié dans la littérature,
cependant cela touche une échelle de temps bien plus petite (de I'ordre de la seconde), on
verra son étude en partie I1.4. Et enfin, on émet I'nypothése que l'influence de la lumiére n'est
pas intercorrélée avec celle du parameétre étudié (que I'on fait varier), sans quoi elle varierait
(avec le paramétre étudié, puisque liée) et serait improprement intégrée dans I'effet du
parameétre en question. Il en résulterait un résultat champ-de-lumiére-spécifique et donc
propre a une géométrie (diminuant sa capacité a permettre une conception d'un nouveau
procédé). Il est effectivement apporté dans la littérature un témoignage du lien entre
I'éclairement et d'autres paramétres opératoires [94]. Premierement, il est possible qu'il y ait
un lien avec la température, via le phénoméne dit de photolimitation et dont on vérifie ici a
posteriori qu'il n'est pas significatif (cf. I1.2.A). Il y a aussi une intercorrélation, cette fois
significative, de l'effet de I'éclairement avec I'agitation dans les réacteurs. C'est I'objet de
I'étude détaillée en partie 11.4.C, et elle use de l'approche multi-échelle (abordé en partie
1.3.B). Quoiqu’il en soit, on veille a ce que ces deux paramétres (température et agitation)
soient maintenus strictement identiques et constants au sein des différentes campagnes
expérimentales pour que l'effet de I'éclairement demeure bien le méme entre les cuves et

puisse étre passé en facteur du terme d'intérét.

Quant a la composition chimique du milieu de culture, elle est elle aussi susceptible
d'évoluer avec le temps, et doit donc étre discutée dans le cadre de I'évaluation des cinétiques
(en fonctionnement discontinu). Parmi la multitude de composés, tous n'ont pas le méme role.
Ainsi par exemple, le sel et les éléments traces (ex. les métaux) sont la pour fournir un
environnement propice a la vie de la spiruline sans pour autant étre consommés par cette
derniére ou alors de maniere négligeable face aux quantités introduites (similaire au role du
solvant lors d'une réaction chimique). Des lors on émet I'hypothése que leur impact sur la
croissance est constant dans le temps, a la maniere d'une dégénérescence d'ordre en cinétique

chimique. Quant au dioxygene dissous, bien qu'il ne soit pas a proprement parler introduit
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dans le milieu de culture, il est inévitablement présent de par la photosynthése et peut, de
plus, avoir une influence sur la cinétique de croissance. Cependant, on se permet de l'ignorer
dans la modélisation car nos cultures sont agitées par bullage/aération, on suppose donc
qu'elles sont toujours treés proches de I'équilibre thermodynamique avec l'atmosphere
(Po2y~20%). De fait, seul le photobioréacteur pilote permet un suivi de la concentration en
oxygene, et jamais ce suivi n'a montré une accumulation du dioxygéne, si ce n'est aprés un
arrét du bullage (cf. Figure 6). On suppose qu'il en va de méme pour les autres
photobioréacteurs (les débits gaz et les vitesses de croissance étant dans les mémes ordres
de grandeur). On suppose donc que I'effet du dioxygéne sur la biomasse est constant au cours
des cultures. En revanche, le milieu de culture contient aussi des espéces chimiques qui vont
étre consommeées par la biomasse pour sa croissance : les nutriments. Leurs concentrations
peuvent avoir une influence sur la cinétique, cette derniére évolue potentiellement au cours
du temps (avec les concentrations). Néanmoins, on rappelle qu'ils sont introduits en excés
(cing fois). On fait alors I'hypothése que cet exces est suffisamment grand pour que leurs
concentrations ne varient pas de facon significative (en relatif) pendant le temps des mesures,
et on en déduit la méme conclusion a propos de leur influence sur la cinétique (c'est une
dégénérescence d'ordre en cinétique chimique, tout comme pour les éléments traces). En
conclusion, l'influence globale du milieu est constante au cours du temps et peut donc étre
passée en facteur dans la modélisation des différentes croissances spécifiques (hormis celle

du milieu lui-méme, bien s(r).

Par ailleurs, dans le cadre de I'étude on ne cherche pas spécifiquement a opérer les
cultures dans des conditions de carences nutritives (comme ce peut étre le cas ailleurs, cf.
1.2.B), au contraire le milieu est justement formulé de sorte a fournir un exces de nutriments
relativement a la quantité de biomasse produite (usuellement). Par contre une optimisation
possible est d'adapter cette formulation du milieu de culture a un scénario d'usage des
photobioréacteurs, typiqguement diminuer I'excés de nutriments (qui représentent un co(it)
sans pour autant rencontrer une situation de carence pendant la période de culture voulue.
Des lors, on se contente d'une description qualitative des cinétiques lors de tels événements
(i.e. carences), car le besoin de modélisation ne se situe alors pas dans la description de la
croissance résultante mais dans la détection d'une éventuelle limitation par le milieu. De plus
pour simplifier la question, on utilise le fait que le milieu est formulé de facon stoechiométrique.
C'est-a-dire que les espéces chimiques dont les concentrations sont amenées a varier, vont
varier de facon identique (en relatif). Ainsi, si une carence nutritive survient, elle concernera

simultanément I'ensemble des espéces (a la constante cinétique pres, ex. demi-saturation dans
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une loi de Monod). Cependant cette conclusion n'est vraie que si les concentrations varient
uniquement a cause de la croissance de la biomasse. Le bicarbonate utilisé pour fournir le
carbone a la microalgue n'est pas chimiquement inerte, il intervient dans des réactions
d'équilibres acido-basiques ainsi que dans le transfert de matiere avec la phase gaz. En ce
sens, on prend alors en compte dans le modéle les deux espéces prépondérantes dans le
milieu, a savoir le nitrate (source d'azote, N) pour représenter le reste des espéeces (inertes,
vérifié en partie II1.1) via les proportions stoechiométriques et le bicarbonate (source de
carbone, C) parce que l'évolution de sa concentration est découplée de celle des autres
espéces. Etant donné que I'on ne considére pas I'ensemble des espéces inertes mais leur seule
représentation par le nitrate, une potentielle carence n'est effectivement décrite que de fagon
qualitative, puisqu'il s'agit normalement de I'effet combiné de la carence en l'ensemble des
especes nutritives inertes (et non du seul nitrate). Une amélioration possible du modéle
consisterait alors a étudier l'influence de la concentration globale du milieu de culture,
équivalent a la mesure de I'ordre global d'une réaction en cinétique chimique. Cela permettrait,
au prix d'une unique expérience, de regrouper sous une seule corrélation l'effet de I'ensemble
des espéces inertes. De plus cela ne demanderait sans doute pas de modification importante
du modele final, si ce n'est un ajustement des parametres cinétiques. Cela pourra étre envisagé
ultérieurement dans le cas ou I'on souhaite justement simuler des scénarios de culture faisant
apparaitre de possibles carences nutritives, notamment pour continuer a maximiser I'utilisation
des nutriments, par exemple en recyclant du milieu de culture (partiellement épuisé) apres

récolte.
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3. Impact de la Température

et de la Composition du Milieu
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A. Impact de la Température

a. Influence de la Température en Régime Permanent

Les études de linfluence de la température sont réalisées sur le banc de
photobioréacteurs de paillasse a partir du méme inoculum, avec la méme préparation de
solution de milieu nutritif et ont été conduites de facon discontinue (batch) pendant une
semaine. L'agitation et le flux de lumiéere en parois ont été réglés de maniere identique pour
chaque cuve, a savoir : 2,0 L'min? et 350 pmolear'm2-st. La température quant a elle est
contrblée au demi-degré prées par le dispositif de régulation et le suivi en ligne confirme que
les consignes sont bien respectées. Pour les cuves aux températures inférieures a 25°C, est
utilisé un systéeme d'aéroréfrigérant décrit en partie II.1.A. L'expérience a été réalisée deux
fois, a dix mois d'intervalle, afin de confirmer les tendances observées. L'expérience #1 est
menée en deux fois (sur deux semaines consécutives) afin d'obtenir une plus grande
résolution. Elle contient au total douze points de mesures, dont un en commun sur les deux

séries. L'expérience #2, quant a elle, contient sept points de mesures réalisés simultanément.

Les croissances ont été évaluées par l'intermédiaire d'une régression linéaire sur la
concentration en spiruline mesurée par densité optique a 680 nm. Dans le traitement des
données de l'expérience #1, les deux séries obtenues (premiére et seconde semaines) sont
d'abord normalisées par leur point commun (30°C) avant de I'étre par le maximum global. Les
données de l'expérience #2 sont, elles, seulement normalisées par leur maximum. Les
résultats sont présentés Figure 34. On constate que, dans les deux cas, le comportement de
la biomasse vis-a-vis de la température est semblable. D'autre part, on précise que les valeurs
absolues des maxima de vitesses de croissance mesurées sont elles aussi comparables entre

elles (resp. 0,36 et 0,35 point de DOeso par jour).

On observe que sur notre plage opératoire usuelle, comprise entre 25 et 35°C, la
croissance n'est que peu impactée par la température. Il n'y a en tout cas pas d'optimum de
température marqué. De plus, on a observé que des températures inférieures a 22,5°C et
supérieures a 38°C ne peuvent étre des conditions opératoires envisageables, car il y a alors
de forts risques d’effondrement brusque de la biomasse.
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Enfin, étant donné que les données ne présentent pas de forme remarquable (i.e.
assimilable a une fonction usuelle), on choisit pour modéliser l'influence relative de la
température sur la croissance, py, d'utiliser une fonction affine définie par morceaux. Le

modeéle est visible sur la Figure 34 et son équation est donnée en formule (12).

© experience #1
-+ experience #2
-- modéle

0.8

T~ 06

#y (-

0.4

02} N

O 1 1 | |
20 25 30 35 40 45

Température T (°C)

Figure 34 : Influence de la température sur la croissance de la biomasse ur, comparaison entre
experiences et modeéle (formule (12), R°=0,97)

SiT<170uT>47: us(T)=0
()= SITEM7;23]: py(T)=0,150-T 2,55 12
Hr siT€[23;36]: uy(T)=0,00769-T + 0,723
siT€E€[36; 47]: uy(T)=—0,0909 T + 4,27

Avec : pur l'influence de la température sur la croissance (comprise entre Oet 1), T la
température de culture en degré Celsius. Remarque : La vitesse de décroissance de la
biomasse en dehors du domaine de viabilité n'est pas modélisée

b. Intercorrélation Entre Température et Lumiére

De plus, il est relevé dans la littérature une possible corrélation des influences de la
température et de I'éclairement dans les photobioréacteurs sur les cinétiques de croissance
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aussi appelée photolimitation [94], [95]. On a donc cherché a savoir si cela est aussi le cas
pour notre souche. Pour cela on a réalisé un plan d'expérience faisant varier les deux
paramétres selon un schéma de Doelhert en sept points répartis sur le champ opératoire
suivant : 100 a 350 pmolear-m2:s* pour l'irradiance en parois et de 20,25 a 39,75°C pour la
température de culture. Le bullage est gardé constant a 2,0 L-min. Les sept cultures sont
réalisées simultanément sur le banc de photobioréacteur suivant le méme protocole que
précédemment, a savoir : une semaine, méme inoculum et méme milieu, régulation au demi-
degré, suivi en densité optique a 680 nm. Les résultats sont illustrés en Figure 35, et I'équation
de la corrélation qui en résulte est explicitée en formule (13).

A la lecture des différents coefficients de la corrélation, a,, on retrouve d'une part le fait
que (dans le champ d'observation) la température n'a qu'un impact modéré sur la vitesse de
croissance (cf. Figure 34), relativement a celui de I'éclairement en parois. On observe aussi
que linfluence de lirradiance incidente est principalement linéaire. Ainsi, en premiere
approximation il y a proportionnalité entre énergie lumineuse fournie au photobioréacteur et
vitesse de croissance (pour un méme photobioréacteur). Cela sera discuté plus tard en partie
I1.4.A. Enfin, concernant la réponse a la question posée, on met en évidence qu'effectivement
le terme d'intercorrélation a,, entre I'éclairement et la température n'est pas nul. Pour autant,
I'influence couplée de ces deux parametres n'est pas prépondérante dans la détermination de
la cinétique de croissance. On néglige donc, par la suite, tout lien entre température de culture

et exposition a la lumiére dans les modéles.
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(a) (b)
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' 300 0.9
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Figure 35 : Résultat de I'étude de l'intercorrélation entre éclairement et température, avec : (a)
en échelle de couleur : graphique du modéle obtenu pour y,_y (formule (13), R*°=0,96), et
l'emplacement des points expérimentaux ayant permis de l'obtenir en croix numérotées, (b)
tableau de valeurs des conditions opératoires et des vitesses de croissances normalisées
mesurées pour chacun des sept points (identique a la sous-figure (a))

HI_T(T)=azz'TZ+a11'12+a12'T'I+a2'T+a1'I+a0

( ap = 0,640
a, = 0,298
) @, =0,0874 (13)
avec a,, =0,0919
a11 - O, 0138
kazz == —0, 169

Avec : py_r l'influence de la température sur la croissance (comprise entre Oet 1), T la
température de culture en degré Celsius, a, les constante cinétiques, I l'irradiance en parois
en umolpr-nr?-s1

c. Réponse a une Variation de Température

On termine I'étude expérimentale de l'influence de la température avec une derniére
expérience consistant a regarder son aspect dynamique et non plus a quantifier des régimes
permanents (culture d'une semaine). L'objectif est d'observer le changement de vitesse de
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croissance lors de changements brutaux de température, afin de savoir si l'influence de la
température sur la croissance de la biomasse est un phénomeéne instantané ou s'il s'établit a
plus long terme (comparativement aux durées de culture). Pour cela on a utilisé le
photobioréacteur homogene (avec flux incident de lumiere réglé a 210 pmolpar'm2:s), car il
est le seul a posséder une faible inertie thermique, pour de rapides changements de
température, et a permettre un suivi de la biomasse a I'échelle de temps des changements de
température. Ont été opérés trois échelons de température, un décroissant et un croissant
dans le champ opératoire usuel (35->27°C puis 27->35°C), le dernier est croissant et sort du
domaine de viabilité de la spiruline (35>45°C). Dans la pratique entre l'instant du changement
de consigne et le respect de la nouvelle valeur, les changements de température ont tous duré
approximativement 20 min (suivi manuel par thermometre digital). Cela correspond au
réchauffement/refroidissement des 7 L de liquide caloporteur et a la conduction de chaleur a
travers 1 cm de paroi en PMMA des cuves. Pour s'affranchir de l'inertie du caloporteur, celui-
ci est remplacé par de I'eau chaude ou par un mélange d'eau et de glace au moment des
échelons. L'effet de ce changement est visible sur le relevé de densités optiques, car la mesure

se fait a travers le bain-marie (cf. dernier échelon).

Figure 36, on note que pour les deux premiers échelons, les ruptures de pente sont
immédiates et ont lieu au moment des changements de température. Les nouvelles vitesses
de croissance semblent stables jusqu'a I'échelon suivant. Ce dont on déduit que l'influence de
la température est instantanée et que la loi (12) peut étre appliquée en I'état dans le modele
de croissance. De plus, les pentes lors de la phase initiale a 35°C et celle apres le retour a
cette méme température sont trés similaires (resp. 0,21 et 0,22 points de DOgso par jour,
régression linéaire sur 6 h de données), ce qui écarte une possible hystérésis du comportement
de la biomasse face a la température qui n'aurait pu étre mise en évidence par les précédentes
expériences. A propos du dernier échelon de température, on retrouve ce qui était déja noté
précédemment, a savoir que la culture n'est pas viable a moyen terme en cas de surchauffe
de la culture. En revanche, I'effondrement de la biomasse n'est pas instantanément induit par

la surchauffe, contrairement a I'adaptation de la vitesse de croissance ci-avant.
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Figure 36 : Evolution de la concentration en biomasse au cours du temps lors de plusieurs
échelons de température, avec : en bleu le suivi de concentration en spiruline par mesure de
DOsso (deux points par minute + moyenne glissante sur 4 min) et en orange le suivi de
température de la culture.
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B. Impact de la Concentration en Nitrate

Concernant la composition du milieu, on étudie en premier lieu l'influence de la
concentration en substrat azoté (nitrate) sur la croissance de la spiruline. On se base pour cela
sur des données expérimentales issues de la thése de C. Zarrouk : "Contribution a I'étude
d’une cyanophycée, Influence de divers facteurs physique et chimique sur la croissance et la
photosynthése de Spirulina maxima Geithler' de 1966 [17] et dans laquelle est étudié, entre
autres, l'effet du nitrate qui nous intéresse ici. Le protocole détaillé est décrit dans ledit

document, on précisera toutefois que :

e La microalgue utilisée est Spirulina Maxima (et non A. Platensis Paracas)
e Le milieu de culture n'a pas la méme formulation
e Les vitesses de croissance sont mesurées en masse entre 24 et 48 h de culture

e Le contre-ion du nitrate n'est pas le méme entre les expériences de C. Zarrouk
et le projet PLAISIR, (resp. sodium et potassium), ce qui nous pousse a formuler

I'hypothése que celui-ci n‘a pas d‘influence sur la cinétique

Les points, issus de la Figure 11 du document, ont été numérisés puis corrélés par une
loi de Monod avec un terme d'inhibition par le substrat et optimisés par une méthode des
moindres carrés sur les écarts absolus puis normalisés. Donnant au final le graphique Figure

37 dont on a changé I'axe des abscisses par rapport a la littérature.
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Figure 37 : Adéquation modéle (formule (14), R?=0,99) et expérience pour l'influence de la

concentration en nitrate sur la croissance de la biomasse [17]

Avec I'expression suivante pour le modéle :

[NOs]

=1,14 -
v [NO;] (14)

2
0,00250 + [NO;] + (m)

Avec : uy la cinétique de la biomasse par rapport a la concentration en nitrate (comprise entre
O et 1), [NO3] la concentration molaire en nitrate du milieu (mol-L1)

Dans la pratique dans le milieu P3 (formulé pour le projet PLAISIR), les concentrations

en nitrate sont comprises entre 0,046 et 0,024 mol/L, soit une cinétique, uy, quasiment égale

a 1 relativement a ce substrat sur toute la gamme opératoire.
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C. Impact de la Concentration en Bicarbonate

a. Modélisation des Données de le Littérature

Ici, on regarde l'influence sur la croissance de la concentration en carbone inorganique
apporté sous forme de bicarbonate de sodium (NaHCOs). Contrairement au substrat azoté, la
source de carbone présente dans le milieu de culture n'est pas inerte. La comptabilisation de
son influence dans le modéle cinétique n'est alors pas triviale puisque la quantité de matiere
introduite dans le milieu et la concentration réellement en solution sont différentes. Le
bicarbonate de sodium est amphotere, c'est-a-dire qu'il se dissocie en solution aqueuse pour
donner trois formes différentes : acide carbonique (H.COswq)), le bicarbonate Iui-méme
(HCO3) et le carbonate (COs%). Celles-ci sont liées entre elles par deux équations d'équilibre
acido-basique (26), dont il résulte le diagramme de prédominance en Figure 38 exprimé en
fonction du pH et plus largement détaillé en partie III.1. La détermination totale du systeme
nécessite donc au minimum la connaissance de deux parametres. Deés lors est communément
utilisée la quantité de carbone inorganique totale et le pH [9], [17], [96], il en va de méme
pour les modeles cinétiques pour lesquels sont régulierement composés de deux termes :
l'influence du bicarbonate introduit et I'influence du pH. Le pH évoluant au cours de la culture
[8], [9], [97], il est possible d'établir par exemple une loi empirique traduisant sa variation

avec celle de la concentration en biomasse.
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Figure 38 : Diagramme de prédominance des différentes formes du carbone inorganique en
solution aqueuse en fonction du pH

C'est une autre approche qui est proposée ici : on souhaite se baser directement sur les
concentrations des différentes especes du carbone au cours du temps [98]. En premier lieu,
on cherche le lien entre la concentration en bicarbonate en solution, assimilable par les cellules,
et la cinétique. Pour cela on se référe aux données expérimentales présentes dans la thése de
C. Zarrouk [17] (cf. Figure 39) dans laquelle I'impact du bicarbonate introduit dans le milieu
et le pH de la culture sont aussi étudiés. Le pH étant contr6lé par un ajout de soude, ce qui
provoque une réaction totale avec une partie du bicarbonate pour former du carbonate. Le
protocole est décrit dans le document de référence, et on note deux différences majeures

supplémentaires (relativement a I'étude du nitrate) :

e Ce n'est pas la croissance biologique qui est directement mesurée mais son

activité photosynthétique a travers la mesure du dégagement de dioxygene

e Les cultures sont réalisées sur des durées de 40min

125
Manuscrit de thése - Vincent Gernigon



II. Caractérisation du Systéme Biologique

) W & pH =850
14k & pH=9,00
pH =9,50

12f & pH=10,0
= pH=105

1ol pH =110

Activité photosynthétique (UA)
co

6 -
4 i
2 I
0 | 1 1 i

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

-1
[HCOS]ini (mol.L™")

Figure 39 : Influence de la concentration initiale en bicarbonate sur l'activité photosynthétique
de la culture de la spiruline en fonction du pH (Numérisation de la figure 20 de C. Zarrouk [17])

On réexploite ces données cinétiques (aprés normalisation) mais cette fois tracées
relativement a la quantité de bicarbonate en solution aprés la réaction avec la soude et donc
réellement disponible pour la biomasse dans le milieu. Sur la Figure 40 qui en résulte on
constate alors que les données peuvent étre représentées par une loi de Monod dont I'équation
est donnée en formule (15). Le coefficient est ajusté par la méthode des moindres carrées
écrits sur I'écart absolu entre données et modele. Cependant treize points parmi les données

semblent ne pas obéir a cette tendance, ils n'ont donc pas servi a ajuster la loi (15).

B [HCO3]
~0,00604 + [HCO3 ]

nc([HCO3]) (15)

Avec : uc l'influence de la concentration en bicarbonate sur la croissance (comprise entre 0 et
1), [HCO3] Ia concentration de bicarbonate en solution (en mol-L1)
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Figure 40 : Adéquation entre une corrélation de type loi de Monod (formule (15), R°=0,75) et
l'expérience concernant l'influence de la concentration en substrat carboné sur la croissance de
la biomasse obtenu selon de protocole de C. Zarrouk [17]

En revanche, on remarque que ces points correspondent tous a des milieux de culture
dans lesquels ont été introduites les plus grandes quantités de bicarbonate et avec les pH les
plus élevés. Dés lors, au regard du diagramme de prédominance, Figure 38, on en déduit que
cela correspond aux concentrations en base conjuguée (carbonate) les plus élevées. On
postule (de fagon empirique) une inhibition de la croissance par la présence de carbonate dans
le milieu. Cela est cohérant avec la littérature, ou il est mentionné et modélisé un
ralentissement de la croissance avec l'augmentation du pH, la prédominance des différentes
especes et solutions y étant directement liée [7]-[9], [14]. Pour vérifier cette hypothése, on
trace I'écart entre le modele de I'équation (15) et les points expérimentaux en fonction de la
concentration en carbonate. Ainsi représenté sur la Figure 41, il semble effectivement que
I'écart au modele et la concentration en carbonate soit corrélés. On introduit alors un terme
correctif au modeéle afin de prendre en compte cet effet du carbonate sur la cinétique. On
décide d’écrire ce terme comme proportionnel a la concentration en carbonate. Cela aboutit,
aprées ajout du nouveau terme et ajustement des parametres par la méthode des moindres

carrés sur I'ensemble des points, a I'équation (16).
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Figure 41 : Ecart absolu entre données et modéle en fonction de la concentration en carbonate
en solution, avec en croix bleues : I'écart entre l'activité photosynthétique mesurée
expérimentalement et calcul par la loi de Monod (formule (15)) et en tirets noirs une corrélation
linéaire passant par l'origine d'équation (R°=0,84)

[HCO3)

~ 1,04
He 0,00658 + [HCO;]

~2,69-[C0%] (16)

Avec : uc Ia cinétique de la biomasse par rapport a la concentration de bicarbonate en solution
(comprise entre 0 et 1), [HCO5 ] la concentration molaire de bicarbonate en solution, [CO%] Ia
concentration molaire de carbonate en solution

Sachant que cette correction linéaire du modele n'est sans doute que I'approximation au
premier ordre de la véritable loi décrivant le lien entre la cinétique et le carbonate, pour peu
bien siir que ce soit ce dernier qui ait véritablement une influence sur la cinétique. Les
graphiques, Figure 42, montrent une différence résiduelle entre modele et I'expérience, et ce
malgré I'ajout du terme correctif permettant de décrire la partie décroissante des courbes.
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Figure 42 : (a) Données expérimentale (normalisée) issue de [17], (b) les mémes points
expérimentaux décrits par le modéle de la loi (16), R*=0,7

b. Vérification Expérimentale du Modéle

D'autre part, on a voulu corroborer le comportement décrit par le modele avec des
expériences réalisées sur notre souche de spiruline, et plus particulierement I'effet de couplé
du carbonate par inhibition. On se base pour cela sur I'étude de l'influence d'une gamme de
concentration initiale introduite de bicarbonate dans le milieu a pH fixé (choisi arbitrairement
a 9,6), tout comme lors de I'expérience décrite ci-avant. Pour cela, on réalise six points en
paralléle grace aux photobioréacteurs de paillasse, toujours sur une durée d'une semaine,
issus du méme inoculum et réalisés a deux reprises a un mois et demi d'intervalle. L'injection
de gaz, I'éclairement en parois et la température sont respectivement réglés a : 2 L-min’?,
350 ymolpar-m2-st et 35°C. Pour cette expérience, on choisit de ne pas ignorer la
consommation du carbone avec la croissance de la spiruline, notamment car, pour les faibles
concentrations testées, la carence en carbone survient pendant la durée de la culture. On a
exceptionnellement recours a un fonctionnement séquentiel des photobioréacteurs : la
concentration en carbone en solution ainsi que le pH sont corrigés biquotidiennement par
introduction de bicarbonate de sodium et d'hydroxyde de sodium. Les quantités sont donc
déduites de la variation de pH mesuré (TUV, PH539) via les équations du diagramme de
prédominance (cf. Figure 38). On effectue aussi cette opération a l'instant initial. Le pH est

donc maintenu approximativement autour de 9,6 (plus ou moins la variation autour de la
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consigne, +0,4). Le modele est alors établi sur la série de points faite de la moyenne des
points des deux expériences préalablement normalisées par leur maximum (Remarque : Les
valeurs absolues des deux maxima sont cohérentes, resp. 0,36 et 0,34 j!). L'ajustement du
modéle se fait par la méthode des moindres carrés sur I'écart absolu entre valeurs
expérimentales et issues du modéle. En revanche, étant donné qu'il n'y a aucun point dans la
partie croissante de la courbe, le coefficient de demi-saturation de la loi de Monod ne peut
étre ajusté. On conserve alors celui issu de l'exploitation des données de la littérature.
Néanmoins, on observe que notre souche de spiruline semble effectivement répondre au
méme phénomeéne d'inhibition par le carbonate mis en valeurs précédemment. Remarque :
Sans I'analyse préalable des données des expériences de C. Zarrouk, les données auraient été
interprétées (a tort) comme une inhibition par le bicarbonate lui-méme (dans une loi de Monod
avec terme d'inhibition par le substrat) car a pH constant la proportion entre la concentration
de carbonate et de bicarbonate reste identique. L'effet du carbonate n'aurait pu étre relevé
par le nombre limité de nos mesures (vs. La littérature). L'ajustement du modéle ne
comprenant que l'influence du bicarbonate n'aurait été vrai qu'a l'unique pH de I'expérience,
ce qui aurait amputé la capacité du modele a prédire d'autres cas de figure que celui de

I'expérience.

1
I
1
1
0.2 -" © expérience #1
I

¥ expeérience #2
- modéle
1 | | |
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

[HCO,]. (mol.L”)

Figure 43 : Influence de la quantité de bicarbonate introduit initialement sur la croissance de la
biomasse . lorsque le pH est fixé a 9,6, comparaison entre nos experiences et modele (formule
(17), R°=0,96)
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[HCO3]

= 1,24
He 0,00658 + [HCO; ]

~10,6-[C0%] (17)

Avec : uc la cinétique de la biomasse par rapport a la concentration de bicarbonate en solution
(comprise entre 0 et 1), [HCO5 ] Ia concentration molaire de bicarbonate en solution (mol-L1),
[CO3%] la concentration molaire de carbonate en solution (mol-L1)

Dans la pratique, le milieu de culture possede a l'instant initial une concentration en
bicarbonate de 0,19 mol/L et un pH de 9,6, il permet donc une cinétique de croissance idéale.
Néanmoins, au cours du temps le bicarbonate est consommé par la biomasse ce qui dégrade
naturellement la cinétique comme pour toutes les especes. De plus, il s'y ajoute que le milieu
devient de plus en plus basique, ce qui a pour effet de diminuer d'autant plus la cinétique au

cours de la culture.
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D. Consommation des Nutriments

Enfin, on prend en compte I'action de la biomasse sur la composition du milieu de culture.
Celle-ci, assimile les composés chimiques présents dans son environnement pour croitre.
Comme on a pu le dire en partie I1.1.B, le suivi direct de la composition du milieu au cours de
la croissance des microalgues est difficile étant donnée la grande variété d'especes présentes
(tant chimiques que biologiques). Pour répondre a la question de I'évolution de la composition
du milieu, on se base alors sur la composition minérale de la biomasse (Tableau 3) avec
laquelle on établit une équation steechiométrique de croissance de la spiruline. Il en découle
la loi (18) relativement a I'évolution des deux espéces étudiées (i.e. azote et carbone). De la
méme maniére pourraient étre déduits les coefficients stoechiométriques des autres nutriments
si leurs natures étaient connues. Il est aussi a remarquer que la stoechiométrie varie d'une
algue a l'autre et d’'une souche a I'autre [2]. De plus, I'équation (18) se base sur la création de
quantité de biomasse et ignore la synthese de métabolites externes (cf. exo-poly-saccharides)
qui relargués dans le milieu ne sont pas comptabilisés en tant que matiere biologique quand
bien méme leur production requiert la consommation d’une fraction des nutriments. Pour la
suite de I'étude, on fait I'nypothese que la production de tels métabolites n’est pas significative
et peut étre négligée pour évaluer I'évolution de la composition du milieu. De méme, on ignore

une éventuelle consommation/assimilation ultérieure de ces métabolites externes.

{A[N03] = —0,0091 - AX
A[HCO3] = —0.039 - AX

sp
(ML — 0,0091 (18)
KNOg
Avec: »5P
Myanco, = 0,039

Avec : AX la variation de concentration massique en spiruline (g-L1), AINO3] la variation de la

concentration molaire en nitrate du milieu (mol-L1), AlHCO3] la variation de la concentration

molaire en bicarbonate du milieu (mol-L-1), y¥ la fraction massique de x dans la spiruline (cf
Tableau 3), M, la masse molaire de I'espéce x [99]
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Tableau 3 : Composition Minérale de la Spiruline [8]

Atome Yom
Carbone (C) 47

Azote (N) 12

Phosphore (P) 0,8
Fer (Fe) 0,05
Soufre (S) 2

Potassium (K) 1,5
Calcium (Ca) 0,13
Chlore (Cl) 0,4
Magnésium (Mg) 0,2

Manuscrit de thése - Vincent Gernigon

133



II. Caractérisation du Systéme Biologique

134
Manuscrit de thése - Vincent Gernigon



II. Caractérisation du Systéme Biologique

4.Impact de I'Eclairement
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A. Echelle Macroscopique — Expériences préliminaires

On débute par une premiéere étude expérimentale de l'influence de I'éclairement sur la
croissance a I'échelle macroscopique/globale, a savoir s'appuyant uniquement sur la puissance
lumineuse dissipée par unité de volume de culture a travers le rapport de forme F (formule
(1)). Pour cela, on réalise quatre cultures : deux ont le méme F mais selon une géométrie
différente (#2 : géométrie présentée en II.1.A vs. #3 : géométrie annulaire), deux ont une
valeur de F plus faible et different entre elles par leur agitation (#1 : bullage identique aux
deux premieres cultures, comme présenté en II.1.A vs. #4 : bullage "intensifié"). L'expérience
est effectuée sur le banc de photobioréacteurs de paillasse. Les cultures ont toutes pour
caractéristiques communes : de provenir du méme inoculum, d'étre régulées a 30°C, d'avoir
duré une semaine et l'irradiance en parois éclairées est imposée a 350 pmolpar-m2-st. Les
différentes conditions testées et les résultats sont respectivement détaillés dans les
Tableau 4.(a) et (b).

On observe ainsi que si F est maintenu identique entre deux différentes géométries
alors les croissances qui en résultent sont elles aussi relativement proches. Cela est donc
en accord avec I'approche de dimensionnement, citée en 1.2.B, consistant a procéder au
changement d'échelle en conservant F constant. En revanche, lorsque F varie, la
croissance suit effectivement la méme tendance sans pour autant y étre directement
proportionnelle. C'est donc une premiéere limitation de F en tant que variable de
dimensionnement. On explique cela par le fait que la superficie de paroi éclairée est une
caractérisation insuffisante des conditions réactionnelles puisque, on le sait, il y a un
phénomeéne d'auto-ombrage au sein des milieux de culture rendant le volume réactionnel
inhomogene en lumiére. Dés lors, comme l'influence de la lumiére est non-linéaire (voir
paragraphe suivant), une modification de l'inhomogénéité en lumiéere (via F) induit une
variation non-proportionnelle de la cinétique de croissance sur le réacteur. Par la méme,
cela justifie la nécessité de devoir considérer les effets locaux de la lumiéere sur la biomasse

plutot qu'a la seule échelle macroscopique.
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Tableau 4 : (a) Conditions opératoires des diftérentes cultures, (b) Résultats de I'expérience et
exploitation. Remarque : La croissance spécifique correspond a la vitesse de croissance divisée
par le facteur de forme F de la culture considérée

(@

Culture | Volume (L) | Surface éclairée (cm?) Temps de mélange (s)
#1 6,5 305 (un tube de LED) ~80 (cane de bullage)
#2 6,0 893 (trois tubes de LED) ~80 (cane de bullage)
#3 5,0 745 (un tube de LED large, | ~80 (cane de bullage)

diametre externe 100 mm)
#4 6,5 305 (un tube de LED) <10 (rideau de bulles en
parois extérieurs)
(b)
Culture | F (m1) | Croissance (j1) | Croissance spécifique (j-1'm1)
#1 4,69 0,08 0,017
#2 14,9 0,35 0,024
#3 14,9 0,31 0,021
#4 4,69 0,14 0,030

Remarque : Les temps de mélange, cité en quatrieme colonne du Tableau 4.(a), ont été
mesurés manuellement par suivi conductimétrique (WTW, LF538) avec injection d'un
traceur (solution aqueuse saturée en sel) et moyennés sur dix acquisitions (pour
compenser la faible fréquence d’'échantillonnage)

Plus encore, on observe également que méme a F constant la croissance dépend de
maniére significative (+75% entre #1 et#4) de I'agitation de la culture (cf. Flashing Light
effect). Cet aspect doit donc lui aussi étre comptabilisé, encore faut-il étre capable
d'observer cet effet de fagon indépendante et de le quantifier. On poursuivra donc ensuite
en partie I1.4.C avec I'étude de la dynamique de I'influence de la lumiére sur la croissance.
On le rappelle : I'effet de I'agitation se fait, a priori, via les fluctuations temporelles de
lumiere percue par les cellules (cf. 1.2.B). Les photobioréacteurs sont supposés
parfaitement mélangés du point de vue des concentrations, de méme on écarte un
potentiel effet du transfert de matiere par la phase gaz car notre milieu fournit déja une

source excédentaire de carbone.
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B. Echelle Locale

a. Modele de Réponse Irradiance - Croissance

Cette nouvelle étape de I'étude de l'influence de la lumiére sur la croissance cherche
maintenant a prendre en compte l'effet des différentes intensités locales en lumiére dans
les photobioréacteurs. L'évaluation des champs de lumiére (i.e. répartition dans le volume)
fait l'objet de la partie III1.2 au prochain chapitre. Il est ici question de caractériser la
croissance spécifique de la biomasse relativement a ces différentes valeurs d'irradiances.
Cette étude flt réalisée par notre partenaire de I'lFREMER. Les expériences ont été réalisées
sur la souche de spiruline du projet PLAISIR, mais différent sur un certain nombre de points
par rapport a ce qui est décrit en II.1 :

e Photobioréacteur torique (décrit par ailleurs [36])

e Fonctionnement : Turbidostat (dilution biquotidienne), jusqu'au régime

permanent (i.e. quelques jours), biomasse tres peu concentrée

e Régulation de la température : 30°C (+2°C). Remarque : On a Vérifié que
l'intercorrélation lumiéere/température n'était pas significative pour notre souche
(cf. 11.3.A)

e Source de lumiére : tubes fluorescents. Remarque : Le spectre est donc
différent de celui des LED (cf. Figure 8)

e Milieu : Zarrouk

La biomasse est volontairement cultivée en conditions trés diluées afin d'assurer un
gradient de lumiere minimal et ainsi se rapprocher autant que faire se peut du cas d'un
photobioréacteur homogene en lumiere, et donc mesurer la croissance d'une population
de cellules exposées a une méme intensité lumineuse. Cependant, ne pouvant assurer
une irradiance parfaitement homogéne sur le volume, le résultat est exprimé en fonction
de la moyenne des irradiances entre les faces d'entrée et de sortie. Les données
normalisées sont représentées Figure 44. En raison de la tendance qui suggeére une
diminution (aprés un optimum) de la cinétique pour les plus fortes valeurs d'irradiance,

on choisit une équation de Haldane pour décrire les données (équivalent a une cinétique
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de Monod avec un terme d'inhibition). Les parametres du modeéle sont ajustés par la
méthode des moindres carrés sur I'écart absolu entre les points expérimentaux et le
modéle, I'équation finale est donnée en (19). Par ailleurs, en lien avec ce qui est décrit
dans la littérature [18] un terme seuil (le "-1,05") est ajouté a I'expression (19) pour
représenter le point de compensation i.e. l'irradiance minimale pour engendrer une
croissance. La seule exploitation des données Figure 44 n'aurait pas permis de conclure a
la nécessité de l'introduction de ce terme. D'ailleurs, I'expérience réalisée ne vise pas
spécifiguement a la détermination précise du point de compensation, a fortioriles données
ne permettent pas a priori de mettre en valeur son existence. Cela implique une incertitude
résiduelle quant a I'ajustement de ce parametre. Le probleme étant que contrairement au
photobioréacteur utilisé pour I'expérience, ceux que l'on cherche a modéliser sont
fortement hétérogenes en lumiere et possedent méme une fraction non-négligeable de
leur volume qui n'est pas éclairée. La valeur du point de compensation (qui détermine la
décroissance de la biomasse aux faibles irradiances) revét donc une importance
significative dans la prévision des cinétiques dans le cas d'un photobioréacteur possédant
une part de volume a l'obscurité. Dés lors, une amélioration ultérieure du modele
passerait, en premier lieu, par une quantification spécifique et fiable de ce parametre.
Dans la littérature des valeurs relevées sont comprises entre 1 et 5 pmolpar-m2:st [18],
[100]-[102], ainsi I'ajustement qui en est fait est donc plausible. Une autre observation
est qu'en régime permanent (i.e. exposition continue et constante), 350 pmolpar-m=2-s!
est le maximum de viabilité de la spiruline, au-dela de cette valeur nous notons un
effondrement systématique (non-quantifié) de la biomasse algale. Seconde remarque : II
existe par ailleurs une autre écriture rependue de uj,, ou la notion de point de
compensation est substituée par un terme de mortalité (soustraction d'une constante au
résultat de p,, et ce quel que soit l'irradiance) [61], [103]. Les deux écritures sont
équivalentes (a I'ajustement des paramétres pres), car il s'agit de deux translations (resp.
suivant les abscisses et les ordonnées) conservant la forme de la fonction (de Haldane).
En revanche I'équivalence n'est pas conservée si le terme de mortalité est appliqué a la

croissance globale, son évaluation devient réacteur-spécifique.
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Figure 44 : Comparaison entre expérience et modéle (formule (19), R°=0,99) pour la
description de l'influence de l'irradiance sur la cinétique de croissance de la spiruline
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Avec : U 1a cinétique de la biomasse par rapport a l'irradiance (en régime permanent en
condition homogéne) (comprise entre 0 et 1), I l'irradiance régnant au sein du volume de
culture (umolpag-m2-s1)

b. Exploitation en Réacteurs Non-Homogénes

Ensuite, se pose la question de I'exploitation d'un tel résultat. Comme on vient de le

dire on cherche a faire croitre la spiruline dans un environnement fortement hétérogene,

ou se cotoient les deux extrema opératoires, bien loin de la configuration idéale ayant

servi a l'expérience décrite ci-avant. Pour prendre en compte la conséquence d'un

éclairement inhomogéne sur la croissance globale d'un photobioréacteur, il existe deux

écritures (cf. 1.2.B), suivant que I'on émet I'hypothese que :
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o Equation (20) , notée ia (pour instantaneous adaptation dans la littérature) : a
tout instant la biomasse voit sa croissance dirigée par l'irradiance du lieu ou elle
se trouve, c’est-a-dire les irradiances locales (en chaque point du volume)

o Equation (21), notée fi (pour full intégration dans la littérature) :
la croissance de la biomasse est fonction de l'irradiance moyenne a laquelle elle
est exposée lors de la culture, soit la moyenne volumique du champ
d'irradiance. Remarque : Son évaluation ne dispense pas pour autant de la

connaissance du champ d'irradiance local
PR _ . () - 8V = (y,, (D) 0)
la Ty Hium = Hpym

Avec : ui, 1a cinétique de la biomasse par rapport a l'irradiance dans le cas d'une adaptation
instantanée de la cinétique a l'irradiance (comprise entre 0 et 1), Wm 12 cinétique de la
biomasse par rapport a l'irradiance (en régime permanent, en condition homogeéne)
(comprise entre 0 et 1), Vle volume réactionnel, §V un volume élémentaire du réacteur, I
l'irradiance régnant au sein du volume de culture

1
wi = | f I-6V )= pp,,, (D) (21)

Avec : pg; la cinétique de la biomasse par rapport a l'irradiance dans le cas d'un
comportement intégré de la cinétique face a l'irradiance (comprise entre 0 et 1), jym 12
cinétique de la biomasse par rapport a l'irradiance (en régime permanent, en condition
homogene) (comprise entre 0 et 1), V le volume réactionnel, 8V un volume élémentaire du
réacteur, I l'irradiance régnant au sein du volume de culture

Des lors, l'approche de l'éclairement des photobioréacteurs revét une nouvelle
complexité, puisqu'il s'agit de composer avec la distribution des valeurs d'irradiances dans le
volume (via les sources et la géométrie). Par exemple, dans le cas idéal ou tous les points
d'un photobioréacteur recoivent la méme irradiance, il est inutile de délivrer plus que
250 pmolpar-m2:s7t puisqu'il en résulterait une diminution de la vitesse de croissance tout

en demandant plus d'énergie (cf. Figure 44). Ce n'est cependant pas le cas lorsque le
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volume réactionnel est exposé a un champ de lumiére avec un fort gradient, car
augmenter le flux de lumiére en parois revient a éclairer avec plus d'intensité plus
profondément dans le volume, et donc a éclairer suffisamment pour la croissance une
fraction de volume qui ne I'aurait pas été sinon. La fraction d la biomasse participant a la
croissance s’en trouverait augmentée. C'est d'ailleurs un résultat de I'expérience sur
l'intercorrélation entre lumiére et température (en II.3.A) pour la laquelle on a observé
une augmentation quasi-proportionnelle de la croissance avec le flux lumineux en parois
éclairées. Remarque : La proportionnalité s'explique par le fait que, lors de I'expérience,
l'irradiance en parois a varié entre 100 et 350 pmolpar-m:s, soit une gamme pour
laquelle l'influence de la lumiére évolue peu (contrairement a la gamme allant de 0 a
100 pmolear-m2:s7!, mais qui est représentée de maniére relativement semblable dans les
gradients de lumiére de chacun des points expérimentaux). C'est ici un cas particulier, on
ne peut dans le cas général tirer de conclusion entre I'énergie lumineuse dissipée dans le

systeme et la croissance qui en résulte, puisque pg,,,, n'est pas linéaire avec I (cf. 1.2.B).

De plus, étant donnée I'expression de la fonction y;,,,, (équation (19), et dans le cas

AT PB
ou l'on se base sur y;,

Ry, il découle certaines conclusions déja relevées dans I'état de
I'art. Premiérement, a puissance lumineuse constante, chercher a optimiser la cinétique
globale du réacteur revient a vouloir répartir la lumiére de la maniére la plus uniforme
possible. Cela s'explique par le fait que pour une fonction concave, la moyenne des images
d'une collection de points est toujours inférieure a I'image de la moyenne de cette
collection. Ainsi vaut-il mieux (a quantité égale) un flux de lumiére plus faible mais
correctement réparti dans le volume qu’un unique point source de forte puissance et une
forte hétérogénéité, cf. la Figure 45. En découle le principe de dilution de la lumiére qui
consiste a optimiser le rapport surface éclairée sur volume de culture de I'équation (1).
Bien que ce résultat mathématique soit évident, il n'est néanmoins pas trivial de le mettre
en ceuvre dans la pratique, car les gradients de lumiére sont imposés par I'absorbance et
la diffusivité du milieu due a la présence d'algues. Ainsi, opérer sur des cultures tres peu
concentrées, comme ici, peut étre difficilement compatible avec la notion de production
(puisqu'il y a tres peu de biomasse). Une autre voie pour une distribution plus homogene
de la lumiere est de réduire la taille caractéristique du réacteur (sa profondeur optique)
comparativement a celui du gradient de lumiere (ex. du DicoFLUv [29], Algofilm [64] ou
du photobioréacteur homogéne) mais la encore cela est difficile a marier avec de trés

grands volumes de culture.
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Figure 45 : Comparaison en (b) des cinétiques résultantes dans le cas d'une adaptation
instantanée de la cinétique a la lumiére en fonction de trois distributions-modéles de lumiére (a)
dans le volume présentant différents degrés de disparité (resp. d'écarts types relatifs : 0, 0,56 et

1,02) mais possédant toutes la méme irradiance moyenne dans le volume

Par ailleurs, on remarque que la question du champ spatial d'irradiance ne se pose
pas en ces termes lorsque que I'on se base sur I'hypothése d'un comportement intégré
(ugBR, équation (21)) pour le calcul de la cinétique globale du photobioréacteur, puisque
l'influence de la lumiére s'applique justement sur la moyenne de la distribution (et est

donc toujours plus favorable que I'hypotheése d'une adaptation instantanée).

Quant a la question de I'optimisation de la valeur de l'irradiance en parois (cf. 1.2.B),
la connaissance de ,,, et de I'hétérogénéité en lumiere permet aisément I'optimisation
de la consigne du flux de lumiére en parois pour la maximisation de la conversion de la
lumiére (i.e. de ufBR /1,) a chaque instant/concentration ou pour I'ensemble de la gamme
opératoire. Néanmoins, elle ne se pose pas ici, car étant donnée la profondeur optique de
nos volumes de cultures (excepté pour le photobioréacteur homogéne) le gradient de la
lumiere est toujours total (i.e. allant de la valeur en parois @ 0 pmolpar-m2:s, hormis a
0,1 et 0,2 g-L'!). Dans notre cas, il n‘est donc jamais question de limiter le flux sortant de
lumiere.

En revanche, se pose la question de comment prendre en compte une surexposition

possible (et volontaire) en parois. Par exemple, pour obtenir de vitesse de croissance
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satisfaisante dans le photobioréacteur pilote, on a pu imposer une irradiance en parois de
1000 pmolpar-m=:st, et ce sans que cela ne soit apparemment dommageable pour la
culture. Remarque : La surface éclairée du photobioréacteur pilote est trois fois inférieure
au photobioréacteur de paillasse relativement a son volume (cf. parametre F), d’ou une
irradiance en parois trois fois supérieure. Cela s’explique par le fait que contrairement a
I'expérience de caractérisation de py,,,, I'exposition a de telles valeurs n’est alors que
bréve et occasionnelle et n‘est donc pas délétere. Cela indique, encore une fois, qu'il y a
une différence entre régime permanent et dynamique pour I'exposition a la lumiere et que
le comportement ne reléve pas strictement d'une adaptation instantanée y;, a la lumiére
(sans quoi on assisterait a un déces progressif de la biomasse). Par contre on ne peut pas
prédire la croissance dans de tels cas de figure (surexposition), par I'application des
formule (20) et (21), étant donné que p;,, (1) n‘est pas définie pour ces valeurs de I (en

régime permanent).

0.5

0.4

0.3

0.2

Croissance spécifique globale (-)

0 0.5 1 1.5 2
Concentration en spiruline X (g.L'1)

Figure 46 : Comparaison de l'influence de la lumiére sur la cinétique de croissance globale du
photobioréacteur (ct. II11.2) en fonction de la concentration en biomasse pour le pilote éclairées
par ses 20 sources LED a 350 pmolpag-m-2-s-1 en paroi éclairée

Par contre, il est question de savoir quand l'une ou l'autre (pubBR vs. ufBR) est
applicable. Par exemple, lorsque les équations (20) et (21) sont appliquées aux champs
d'irradiance simulés du photobioréacteur pilote (calculés au chapitre suivant, III.2), cela

conduit a une différence de prédiction de +100% entre les deux cinétiques globales
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(@1 g-L! de spiruline), voir Figure 46. Il est alors difficilement envisageable de ne pas
répondre a la question du choix de la comptabilisation de I'hétérogénéité dans l'influence de
I'éclairement sur la croissance. Il est a noter par ailleurs que le cas réel ne reléve sans doute
strictement ni de |'une ou de l'autre des deux hypothéses, mais se situe entre les deux. Ceci

est I'objet de la partie suivante II1.4.C.
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C. Comportement Dynamique

a. Observations dans la Littérature

On a vu que dans le cas de nos photobioréacteurs (fortement inhomogénes en lumiére)
se posait la question de la prise en compte de la présence de toute une gamme d'irradiance
au sein d’un unique réacteur. Plus encore, on a mis en évidence qu'il existe aussi un effet
dynamique de l'exposition a la lumiére, via l'innocuité d’'une surexposition en parois, et
également de l'effet observé des conditions de mélange sur la cinétique de croissance. Par la
méme, il est a supposer quau-dela du fait de devoir prendre en compte I'effet d'un champ
inhomogene de lumiere dans les volumes réactionnels, il faille aussi comptabiliser celui de
I'aspect temporel de I'exposition a la lumiére de la biomasse due au voyage de celle-ci dans le
réacteur (et son champ inhomogene de lumiére) dii a l'agitation. Ainsi, la fréquence
d’occurrence et la durée (entre autres) des événements de passage d’une cellule dans les
zones éclairées et obscures du réacteur exercent aussi une influence sur sa croissance.
D’ailleurs ceci est sous-entendu dans |’écriture des équations (20) et (21) dans lesquelles
la notion d'adaptation instantanée et intégrée posait déja la question de la comparaison
de la réponse biologique aux variations de lumiéere. Des lors, on cherche désormais a étudier
I'effet de la fluctuation temporelle de la lumiere percue par la biomasse. Pour caractériser ce
phénomene, il faut controler expérimentalement I'exposition de la biomasse a la lumiére. Deux
solutions techniques sont possibles. La premiére consiste a utiliser un photobioréacteur
contenant deux zones distinctes et connues en éclairement (obscure et éclairée) et a maitriser
les temps de séjour/passage du milieu réactionnel dans ces deux zones via I'écoulement [76].
La seconde, adoptée ici, consiste a faire en sorte que I'ensemble de la population algale soit
soumise a la méme irradiance (réacteur homogene en lumiére) et a asservir la quantité de

lumiere que délivre la source au réacteur via un signal modulé/périodique.

Dans un premier temps, on se base sur une étude de la littérature de Xue et a/. Parue
en 2011 [75] qui étudie, entre autres, expérimentalement limpact sur la cinétique de
différentes fréquences d’exposition a la lumiére. Pour cela, les expérimentateurs ont utilisé un
photobioréacteur de faible épaisseur optique, 1 cm, assez similaire en géométrie a notre
photobioréacteur dit homogene (pour lequel on s’est largement inspiré du dispositif de Xue et
al). Les cultures sont conduites a faible concentration pour pouvoir supposer que le volume

est homogene en éclairement et donc que I'ensemble de la population biologique subit les
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mémes conditions réactionnelles, y compris en lumiére. Le protocole détaillé et le

photobioréacteur sont décrits dans I'article en question, mais en voici les grandes lignes :

e Microalgue : Spirulina Platensis

e Milieu : Zarrouk (pH=9,25)

e Température de culture : 33°C (doubles parois avec caloporteur)

e Suivi : Densité optiqgue mesurée a 560 nm (instant initial DOsg=0,39)

e Durée:24h

e Volume de culture : 60 mL, 1 cm de profondeur optique, géométrie plane

e Eclairement : panneau LED (spectre fourni), modulation par obturateur rotatif
a vitesse controlée (signal créneau). Remarque : La courbe d'influence pyym
ainsi que le flux de lumiére incident sont donnés en W-m et sont donc fonction

du spectre d'émission de la source lumineuse.

Les principales conclusions de cette étude sont qu'il existe une variation progressive et
significative de la cinétique de croissance en fonction de la fréquence d’exposition a la lumiere,
que cette variation semble étre encadrée par les deux cas limites déja cités (adaptation
instantanée et comportement intégré), que lI'amplitude de cette variation est fonction de
I'intensité du flux de lumiéere et du rapport cyclique du signal (i.e. proportion de la phase
d’éclairement sur une période, dans le cas d’un signal créneau comme ici). Le passage de p;,

vers fig; se fait avec I'augmentation de la fréquence du signal, a savoir que plus les variations

de lumiére percue sont rapides plus la cinétique a tendance a s’écrire en fonction de la valeur
moyenne du signal (et vice versa). Par ailleurs, on reléve que des études similaires existent
sur dautres microalgues, comme : Dunaliella, Phaeodactylum, Nanochloropsis,
Chlamydomonas et Chlorella (pour le méme ordre de grandeur de fréquences mises en jeux)
[39], [76], [93], [104], [105]. Les conclusions de ces études ne sont, quant a elles, pas

forcément les mémes.

On commence donc par redéfinir, par les équations : (22) et (23), les formules des
cinétiques p;q, €t us; pour le nouveau cas de figure, car les différentes valeurs d'irradiances
mises en jeux ne sont plus celles d'une hétérogénéité spatiale mais sont celles d’'une

fluctuations temporelles (ces fluctuations étant celles des sources). Le passage des équations
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spatiales (20) et (21) vers les équations temporelles (22) et (23) est détaillé en partie II1.3.B,.

La discussion concernant u;, et uy; développée dans la partie précédente, 11.4.B, reste

identique. Ainsi, dans le cas d’une adaptation instantanée de la cinétique et pour une méme
valeur moyenne, un signal continu résultera en une meilleure cinétique qu’un signal offrant de
grandes disparités de valeurs (typiquement : tout-ou-rien/créneaux comme dans l'expérience)
a cause de la concavité de u;,,,, (en fonction de l'irradiance). Un exemple est traité en Figure

47. Et pour la méme raison, la cinétique calculée via 1if; est toujours plus favorable que celle

via Hig-

1 p -
ba =5 jo w ()-8t =, (D) 22)

Avec : uiq 1a cinétique de la biomasse par rapport a l'irradiance dans le cas d’une adaptatio