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Chapitre I. Etude bibliographique

Introduction générale

Devant I'éveil des consciences collectives et idliglles aux problemes environnementaux,
de nombreuses solutions sont envisagées qui devnagmettre une meilleure gestion de
notre environnement. Un des challenges écologigquagurs que nos sociétés rencontrent
aujourd’hui est Tléraillement du réchauffement plam&, qui est en partie dd a
laugmentation des rejets de gaz a effets de skans I'atmosphére. L'augmentation de la
température a la surface de la Terre devrait calsegrands bouleversements climatiques.
Ces changements pourraient engendrer des perambatur la quantité et la localisation des
pluies, la production de ressources alimentairegcélération de la fonte des glaciers,
'augmentation du niveau des océans ou bien ed@meglération de I'extinction de certaines

especes (Bilanoviet al, 2008).

Le dioxyde de carbone (GPest le principal gaz a effet de serre. Sa conatomh actuelle
dans l'atmosphere est de 380 ppm et si les praiquatuelles ne changent pas, il est prédit
une élévation de sa teneur dans I'atmosphere de@®0d’ici 2050 (Hoffmanret al, 2006).

La majeure partie du GQroduit provient de I'utilisation d’énergies foes. Les plus grosses
industries productrices de G®ont les centrales thermiques, les raffineriescimenteries et

la pétrochimie (IPCC, 2005). En France plus de @ difes industriels seraient concernés par
le systéme pollueur-payeur mis en place par leopod¢ de Kyoto dont le but est de réduire
les émissions de CQLivre Turquoise, 2011). La totalité des émissidasCQ sur une année
en 2005 était estimée a 13 466 Mt (IPCC, 2005pstl donc primordial de proposer des
solutions pour lutter contre son augmentation dlatmosphere.

Parmi les solutions proposées pour diminuer la eomation de C@ dans I'atmosphére
peuvent étre citées entre autre la séquestratioms das formations géologiques,
'enfouissement dans les océans, la transformatbimique, le captage biologique.
Cependant, la résolution du probleme ne viendra ggaee seule méthode mais d'un
ensemble de techniques appliquées simultanéme@C(IR005). Le choix de la méthode de

stockage dépend de la concentration en,@® la pression et de la composition du gaz ciblé.
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De plus les méthodes de séquestration de ddi¥ent proposer un piégeage a long terme du
carbone si elles veulent étre efficaces (Bilanetial, 2008).

Une des solutions proposées serait |'utilisatiommileroorganismes photosynthétiques afin de
capter le C@au niveau des sites industriels. Dans ce butlifation des microalgues pour le
piégeage et le stockage de £&€3t actuellement un domaine de recherche en exparin
effet les algues en fixant GGsous la forme de matiere organique, grace a kpmer
lumineuse, sont de potentielles candidates pouicypar a la diminution de celui-ci dans
'atmosphére. Elles se composent d’environ 50%atbane sous forme organique provenant
essentiellement du GQixé via la photosynthese. D’apres certains agtéairproduction de
100 tonnes de biomasse algale permettrait la captlerl80 tonnes de GQ@Chisti, 2007).
Cependant il faut rester vigilant sur la faisabilite ces chiffres qui se basent sur des calculs
théoriques ; l'efficacité de la fixation de @@ar les microalgues est fortement dépendante
des conditions environnementales.

Aujourd’hui 127 000 noms d’espéeces d’algues somemeés dont la majorité sont des
microalgues. Il reste encore de nombreuses espab@&souvrir et leur nombre total est estimé
entre 100 000 a plusieurs millions selon les saufcerre Turquoise, 2011). D’autre part, les
microalgues ont colonisé aussi bien les milieuxinsarque d’eau douce ou bien encore
terrestres ce qui en fait des organismes adaptéas agrand nombre de conditions
environnementales. Il s’en trouve également sous kesi climats, des plus chauds au plus
froids. Cette large diversité laisse entrapercedarnombreuses possibilités quant a leur
utilisation. Cependant malgré cette diversité, dmmine d'espéces de microalgues sont
cultivées a une échelle industrielle et parmi ellesis espéces sont prédominantes:
Arthrospira (Spirulina), Chlorella et Dunaliella. Aujourd’hui il existe de nombreux
débouchés pour les microalgues : l'alimentationmahe et humaine, la production de
pigments et de molécules d’intérét pour la cosmétig'agroalimentaire ou encore la

pharmacologie.

Les premieres installations industrielles de milgees ont vu le jour au Japon en 1960 pour
la culture deChlorella vulgaris En France, c’est dans les années 70 que la produe
commencé afin de fournir du fourrage pour l'aquaoel et les écloserie de mollusques.
Depuis la production n'a cessé d’augmenter. Entib B les années 2000, elle est passée de
5 tonnes a 3 500 tonnes par an. En 2004, elle geptdit entre 7000 et 10 000 tonnes de

matieres seche produites soit I'équivalent de 3|Bamds d’Euros. Le marché de la biomasse
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algale est donc en constante expansion. Aujourahwestime a 10 000 tonnes la production
de biomasse de microalgues par an. L’Asie est éenr producteur de microalgues au
monde et représente 50% de la production mondialdé-rance quant a elle, reste encore un
acteur mineur dans ce marché mondial avec unainentle sites de production pour 10 a 15

tonnes de biomasse par an (Livre Turquoise, 2011).

Les microalgues sont cultivées soit en systemertavappelés bassins ouverts (open ponds)
ou en systemes fermés, les photobioréacteurs. likaiton de l'une ou l'autre de ces
meéthodes de culture dépends du devenir de la bgampsoduite. Les photobioréacteurs
offrent un certain nombre d’avantages par rappox systémes ouverts. lIs présentent un
meilleur rendement de fixation du @@ar les microalgues, une meilleure production de
biomasse, un meilleur contréle du procédé et peemietde limiter les contaminations.
Cependant ce systéme de production est cher etdest peu utilisé pour la culture a grande
échelle, contrairement aux bassins ouverts (Hol.et2@11). Afin que la production des
microalgues se fasse a grande échelle et qu'e¢llenaible significatif sur le marché mondial
les techniques de productions doivent donc évdlugre Turquoise, 2011). C’est au travers
d’'une bonne maitrise de I'outil de production c&uplune connaissance approfondie de ce
modéle biologique qu’'il sera possible de rendrefguerant I'émergence des nouvelles
biotechnologies. En France de nombreux projetsedberche ont vu le jour ces derniéres
années, dans le domaine des bioénergies: SHAMAHDSBILIS, SALINALGUE,
WINSEAFUEL, AGROGASOIL, PHOTOBIO 2. Parmi les prigecités seulement un fait
référence a I'étude de la remédiation du,@@lustriel. Dans le monde, quelques entreprises
ou projets sont aussi tournés vers la captationC@y, tel que Solix Biofuels (USA),
Saembiotic (Israél), Grower Harvester Algal Proj@dSA). Ce domaine reste donc peu

investi contrairement a d’autres, tel que la préidncde biocarburant.

L'étude de la séquestration du £gar les microalgues repose sur deux domainegrot®&dé

de culture et les interactions qui existent erggedellules et le CODe nombreuses études
portent sur 'amélioration du procédé et des camast de culture (Chae et al., 2006 ; Chiu et
al., 2008). De méme la littérature sur la résistame différentes espéces de microalgues a de
fortes concentrations de G@ans le milieu de culture est vaste (Chiu et al0920Douskova

et al.,, 2009 ; Tang et al.,, 2011). Dans ces différaypes d'étude il est rare que les

mécanismes biologiques entrant en jeux lorsque eldule est confrontée a de fortes
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concentrations de GGoient abordés. D’autre part, le domaine d’étugléasdsimilation et de

la fixation de CQ par les microalgues est largement documenté (Kagtld&Reinhold, 1999 ;
Young et Beardall, 2004 ; Giodano et al., 2005 ydRa 2011). Cependant ces études se
placent le plus souvent dans le contexte natuesi-a-dire avec des concentrations de, CO
dissous faibles. Les études portant sur les régobgdogiques des cellules algales et les
mécanismes physiologiques mis en place a de fartexentrations de COrestent
minoritaires (Iwasaki et Miyachi, 1998 ; Kurano\iyachi, 2004).

Le but de cette these est I'étude de la faisahilii® procédé de captage de Qtar le biais
de la culture de la microalg@hlorella vulgaris Ce travail s’est fixé sur la levée d’'une partie
des verrous liés a la séquestration de §& les microalgues, tel que comprendre I'impact d
différentes conditions environnementales (concéotrale CQ, intensité lumineuse, ) sa.

vulgariset sa capacité a consommerLO

Dans le but de présenter les travaux réalisés lgaocadre de cette these, ce manuscrit se
divise en 4 parties :

- Une étude bibliographique qui tente de mettre &tion le domaine de la culture des
microalgues en photobioréacteur et celui des méaas physiologiques de fixation
et d’assimilation de C@ainsi que l'effet des parameétres environnementwxla
croissance de l'algue.

- Puis une premiere étude s’attache a décrire I'eféetdifférentes concentrations de
CQO; et différentes intensités lumineuses sur la cavise deChlorella vulgarislors de
sa culture en photobioréacteur en mode batch. # ples résultats de cette étude, un
modéle mathématique décrivant la croissanceCdevulgaris est proposé et les
parametres du modele déterminés.

- Une seconde étude est consacrée a la cultuf@ delgarisen mode continu. Elle
s’applique a caractériser I'efficacité du procédérda séquestration de GO

- Enfin, & partir du modele mathématique une étuddéesdimensionnement du procédé
a taille industrielle est proposée.
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Le but de ce travail de these étant la valorisationdioxyde de carbone p&hlorella
vulgaris cultivée en photobioréacteur, cette étude bibfipgigue se consacrera a trois
domaines d’étude : CQles microalgues et la mise en ceuvre du procémé. &re en mesure
d’optimiser la croissance de la microalgue au skeiprocédé de culture, il faut appréhender
les liens étroits qui se tissent entre ces troisaloes. De plus le contréle du procédé de
valorisation de C@passe par la compréhension des interactions cap®bpi existent entre

CO,, son environnement et la cellule de microalgue.

|.A Le systeme carboné

Afin d’appréhender le comportement de L£orsqu’il se dissout dans un milieu aqueux, il
faut prendre en compte deux phénomenes : la digsolphysique du gaz dans le milieu

liquide et la réaction chimique conduisant a larfation des différentes espéces carbonées.

La dissolution de C@dans I'eau dépend de la pression partielle de €Ds le gaz et de la
température. COdissous lorsque la phase gazeuse et la phasediqant a I'équilibre

s’exprime par la loi de Henry (1.1)

[CO,)d = ~2 (1.1)

Hco,

Avec :
[CO,]d : concentration de CQilissous dans le liquide (mof*)
Pco, - pression partielle de G@ans le gaz (atm)

Hco, : constante de Henry (L.atm.ri)l

La constante de Henry est dépendante de la temapeidiableau 1.1) : elle diminue avec une
baisse de la température. Donc d’aprés I'équatidr), (pour une pression partielle de £0
fixe, une baisse de la température va entrainerawggentation de la quantité de £O

dissous.
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La constante de Henry est aussi dépendante dérnaésdu milieu ; plus la salinité du milieu
sera faible, plus la concentration de Qissous sera importante (Falkowski et Raven, 2007)

Ceci est lié a I'activité de I'eau, plus réduitersitieu salin.

Tableau I.1. Variation de la constante de Henry pour différeté@spératures,
calculées a partir d’'Edwards al.(1978)

Température H
(°C) (L.atm.mol™)
0 12,55
25 28,55
40 41,44

Dans le liquide, C@dissous va réagir avec I'eau et former I'acideboarque, HCO;. Un
equilibre s’établit entre ces deux especes carlsor@emme l'acide carbonique est en tres
faible concentration dans le liquide, il est d’'usate considérer que Gdissous et FCO3

forment a eux deux Caqueux :
[COzaq]=[H,CO5] +[CO,d] (1.2)

Le C0O,aq peut se dissocier en HG@t en CQ". L'équilibre entre les trois espéces s’écrit :

CO,d + H,0 S H,CO,4 (1.3)
H,C0; S HCO3 + HY (1.4)
HCO; S CO?~ + H* (1.5)

Les constantes de dissociation des couples{HTO; et HCQ/COs* sont appelées

respectivement Ket K.

_ [HCO3IX[H*]

K= o000 (16)
_ [codTIx[H*]

K2 = hcor] (1.7)
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La répartition des différentes espéces carbonées giee calculée a partir des constantes
d’acidités qui dépendent légerement de la tempérdiableau 1.2).

pK, = —logkK; (1.8)

pK, = —logKk, (1.9)

Tableau |.2. Valeurs des pKet pK; pour les couples CQ/HCO; et HCQ/CO;*pour différentes
température, calculées a partir d’Edwagtlal. (1978).

Température pK1 pK2
(°C)
0 6,57 10,64
25 6,36 10,33
40 6,30 10,22

La répartition des especes carbonées en fonctigidest donnée sur la Figure I.1.

1,00
0,90
0,80
v 0,70

speces

o
3

0
A

0,50 — HCO;
0,40 Co.>
0,30
0,20
0,10
0,00

Abondance relative des

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0
pH

Figure I.1. Distribution des espéces carbonées en fonctiorHda p5°C.

Deux parameétres physico-chimiques affectent donépartition des espéces carbonées dans
le milieu aquatique : la température et le pH.

Les pK; et pK; sont dépendants de la température (Tableau 11@%. B température va
augmenter et plus les équilibres vont se déplaess la gauche de I'équation (1.5) et donc
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modifier la répartition du carbone inorganique esuton. De plus, les trois espéces
carbonées seront présentes dans des proportiaablearen fonction du pH (Figure 1.1).

La somme des trois espéces carbonées va formarder®e inorganique dissous, aussi appelé
CID:

[CO,aq]+[ HCQ |+[ G |= CIC (1.10)

Les microorganismes photoautotrophes, tel que lesalgues, vont interagir plus ou moins,
en fonction des espéces, avec ces trois formesmt®ree inorganique dissous. Elles fixent
CO,aqueux et/ou HC®au travers du processus de photosynthése. Cexrtaspeces, tel que

les coccolithophores utilise aussi &Qpour former leur coquille de calcium via un preees

de calcification (Falkowski et Raven, 2007).

|.B Présentation du modeéle d’étude

|.B.1 Présentation structurale de Chlorella vulgari

Chlorella vulgaris (Beijerinck, 1890)appartient a la lignée deShlorophytes Le genre
Chlorella se retrouve dans tous les habitats aguedi marins ou d’eau douce.

C. vulgarisest une algue verte unicellulaire eucaryote de@awce (Figure 1.2). Elle est de
forme ronde ou ellipsoide, d’'un diametre moyen dgmd. Elle posseéde un chloroplaste
pariétal contenant de la chlorophylle a et b amst des caroténoides comme pigments
accessoires, un pyrénoide, des thylakoides, dessgilzamidons et du matériel génétique
(Figure 1.3). L’amidon est la réserve majeure decigles de la cellule. D’autres organites sont
egalement présents dans la cellule : un noyaundteshondries, de petites vacuoles, des
gouttelettes lipidiques, des ribosomes (Van DenkHaeal, 1995). La membrane cellulaire
externe est composée de trois membranes contemdaigtlicosamine (Takeda, 1993 ; Allard
et al, 2000).

10
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COAP 21/ B - Chbarlia « doans

ulturecollection

of alﬁe &nd protozoa

Figure 1.2. Cellules deChlorella vulgarisCCAP 211/11B observées au microscope optique (feult
collection of algae and protozoa, Royaume-Uni)

granum formé de thylacoide int er-granaire
thyla::mdg:s\ac::ales . glob““j, lipidique

stroma

membrane interne” "= ribosomes

anveloppe -
PP |membrane externe

Figure 1.3. Structure d’un chloroplaste. D’aprésty:/www.snv.jussieu.fr/bmedia/Photosyntheseadrs
localisation.htm

La Figure 1.4 présente la structure d’'une cellideCtilamydomonasChlamydomonasst une
algue appartenant a la méme ligné Qinorella vulgaris Son organisation intracellulaire est
identique a celle d€. vulgarisa I'exception des flagelles absent dans notre teatiétude.

11
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Chlamidomaonas o aprés Trigmer et Brown chloroplaste

Figure 1.4. Organisation interne de la cellule chez Chlamydaasa Chlorophyta). D’apres Triemer et
Brown.

|.B.2 La photosynthese

Prés de la moitié de I'activité photosynthétique $arre est réalisée par des organismes
aguatiques qui ne représentent pourtant que 1 Bt lniemasse totale. Ces micro-organismes,
les microalgues, constituent le phytoplancton eit sol’origine de 90 % de la production

primaire aquatique (Falkowski et Raven, 2007).

La photosynthése est le processus par lequel eeahjues transforment I'énergie lumineuse
en énergie chimique et fixent le carbone inorgamidissous (CID). Il en résulte la synthese
de matiere organique et la production d’oxygénensAi’activité photosynthétique est la
fixation du CQ et la production d’@via les mécanismes de la photosynthese.

Elle se compose de deux phases indépendantes aeimét et physiquement, mais liées par
des intermédiaires communs et des régulations estitynes.

12
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Le processus photosynthétique dans son ensemhblétpewécrit par I'équation suivante :

nC0, + 2nH,0 + lumiere —  [CH,0],, + H,0 + 0, (1.12)
chlorophylle a

Bien que les deux phases se déroulent toutes lesd#ms le chloroplaste de la cellule, elles
se localisent au niveau de sites distincts. L'oxigtlade I'eau et la réaction photochimique
ont lieu dans la membrane des thylakoides alordajuéduction de COse déroule dans le

stroma des chloroplastes.

a. Réaction photochimique

C’est au sein de la membrane des thylakoides gtrewsee I'appareil photosynthétique. Il est
composé de pigments photosynthétiques associés phid¢osystemes | et Il (PSI et PSII),
d’accepteurs et de donneurs d’électrons. Le PBISét sont aussi appelés respectivement PS
700 et PS 680. Les photosystéemes sont des compdexssin desquels sont associees des
protéines et des pigments. Le PSII comporte trasanes: une antenne, un centre
réactionnel et un complexe d’oxydation de I'eauleEPS| comporte une antenne et un centre
réactionnel.

Les pigments photosynthétiques sont la chlorophg]ld, c et d en fonction des espéces
d’algues. Les chlorophytes ne contiennent que biesaphylles a et b. La chlorophylle a est
un pigment actif car elle capte et convertit I'@piedumineuse en énergie chimique. Alors que
la chlorophylle b est un pigment surnuméraire darree fait que transmettre les photons a la
chlorophylle a. Il existe d’autre type de pigmestgnumeéraires chez les algues vertes,
appelés caroténoides qui en plus de capter la tamns@nt impliqués dans la dissipation de
'excés d’énergie lié a un exces de lumiere (égfét Wright, 2006).

Une fois que I'énergie lumineuse a atteint la abpdrylle a des centres réactionnels des
photosystémes, celle-ci passe a un état excitépedse alors un électron. A partir de la va se
dérouler le transport des électrons au travers ifi@rehts accepteurs de I'appareil
photosynthétique jusqu’a un accepteur final peramétta production de pouvoir réducteur

NADPH. En paralléle la réaction de photosyntheésepeaussi la synthése d’ATP.

Il existe deux types de transport des électrondigue et non cyclique.

13
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Transport non cyclique des électrons
Au sein du photosysteme II, I'antenne collectrieepthoton se compose de chlorophylle a et
b, de caroténoides et de protéines. Elle captephesons et les aménent jusqu’au centre
réactionnel, qui contient une paire de moléculellerophylle a dont la longueur d’'onde du
pic d’absorption est 680 nm. Lorsque la moléc@eldorophylle a est excitée un électron est
libéré. Cet électron est transporté dans un pretaraps jusqu’a des plastoquinones. Elles le
cédent par la suite a un complexe appelé cytochigmeui le transfére a une plastocyanine.

Enfin, celle-ci céde I'électron au PSI.

En paralléle de cette réaction a lieu la scissiamal molécule d’eau, catalysée par le
complexe d’oxydation de I'eau (OEC), lié au PSII :

2H,0 - 0, + 4e~ + 4H* (1.12)

Cette réaction permet la libération d’électronepdotons et la production d’'oxygéne.
Les électrons formés par I'oxydation de I'eau, vi@rhplacer les électrons perdus au sein du
PSII.

L’'antenne collectrice du PSI se compose de chlgdtpla et b, ainsi que de caroténoides.
Elle transmet au centre réactionnel les photonscdrmdre réactionnel contient une paire de
molécule de chlorophylle a dont la longueur d’ondle pic d’absorption est 700 nm.
L’électron libéré au sein du centre réactionnel teshsporté jusqu’a la ferrédoxine. La
ferrédoxine va donner cet électron a la ferredoNA®P-oxydoréductase. Il va alors y avoir
la réduction de NADP en Nicotinamide adénosine diphosph@ADPH), aussi appelé
pouvoir réducteur. Ce pouvoir réducteur joue ue iGiportant dans de nombreuses réactions
métaboliques.

L’électron perdu au sein du PSI va étre remplacd’@actron précédemment expulsés par le
PSII.

La Figure L.5. représente le transport acycliqus ékectrons au sein de la membrane des
thylakoides. Lorsque les photons atteignent lesoudés de chlorophylles au sein des PS 680
(PSIl) et PS 700 (PSI), celles-ci passent d'un €t@ble a un état excité (fleches rouges) et
libérent des électrons qui vont permettre la sysgBATP et NADPH.
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Figure 1.5. Schéma du transport acyclique des électrons. PpB6tosystéeme Il, PQ : plastoquinone,
PC : plastocyanine, Cyth : cytochrome b ;, PS700 : photosystéeme |, Fd : ferrédoxine

Le transport des électrons via la réaction de plyaotbsse, libere de I'énergie qui va

permettre la synthése d’adénosine-tri-phosphatdPjAall niveau du complexe ATP synthase
associé a la membrane des thylakoides. Le trandpsrélectrons génere une force proton-
motrice au travers du complexe de I'ATP synthasepguinet le fonctionnement de I'enzyme

et donc la synthese d’ATP a partir d’adénosine hdigphate (ADP) et de phosphate
inorganique (Pi). L'ATP est une molécule a hautymauénergétique se retrouvant dans tous
les organismes. Elle fournit de I'énergie pourdaigsance cellulaire mais également pour la
maintenance des processus physiologiques des sngasi(Yanget al, 2000).

Lors de cette phase de la photosynthese, on afdonation d’ATP et de NADPH. Ces deux

molécules rentreront en jeux lors de la fixationGdDy.

Transport cyclique des électrons
Lors du transport cyclique des électrons, il n'pas synthese de NADPH mais uniquement
d’ATP.
Les électrons expulsés par le PSI ne sont pasédingrs la production de NADPH mais

utilisés pour augmenter la force proton motrice gprmet la synthése d’ATP (Figure 1.6). La
15
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cellule n‘ayant pas les mémes besoins en ATP &il&DPH, ce mécanisme lui permet
d’adapter la synthése de ces composés en foncéoses besoins physiologiques (Turpin,
1991).

P680* &
Synthése d’ATP \
, |
€ \

o 2; 37

Lumiére Lumigre

Figure 1.6. Schéma du transport cyclique des électrons. P@80otosysteme I, PQ : plastoquinone,
PC : plastocyanine, Cyth : cytochrome b ¢, PS700 : photosystéme I, Fd : ferrédoxine

La Figure 1.7 montre le transfert des électronslex protons au sein de la membrane des
thylakoides lors de la réaction photochimique det@tosynthése. Lorsque les électrons
arrivent au niveau de la ferrédoxine, celle-cidesribue soit :
- Au NADP". Le transport est alors dit acyclique et s’accogmead’une dissociation de
I'eau et de la synthése de NADPH et d’'ATP
- Au cytochrome B s qui les transferts a nouveau aux plastoquinonetramsport est

alors cyclique et I'ATP est la seule molécule sytigée.
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—
ATP - synthase

Figure 1.7. Complexes macromoléculaires et transferts d'@estret de protons au niveau de la
membrane du thylakoide. PSIl: photosystéme Il,: Rifastoquinone, PC : plastocyanine, (b
cytochrome b s, PSI : photosystéeme |, Fer : ferrédoxine. D’afRébert (1998).

b. Fixation du CQ: le cycle de Calvin

Dans la cellule C@va étre intégré au cycle de Calvin, au niveau kloroplaste. De ce

processus va résulter la synthese de matiere opgani

Cette réaction peut s’écrire:

nCO, + 2 NADPH + 2H* + 3ATP - (CH,0), + H,0 + 2NADP* + 3ADP + 3P,  (1.13)

C’est I'enzyme Ribulose 1,5 biphosphate carboxytaggénase (Rubisco) qui va catalyser
cette réaction de carboxylatioBO, réagit avec le Ribulose-1,5-biphosphate pour dotmer
glycéraldéhyde 3-phosphate (Figure 1.8). Cetteti@amécessite un apport d’énergie sous
forme d’ATP et de NADPH. Le cycle de Calvin va comsner 95% du NADPH et plus de
60% de I'ATP générés lors de la phase photochim{gatkowski et Raven, 2007).
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Les 5/6 du glycéraldéhyde 3-phosphate vont étieségi pour fournir le cycle en Ribulose-
1,5-biphosphate et le 1/6 restant est exporté tangtoplasme de la cellule pour servir a la
synthése de molécules organique (Figure 1.8). Galéaules organiques sont essentiellement
des glucides et en faible proportion des acidgaroques et acides aminés. Ces différentes
molécules seront utilisées par la cellule pourylatlsese de nouveaux composés ou comme
réserves (Falkowski et Raven, 2007).

La fixation du CQ ne nécessite pas directement de lumiére pour #eair c’est pourquoi
elle est aussi appelé réaction sombre. Cependamqadesa dépendance énergétique aux

produits de la photosynthése, elle reste intimeniéa& celle-ci.

Bien que 95% du carbone organique des microalgoiegide® par la Rubisco, il existe une

autre voie de fixation du carbone appdlémarboxylation (Raven et Beardall, 2003).
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co,

/__&)Aisco

Ribulose =
1,6-diphosphate 3-phosphoglycérate
= o
3
6[ADP]
Ribulose
5-phosphate
T 1,3-diphosphoglycérate
2@ «—4 NADPH
s [vaoP-]
\ 6@
Glycéraldéhyde

Glycéraldéhyde

3-phosphate 3-phosphate

H—C=0

Glycéraldéhyde |

3-phosphate H— (|3 — OH
l CH,0(P)

| Glucides, acides gras, acides aminés |

Figure 1.8. Schéma du Cycle de Calvin. Les nombreux internedicentre le glycéraldéhyde 3-
phosphate et le Ribulose 5-phosphate ne sont dagiés pour plus de clarté. D’aprés Albertsal,
1995.

| .B.3 g#-carboxylation

La pB-carboxylation est un ensemble de réactions quéntixle carbone inorganique,
indépendamment de la lumiére. Elles sont appdiéemrboxylation car lg-carbone d’un
composé en C3 est carboxylé lors de la réaction.

Elles permettent de recharger les cycles métabdiare intermédiaires essentiels a la
croissance cellulaire, qui ne sont pas produits IpaCycle de Calvin (acides aminés
essentiels, lipides, purines, pyrimidine et {@reoles) (Yanget al, 2000).. Bien que ces
réactions soient indépendantes de la lumiére,ue de@ synthése de ces métabolites est plus
important a la lumiere (Falkowski et Raven, 2007).
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Il est important de retenir que malgré I'importaeeces réactions giecarboxylation pour le
métabolisme de la cellule, elles ne représenteringufaible part de la fixation nettu
carbone chez la plupart des organismes aquatique®gutotrophes (Falkowski et Raven,
2007).

|.B.4 Photorespiration

La photorespiration est due a I'activité d’oxygéoatde la Rubisco, se déroulant a la lumiére.
Cette enzyme possede deux activités compétitivle. & une action oxygénase sur les
molécules d’'Q et une action carboxylase sur £0

PHOTOSYNTHESE:
Ribulose — 1,5 — biphosphatase + CO, + H,0 — 2(glycéraldéhyde 3 — phosphate) (1.14)

PHOTORESPIRATION:

Ribulose — 1,5 — biphosphatase + 0, — glycéraldéhyde 3 — phosphate + phosphoglycolate  (1.15)

La photorespiration va mener a la synthese de glteat au rejet de GQar la cellule. La
réalisation de I'une ou l'autre de ces réactionseira dépendante de la concentration des
différents substrats présents au niveau du sitixdigon de I'enzyme. Cette compétition est
renforcée par la trés faible affinité de la Rubiponur CQ. Or, malgré cette limitation ainsi
gue la faible concentration en €@ans le milieu aquatique, la photorespirationimsibée

par I'activité photosynthétique de la cellule. Cest en partie di a la capacité de la cellule a
accumuler CQ(Falkowski et Raven, 2007).

Il est important de noter que ce phénomene de pdggiation n'est susceptible d’arriver que
lorsque la concentration de @6st tres faible ou la concentration enaddormalement élevée.
Pour des concentrations de £€upérieures a 5% dans le milieu liquide, la phestpiration

peut donc étre négligée (Yarmgal, 2000).
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I.B.5 La respiration

En ne considérant que le cycle du carbone, RavBeadall (2003) définissent la respiration
comme étant 'ensemble des réactions qui consomaeh, et rejettent du COde facon
indépendante de la lumiere. A partir de cette d@im Falkowski et Raven (2007) se
focalisent sur quatre mécanismes de respiratiororplent des composés carbonés afin de
fournir des substrats a la croissance cellulaies @écanismes sont la glycolyse, le cycle de

Krebs, la voie des pentoses phosphates et la adspimitochondriale.

- La glycolyse est I'oxydation du glucose, formé late la photosynthese, en
pyruvate. Chez les algues vertes eucaryotes, @ltule dans le cytoplasme et
le stroma des chloroplastes.

- Le cycle de Krebs se déroule au sein de la mamitechondriale. Le pyruvate
produit par la glycolyse est oxydé en £Qes intermédiaires du cycle de Krebs
seront utilisés comme substrat pour la synthégdifffgents composés essentiels a
la cellule comme des bases azotées, des acideésaatides lipides.

- La voie des pentoses phosphates concerne la trarafon du glucose en
NADPH et pentoses phosphates. Le role majeur aeéoanisme est la production
du pouvoir réducteur NADPH qui est essentiel pausynthése des lipides et la
réduction du N@ qui a lieu a lI'obscurité (Falkowski et Raven, 2Q0Furpin,
1991). Chez les Chlorophytes, la voie des pentpBesphates a lieu dans le
cytosol et les chloroplastes.

- La respiration mitochondriale est le dernier mésau@ de respiration. Elle est
localisée dans la membrane interne des mitochandti®xydation du NADH
produit lors du cycle de Krebs est oxydé par leDRA déshydrogénases. Cette
réaction est couplée a une chaine de transpogldesons qui permet la formation
d’un gradient de H Celui-ci fourni I'énergie nécessaire a la synthdsATP. Ce
mécanisme produit une grande quantité d’ATP néaesaa bon fonctionnement
de la cellule, notamment l'assimilation de l'azg@®ur la synthese de protéines
(Turpin, 1991). Yang et ses collaborateurs (20@0partir de I'étude des flux
métaboliques chezChlorella pyrenoidosa ont démontré que la respiration
mitochondriale produisait 40% de I'ATP de la cedlul
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Bien que ces réactions soient dites indépendasetéss ldmiere, il existe des interactions avec
celle-ci. Yang et ses collaborateurs (2000) ontaléné que la glycolyse, le cycle de Krebs et
la respiration mitochondriale ne sont pas affegigsla lumiere et restent actifs lorsque la
cellule est éclairée. Seule la voie des pentosespplates est diminuée en présence de
lumiere. En effet au cours de la photosynthése, RA@st synthétisé et n'a donc plus besoin
d’étre produit par la voie des pentoses phosphatastivité de cette voie est donc diminuée
en présence de lumiére.

De plus, les réactions de respiration et de phatbgge sont couplées via le métabolisme du
glucose. Le rendement de synthése du glucose pshdént de la photosynthése mais sa

consommation par la cellule est liée a la respinatiFalkowski et Raven, 2007).

CO2/HCO3-
Milieu externe

Milieu intracellulaire

Photosynthese

Cycle de Calvin

Voie des l
Phosphates® /GIUCOSE \G‘m‘m"
Pentose phosphates Pyruvate + CO2
+ NADPH + CO2
/// | Cycle de Krebs*

.
Acides nucléiques
Intermédiaires du cycle de Krebs
J +CO2 + NADH

Chaine de
transport
d'électrons®

ATP + CO2

Figure 1.9. Schéma de synthese des relations existantes leatréactions de photosynthése et les
réactions de respiration. Ce schéma général nedgras en compte la répartition des différentes
réactions dans les compartiments intracellulaivest : réaction de photosynthese. Rouge : réactions
de respiration. Beige : Produits découlant de éastions. * : réactions indépendantes de la lumiére
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I.B.6 Le transport et I'accumulation de G@ans la cellule : les différents Mécanismes

de Concentration de G&hez les Chlorophytes

Le CCM (Mécanisme de Concentration de L€st 'ensemble des voies d’accumulation de
CO, dans la cellule. La totalité de ces meécanismelewat fonctionnement sont a I'heure
actuelle encore mal connus (Giordanno, 2005).

CO, entre dans la cellule de microalgue par diffusiantravers des membranes. Dans les
cellules eucaryotes, la multiplicité des compartiteeintracellulaires va présenter une
difficulté supplémentaire pour l'arrivée de €@u site fixateur de la Rubisco car il doit
traverser ces différentes barrieres. Ce transpossifoa’est pas toujours suffisant pour
approvisionner la Rubisco en gQurtout dans le milieu naturel ou la concentratie CQ
dissous est tres faible car elle correspond a tesefaible pression partielle de €@ans
I'atmospheére (0.036% G C’est la qu’intervient le CCM.

Le processus le plus décrit dans la littératureelsii du transport actif de HGQMoroney et
Ynalvez, 2007 ; Giordano, 2005 ; Falkowski et Rav2@07 ; Raven et Beardall, 2003 ;
Miyachi et al, 2003). La majorité des Chlorophytes, d@ttlorella vulgaris (Findenegg,
1980), sont capables d’accumuler le carbone inaggansous la forme HCOvia ce
processus. Celui-ci nécessite en partie l'inteieantd’'une enzyme appelée Anhydrase
carbonique (CA) qui déshydrate Hg@our le convertir en CQ

Anhydrase carbonique

H* + HCO3 CO, + H,0 (1.16)

Cette enzyme peut étre aussi bien extracellulagi®éiée sur la paroi cellulaire,
gu’intracellulaire, située dans le plasmallemmewiveau des membranes chloroplastiques.
Son role exact et ses différentes localisationsigeé restent mal connus. Il semble aussi qu'il
existe un autre type de transport actif pour,@ HCQ, ne faisant pas intervenir cette
enzyme. Mais cela reste encore peu documenté (MgreinYnalvez, 2007 ; Giordano, 2005).
Une autre facon d'agir du CCM est l'accumulation @&, par acidification d'un
compartiment intracellulaire ciblé. La forme, HEC@u CQ, sous laquelle est présent le
carbone inorganique est fonction du pH du miliemmsAun compartiment avec un pH acide
accumulera plus de carbone inorganique sous laefdd@. Le HCQ' transporté dans le

compartiment a pH acide, va réagir alors avecHésprésents, ce qui va entrainer la
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formation de C@et augmenter sa concentration dans ce compartifiEmbney et Ynalvez,
2007).

Ces deux modes d’accumulation (acidification enhdport actif) peuvent étre présents en
méme temps au sein de la cellule. Ainsi, cBalamydomonas reinhardtiHCOs;” est amené

a la Rubisco via 'enzyme Anhydrase carboniquengparalléle, HC@ est transporté dans le
lumen des thylakoides ou le pH est acide. La cdraton de CQ augmente et celui-ci
pourra diffuser au travers de la membrane deskbidas jusqu’a la Rubisco pour y étre fixé
(Giordano, 2005). Ce mécanisme d’acidification net @&oir lieu qu’en présence de lumiére
car le gradient de proton est généré lors du trahspn cyclique des électrons mis en place

au moment de la photosynthese (Moroney et YnaR@a7).

[.B.7 L'utilisation du genre Chlorella dans l'induig

La culture du genreChlorella, aussi bien en open ponds qu’en photobioréacteats
grandement répandue dans l'industrie car elle mepme large palette d’utilisation. Elle peut
étre utilisée pour sa biomasse, pour la synthésmalécules d’intérét ou encore dans des
procédés environnementaux.

La commercialisation de masse des microalgues comgendans les années 1960 avec la
culture de Chlorella (Borowitzkat al, 1999). Aujourd’huiChlorella est produit par plus de
70 entreprises et les ventes annuelles de cette algpasse les 38 billions de dollars US
(Spolaoreet al, 2006). C’est une nourriture traditionnellement smommée en Orient et
également utilisée comme médicament. Elle est comsmntomme complément alimentaire
en Chine, en Europe, au Japon et aux Etats-UnimiRagenre ChlorellaChlorella vulgaris

est 'une des especes les plus consommeées (Gahadia2008).

L'importance de ['utilisation deChlorella vulgarisdans I'industrie alimentaire vient de sa
richesse cellulaire. En effet, elle est riche enotémoides utilisés comme colorants
alimentaires, en protéines, en vitamines, en mingracides aminés essentiels et possede des
propriétés antioxydantes (Gouveigal, 2008 ; Mizoguchet al, 2008).

Chlorella vulgarisest aussi largement utilisée dans I'aquacultung pourrir les larves de
mollusques et des rotiféres (Muller-Fuega, 2000 Bert de nourriture et de colorant a
certain poissons et crevettes pour lesquels laeooutouge-orangé apportée par les

caroténoides est recherchée pour leur commerdiahs@ouveiaet al, 2008). Elle est aussi
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utilisée comme complément alimentaire pour lesilletapour son effet positif sur la qualité

des ceufs et leur éclosion (Hadteal, 2009).

C. vulgarisa également une utilisation dans le domaine deofamétologie. Elle sert de
colorant dans les émulsions et rentre dans la ceitiqo de cremes antirides car elle contient
des molécules stimulant la synthése du collagénéapgseau (Spolaoret al, 2006 ; Gouveia
et al, 2008).

On retrouveChlorella dans de nombreuses applications pharmacologifllesprésente des
propriétés intéressantes dans le traitement dwetliathez la souris (Mizogucht al, 2008 ;
Jong-Yuh et Mei-Fen, 2005). Elle a montré des téwilintéressants contre les effets de
'absorption de molécules toxiques sur les rats (tdat al, 1999), entre en jeu dans des
traitements contre I'hypertension (Okametaal, 1978) et présente de nombreuses propriétés
immunologiques (Puglet al, 2001 ; Konishiet al, 1990) et anti-cancéreuses (Justal,
2001 ; Nodeet al, 1996 ; Yasukawat al, 1996 ).

Le genreChlorella est employé au sein de nombreux bioprocédés. Bbes largement
utilisées dans le traitement des eaux usées grdeareaapacité a éliminer des éléments
indésirables comme I'ammonium, le phosphore (Pami@et al, 2010 ; Traviescet al,
2006) ou bien les métaux lourds des eaux soui(l€aplanet al, 1995 ; Dziwulskeet al,
2004 ; Kimet al, 2010).

Powell et al. (2008) proposent ['utilisation d€hlorella vulgarisdans un procédé, appelé
Microbial Fuel Cell, de production d’électricitépartir des réactions d’oxydo-réduction se
déroulant dans la cellule. Ce procédé en produidant’électricité permet également la
réduction de C@présent dans le milieu en le transformant en bsssa

Actuellement de nombreuses études sont menéesa passibilité d'utiliser les microalgues
pour fabriquer du biocarburant, aussi appelé bmgant de troisieme génération. Parmi les
espéeces de microalgues testées apparaissent deeusedespeces Ghlorella. En effet, de
par leur contenu lipidique et leur capacité a ceoiapidement elles se présentent comme des
candidates intéressantes pour cette applicationk@Phet al, 2011 ; Xiong et al, 2008 ;
Convertiet al, 2009 ; Lveet al, 2010).

Enfin un dernier domaine dans lequel I'utilisataun genreChlorella semble intéressante est

celui de la consommation de g@origine industrielle. L’'espéc€hlorella vulgarisfait
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notamment I'objet de nombreuses études. En effesaalement elle résiste a de tres fortes
concentrations de COmais également a des composés toxiques pouvanoiser dans les
rejets industriels et elle peut également étrev@dtavec un apport en azote ou phosphore
provenant d’eaux uséees (Chinnasaehwl, 2009 ; Keffer et Kleinheinz, 2002 ; Borkenstein
al., 2011 ; Sakai, 1995 ; Sung, 1999 ; Yaretgal, 1995 ; Murakamet al, 1998). Elle

apporte donc la perspective d’'un procédé robuste.

|.C La culture en photobioréacteur : le cas de laa@onne a bulle

Une colonne a bulle est un réacteur multiphasigliadrique, vertical, dans lequel le gaz est
introduit par le bas au travers d'un fritté (Figluk0). Ces appareils permettent un transfert de
masse efficace et demandent peu de maintenancee e fpit des contacteurs tres utilisés. lls
sont dailleurs largement employés dans les pracéddustriels en chimie, pétrochimie,
biochimie ou encore hydrométallurgie. Et de par Maste utilisation ils sont intensivement
étudiés depuis une vingtaine d’années (Kanttrai, 2005).

Pour la culture de microalgue en photobioréactdorss les paramétres pouvant affecter la
croissance et la physiologie des cellules (lumi&@®@,, nutriments, transfert du gaz vers le

liquide, température,...) sont contréles.
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Figure 1.10. Colonne a bulle
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I.C.1 Le transfert gaz-liquide dans un réacteurocole a bulle : le modéle de la couche

limite

Le contact entre les deux phases se fait par ifimddiaire de fines bulles de gaz dispersées
dans le liquide.

Dans le cas présent, le transfert a lieu entre gdwases. Il y a donc deux couches limites
(Fig. 1.8). Dans la phase gazeuse les teneursespnimeées en pression partielle de,CO

Le flux peut étre exprimé de deux facons différente

Pgaz= kgaz(Pco, — Pco,i) (1.17)
Piiquide= K1iquiae ([CO-]; — [CO,]) (1.18)
Avec .

Dya,: flux de matiére du coté gaz (molas™)

Diquige: flux de matiére du coté liquide (molfs™?)

kyaqz : coefficient de transfert de matiére du coté gaal(m?.s* atni’)
kiiquiae - coefficient de transfert de matiere du cote biguim. ")

Py, : pression partielle de G@atm)

Pco, i - pression partielle de G@ans la phase gazeuse a l'interface (atm)
[CO,]; : Concentration de CQlissous dans la phase liquide (md).L

[CO,] : Concentration en CQlissous dans la phase liquide & I'interface (mYl.L

En supposant qu'il n'y a pas d’accumulation a éifiice Pya,= Piiquide = P

Par ailleurs le modéle suppose aussi que I'égeildst atteint a I'interface :

Pco,i = Heco,[CO3]; (1.19)

Avec :

Hco, : constante de Henry (L.atm.ri)l
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kgar €tkiiguiae SONt appelés coefficients de transfert individwel<Q, respectivement dans

les phases gazeuse et liquide.
Toutefois, il est souvent plus commode d’utilises toefficients de transfert globaidy et

k; définis par :
O = kg [Pco2 - Pgoz] =k [[Coz]* - [602]] (1.20)

Avec :

k. : coefficient de transfert global de g@ans la phase gazeuse (Pausn®)

k, : coefficient de transfert global de €@ans la phase liquide (rif)s

P¢o, : pression qu'aurait la phase gazeuse si elle @tagiquilibre avec la phase liquide (atm)

[CO,]* : concentration qu’aurait la phase liquide si éliait en équilibre avec la phase

gazeuse (mol.t)

P¢o, S'écrit :

Pcoz* = Hco2 [CO,] (1.21)

De méme :

[CO,]* = ZZZ (1.22)
2

Dans la suite du travail, on utilisera pour décierélux I'expression :

® = k; [[CO,]" = [CO,]] (1-23)
La quantité transférée par unité de temps, N, denaée par :

N = ®4 (1.24)

Avec :

®A : aire interfaciale disponible dans le contactenf)
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A peut étre exprimée par :
A=axV (1.25)

Avec :
a : aire interfaciale par unité de volume de liquioé.m™)
V : volume de liquide (1)

Il vient donc :

N = kpaV [[€CO,]" — [CO,]] (1.26)
Le coefficient volumique de transfert de masiskg permet de caractériser le transfert de
matiere dans le photobioréacteur. C’est le proghiitek le coefficient global de transfert du
coté liquide (m.H) eta I'aire interfaciale par unité de volume {m) (Kantarciet al, 2005).

De nombreux parametres influencent le prodikita. L’augmentation du débit de gaz et la
diminution de la taille des bulles vont accroiitka et le transfert du gaz (Ashlest al,
2009). La taille des bulles détermine leur formeguemodifie leur temps de séjour dans le
réacteur et donc joue sur le transfert du gaz (Metd, 2008). L'élévation de la viscosité du
gaz, de sa densité et de sa pression augmente dthes que l'augmentation de la
concentration en solide dans le liquide et dedaosité du liquide vont diminuer ce paramétre
(Kantarciet al, 2005). Le type de fritté utilisé agit aussi &z, en modifiant la taille des
bulles (Netcet al, 2008).

|.C.2 La croissance cellulaire dans le réacteur

a. La culture en batch

En mode de culture semi-batch (Figure 1.11) togséléments essentiels a la croissance de
'algue (lumiere, azote, phosphore, carbone, miéraénts) sont apportés au temps zeéro de la
culture. Tout au long de la culture, ils vont étensommés par les algues et leur
concentration va diminuer dans le milieu. L’augna¢ion de la concentration cellulaire dans
le réacteur va cesser lorsque I'un de ces nutrisnggria en quantité trop réduite pour soutenir

le métabolisme de reproduction des cellules. La pasition biochimique, les capacités
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physiologiques et la vitesse a laquelle la celddealivise vont alors étre modifiées (Culktn
al., 1992).

an Zoutl Nga ZOUt

anzint Ngazin

Figure 1.11. Schéma d’'une culture en photobioréacteur en matithbQgaz : débit volumique de
gaz entrant dans le réacteur, Qgazdébit volumique de gaz sortant du réacteur, Ngabit
molaire de gaz entrant dans le réacteur, hgadébit molaire de gaz sortant du réacteur, V una
de culture, X : concentration cellulaire

La Figure 1.12 représente I'évolution théoriquelaleoncentration cellulaire dans une culture

en batch. Cing phases peuvent étre décrites d’apttssfigure :
- Phase 1 phase de latencela cellule a besoin d’un temps d’acclimatation

aux nouvelles conditions de culture qui lui sontlgpges; la croissance

est trés faible.
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Phase 2 phase d’accélération Les cellules ont accumulé suffisamment de
composés intracellulaires et ont doublé leur meltégénétique. La
population va commencer a croitre grace a la retomh végétative. Les
cellules se divisent donc en deux cellules fillegenitiques contenant
chacune la moitié du contenu de la cellule mérguwetpar la suite se

diviseront elles-mémes en deux (Andersen, 2005).

Phase 3 phase exponentielleLa vitesse de croissance de la culture reste
constante et maximale. Les conditions du milieut sspgtimales pour la
croissance cellulaire. La quantité moyenne destitoasts cellulaires ainsi

gue I'évolution de la population sont constantesdérsen, 2005).

Phase 4 :phase stationnaire Un des éléments du milieu va venir a
manquer (lumiére, azote, phosphore, carbone,...)netomséquence la
vitesse de croissance diminue. Cependant tant epiedllules possédent
des produits de stockage leur permettant d’alimmelsier métabolisme,
elles survivent (Richmond, 2004). Certains compottgjue les lipides et
les glucides, vont continuer a s’accumuler danscédkiles pendant cette
période (Andersen, 2005). La quantité de cellulessgureproduisent est
égale a la quantité de cellules qui meurent doraiecentration cellulaire

est constante.

Phase 5 phase de décroissancé.a majorité des cellules ont épuisés leurs
réserves intracellulaires, elles ne peuvent donts giroduire I'énergie
nécessaire pour les processus de maintenanceagellet elles meurent
(Richmond, 2004). La quantité de cellules qui meurest fortement
supérieure a la quantité de cellules pouvant ersmreproduire.

Certaines espéces de microalgue sont capables aett® en dormance
cellulaire lorsque les conditions environnementalas défavorables. Elles
pourront reprendre une activité métabolique lordtgrezironnement sera a

nouveau propice a leur développement (Richmond4 200
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Ogbonna et al. (1999) évoque une phase supplémentaire ayant dgnés la phase

exponentielle. Cette phase appepamse stationnaireserait la résultante d’'une trop forte
concentration cellulaire dans le réacteur apretemps t de culture, menant a la diminution
de la quantité de lumiere disponible pour les ageé donc au ralentissement de la

multiplication cellulaire en réponse a cette lirmda.

A

Concentration cellulaire

>

Temps

Figure 1.12. Courbe de croissance théorique d’'une populatiomideoalgues en fonction du temps.
D’aprés Richmond (2007).

Dans le cas d'un réacteur batch parfaitement agitdilan matiére entre les instants t et t+dt

donne :

VdX = rvdt (1.27)

Avec :
¥V = volume de culture (L)
r = vitesse de croissance (celt.b* ou g.L-.h?)

X = concentration cellulaire (cellLou g.L'")

La vitesse de croissance des microalgues est duamée modéle:

r=pX (1.28)
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Avec :

I = vitesse spécifique de croissancé) (h
Avec I'équation (1.28), on obtient :

ax

— =pX (1.29)

dt

Si I'on consideére toutes les phases de culturéest pas constant. Toutefois dans la phase

exponentielle p est constant. Il vient donc :

dyx = udt (1.30)

En intégrant I'équation (1.30), on obtient :

lnxio = u(t — to) (1.31)

Avec :
to ;temps initial ¢, = 0)

X, : concentration cellulaire correspondant a
On peut également calculer le temps de doubleneepogulatiort,; (h):

td = 22 (1.32)

Le temps de doublement de la population ne concgueeles cellules viables (Richmond,
2004).

Les cultures de microalgues en batch permettempddaender les phénomenes cinétiques.

Elles ont, notamment, été largement utilisées @udier les phénomeénes de limitation sur
les cultures (Richmond, 2004).
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b. La culture en continu

En mode de culture continu (Figure 1.13), le milaiculture est apporté dans le réacteur de
facon continu. Afin que le volume de la cultureteele méme, I'exces de liquide contenant
des algues est éliminé du réacteur par la survetgebut de la culture en continu est de
maintenir la concentration cellulaire a l'intériedwr réacteur stable. La culture est débutée en
mode batch jusqu’a ce que la concentration cetlkilsduhaitée soit obtenue puis le milieu de
culture est injecté en continu. Ainsi, théoriqueméatulture se trouvera continuellement en

phase exponentielle de croissance (Andersen, 2005).

anzoutl Ngazout

Qliquide,, X

Qliquide;,

AN

anzinl Ngazin

Figure 1.13. Schéma d’une culture en photobioréacteur en modént. Qgag : débit volumique de
gaz entrant dans le réacteur, Qgazdébit volumique de gaz sortant du réacteur, Ngaebit
molaire de gaz entrant dans le réacteur, Ngadébit molaire sortant du réacteur, V : volume de
culture, X : concentration cellulaire,iduein : débit volumique de milieu de culture entranhside
reacteur, Quiseout: debit de milieu de culture contenant des algoesust du réacteur.
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On suppose la phase liquide parfaitement agités ldareacteur.
Un bilan matiere sur la biomasse entre t et t+dinea
QXdt +VdX = pXVdt (1.33)

Avec :
Q = débit de liquide sortant du réacteur (t).supposé égal a celui d’entrée
V' = volume de culture (L)
X = concentration cellulaire (cell.riLou g.L'")
I = vitesse spécifique de croissancé) (h

ax 2

Soit = =ux —2x (1.34)

Le taux de dilution D de la culture est donné par :
_ e
D = - (1.35)

Lorsque I'état stationnaire est atteint la concaidn cellulaire dans le réacteur est stable :

ax
—=0 (1.36)

Etdanscecas: u=D (1.37)

C. Les modéles microalgaux :

La prédiction de I'évolution de la biomasse algale sein de bioprocédés est un domaine
largement étudié, notamment a l'aide de modéleshénatiques. En effet, ces modéles
permettent I'optimisation du procédé et ont pout lau prédiction du comportement du

microorganisme dans le procéde.
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En fonction de [lutilisation voulue pour un modetelui-ci peut présenter un niveau
d’organisation plus ou moins complexe. Les modalathématiques de croissance cellulaire
se classent selon deux catégories :

- Les modeles déterministes ou non-structubess ces modeles, la biomasse cellulaire
est considérée de facon globale et sa compositibacellulaire est ignorée. Ce type
de modele s’attelle uniquement a décrire la vamatle la concentration en biomasse
en fonction du temps sous linfluence des paraméttactions, par exemple la
température, le pH, etc.

- Les modeéles structurés Ces modeles plus complexes prennent en comgge de
parametres tel que I'dge, la taille, la morpholpgiétat physiologique ou la
composition chimique de la cellule. Ce sont des rfesdmathématiques trés précis
qui cherchent a approfondir la description des ph&mes physiologiques. Mais cette

complexité en fait des modeles plus difficiles ifiadr.

Dans le cas des bioprocédeés, il est important ltkr ta vitesse de réaction aux variables du
systeme. Pour un procédé utilisant des microalguegeut par exemple étudier I'influence
des paramétres environnementaux sur la vitessefigpéccroissance, qui joue un role
important dans le bon fonctionnement et I'efficéaiiu procédé. Il faut alors étre capable de
déterminer qu’elles phénomenes physico-chimiquésogbgiques influencent la cinétique de
croissance. Cette étape se fait au travers d’expétations en laboratoire.

Il existe un grand nombre de modéles mathématiduesut de ce paragraphe n’est pas de
présenter une compilation de la diversité pouvand &ouvée dans la littérature mais
d’exposer les fondements des deux modéles ayamhipda construction du modele

mathématique utilisé dans cette these.

De nombreux modeles de croissance des microorgasismt découlé des travaux réalisés
par Monod sur la croissance bactérienne dans leleant40. Le modéle de Monod est un
modéle non structuré reliant la croissance celi@lai la concentration du substrat limitant
dans le milieu de culture. Il se présente souotené de la loi de Michaelis-Menten. Ce

modele considere que la composition intracellulagevarie pas au cours du temps.
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La vitesse spécifique de croissance décrite panddele de Monod est donnée par la loi

hyperbolique suivante :
S
K= Mo (1.38)

Avec :

u : vitesse spécifique de croissance)(h

Lo : Vitesse spécifique de croissance maximaf® (h
S : concentration du substrat (gL

K, : constante d’affinité de Monod (g*)L

D’aprés cette équation, lorsque la concentratiosuhstrat est plus faible que Ag alors la
croissance est limitée par le substrat. Cependste équation n’est valable que dans la phase
exponentielle et de ralentissement de la croissasattelaire ou a I'état stationnaire lors de

cultures en continu.

A l'opposé de Monod, le modéle de Droop établi @68, est un modele structuré. i
considere que la composition cellulaire va variercaurs d’'une culture. A partir de ce
postulat, il détermine que la croissance cellulestliée au quota intracellulaire de I'élément
limitant dans le milieu de culture. Cependant aslation de cet élément limitant par la
cellule est quant a elle dépendante de la condmmtran I'élément limitant dans le milieu de
culture (Droop, 1973).

Droop pose le postulat que la croissance est taajouitée par un seul nutriment. Lorsque la
cellule est limitée par cet élément, alors son gumllulaire,q est a sa valeur minimum
appeléeq,. Et a l'inverse lorsque cet élément n'est pasténti le quota cellulaire de cet
élément est a son maximum. Les limites physiologiqie la cellule sont donc les quotas
maximum et minimum de cet élément pouvant étrenastelans la cellule pour une croissance
donnée (Bougaraet al, 2010).

La vitesse spécifique de croissance d’apres le laa#eDroop s’écrit :

b= (1-%) (1:39)
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Avec :

1 : vitesse spécifique de croissance)(h

1, : vitesse spécifique de croissance maximaf® (h

qo : quota minimum pouvant étre atteint dans la celpdur I'élément limitant (g.cét)

q : quota de I'élément limitant dans la cellule (4.

Le modéle de Droop bien que prenant en compte lgaesition intracellulaire, continue a
considérer la cellule comme un compartiment unitjuexiste d’autres modéles qui décrivent
la cellule de facon plus complexe, comprenant deompartiments ou plus qui chacun
posséde une composition biochimique fixe.

Il faut noter que la loi des quotas cellulairestadsapproche préférée dans le domaine de

I'étude de la physiologie (Bougarahal, 2010).

|.D L'impact des parametres de culture

[.D.1 L'impact des parameétres de culture sur lensport et 'accumulation du carbone

inorganique et les Mécanismes de Concentration@g C

a. Le CQ:

Les differents mécanismes de concentration de, QQCM) sont une adaptation des
organismes a un environnement contenant de fadwasentrations de GOL’activité du
CCM dans la cellule va donc étre affectée par wagnentation de COdans le milieu mais
'impact sur la cellule va dépendre aussi bienadpréférence de I'espéce a utiliser le carbone
inorganique sous la forme G@u HCQ, que de la présence ou non d'un CCM dans la
cellule (Giordano, 2005). Ainsi les especes dadimilation du carbone inorganique se fait
essentiellement ou uniquement par diffusion de @0Dtravers de la paroi cellulaire, seront
favorisées par une élévation de {fissous (Beardall and Stojkovic, 2006; \&tual, 2008).

Au contraire, les espéeces important HC@a le CCM vont étre négativement affectées par
une augmentation de GQar celle-ci va entrainer la baisse du pH et ddmsinuer la
guantité de HCQ au profit de C@ Par exemple, I'expression de génes controla@Gé

est supprimée cheZhlamydomonas reinhardtlorsque celle-ci est cultivée avec une forte
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concentration de C{Giordanoet al, 2005). A l'inverse, pour ces espéeces, lorsqusedient
transposées d’'un milieu fortement a un milieu fibént concentré en GOl'activité du
CCM augmente (Kaplan, 1999, Miyachi, 2003) et paddnc, leur activité photosynthétique
est augmentée. Cela se traduit par une augmentigidactivité de 'anhydrase carbonique,
comme chezThalassiosira weissflogiiet Phaeodactylum tricornutumdeux diatomées
marines (Burkhardet al, 2001). CheZChlamydomonas reinhardtgette activité augmente
d’un facteur 10 (Miyachet al, 2003).

Bien que la plupart des algues et cyanobactériemtsaapables de proliférer a de fortes
concentrations de GQlans le milieu, il a longtemps été pensé qu'allesésistaient pas a de
tres fortes concentrations (de l'ordre de 30%) @dhi et al, 2003). Lorsqu’une
concentration importante de G@st dissoute dans le milieu, cela va entrainer haisse
importante du pH et par la méme une baisse du pHckitulaire. Or une baisse du pH dans
le stroma des chloroplastes méne a l'inactivatiotadgubisco et donc de la fixation du €O
par la cellule. Cependant, des études ont souligristence d’especes résistant€ilorella
sp.etScenedesmus obliquast été cultivées a des concentrations de 30 ade0@Q (Sakai

et al, 1995; Murakamiet al, 1998 ; Tanget al, 2011 ; Hanagataet al, 1992) et
Chlorecoccum littoralea supporté une concentration de 40% de QQ@rano et al., 1995 ;
lwasaki et al, 1998). Les espéce€yanidium caldarium Cyanidioschyzon merollaet
Galdieria partite sont quant a elles, capables de vivre avec 100% @e(Miyachi et al,
2003). Des études ont été menées pour comprentieerésistance des cellules. Lorsdlie
littorale est transposée d’'un milieu faiblement concentrdC€a a un milieu extrémement
concentré, dans un premier temps son activité gliptbétique est ralentie ; cela se traduit
par la diminution de la fixation de G@ar la cellule, la chute de la production g'dans le
milieu et la baisse de rendement du PSII (Satadl, 2002 ; Peshevet al, 1994 ; Iwasaket
al., 1998). En parallele, le transfert cyclique desctbns li€é au PSI est grandement
augmenté. Cela méne a une synthése d’ATP supplamenC€es molécules d’ATP vont
entrainer la mise en place de pompes a proton Affemtlantes qui vont permettre le
maintien d’'un pH neutre dans la cellule et pludipalierement au niveau du compartiment
de la Rubisco qui va ainsi pouvoir conserver sthiviégé de fixation de C@(Sasakiet al,
1999).
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b. La lumiére :

Le transport et I'accumulation du carbone inorgagsigont des processus consommateurs
d’énergie et nécessitent donc I'apport d’ATP. L’AEBt synthétisée grace au gradient de
protons généré au travers de la membrane des thigkzken réponse au transport d’électrons
en provenance du PSI. Cette synthése est directdided la quantité de photons regus par la
cellule. Le CCM est donc grandement influencé payuantité de lumiere disponible (Badger
et al, 1982 ; Kaplaret al, 1987). Chez la cyanobactéAmabaena variabiligOgawa, 1985)

et chez la Chlorophycé€hlamydomonas reinhardti{Spalding, 1984) il a été démontré
gu’une diminution du flux de photon entraine larefygion du CCM et la baisse de la
capacité de transport du carbone inorganique.

Cependant, la question de savoir si la limitation lpalumiére a un impact direct sur la
production d’énergie nécessaire au fonctionnementC&M ou bien si elle influence la
croissance cellulaire et donc la demande en carlmorganique par la cellule reste en
suspens (Young et Beardall, 2004).

C. Les nutriments :

Une limitation en éléments métalliques, tel quéeteet le zinc, aurait un impact sur I'activité
du CCM et la fixation du carbone inorganique pacd#lule. Morel (1994) a démontré que
'acquisition de HC@ chez la diatomée marirkéhalassiosira weissflogest défavorisée par
une limitation en Zn. En effet, 'enzyme CA est unétalloenzyme possédant un atome de
Zinc (Wang et al, 2005), ce qui expliquerait qu’une limitation det élément dans le milieu
ait un impact sur le transport du Hg@ar la CA (Sun and Wang, 2009). Mais Wang (2004)
souligne que cette interaction est dépendantesdpdce concernée.

Young et Beardall (2004) ont démontré, chez la oailgue marineDunaliella tertiolecta
gu’une limitation en fer et en azote augmentedadport actif du carbone inorganique par la
cellule mais endommage I'appareil photosynthétidireeffet, lors de cette étude, la capacité
photosynthétique de la cellule était altérée etdacentration en chlorophylle ainsi que
I'activité du PSII étaient diminuées. Une limitatien azote semblait avoir plus d'impact sur
la cellule gu’une limitation en fer. Cela signifyg'alors que le fer interagirait uniquement au
niveau des enzymes jouant un rbéle dans l'absorpdi®da lumiere au sein de l'appareil

photosynthétique, I'azote interviendrait au nivelul'acquisition de la lumiére ainsi qu’au
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niveau de la fixation de CCen diminuant la quantité de Rubisco. L’hypothésesé pour
expliqguer l'augmentation de l'affinité pour le car® inorganique, bien que l'appareil
photosynthétique soit endommagé, est qu’'une augtiemtde I'efficacité de fixation du
carbone inorganique permet une meilleure utilisatio Fe et de I'azote lorsqu’ils sont en
faible concentration dans le milieu. Cependantpiésanismes régulant I'affinité de la cellule
pour le carbone inorganique, lors d’'une limitatide ces deux éléments, restent obscurs.
Manuel (1988) propose I'hypothése que clid#amydomonas reinhardtie CCM nécessite

la synthése de protéines spécifiques et qu’'unddimn en azote jouerait sur celles-ci. De
plus, Giordano (1997) introduit I'idée que la formaus laquelle I'azote est présent dans le
milieu (NO; ou NH;") a un impact sur la fixation du carbone inorgasiguais les différents
réles de I'azote sur le CCM reste encore mal cosnfoung et Beardall, 2004).

Contrairement a I'azote, une limitation en phosphdans le milieu entraine une baisse de
l'activité du CCM (Beardallet al, 1998). Le phosphore joue un réle primordial ptaur
production d’énergie, notamment via 'ATP et va ddortement impacter le métabolisme et
le cycle du carbone de la cellule qui nécessitenapport d’énergie (Gauthier et Turpin,
1994 ; Weger, 1996).

d. La température :

Les variations de température ont un impact syraktage de C@entre le gaz et le liquide.
Plus la température est élevée et plus la dissolutle CQ est faible. De plus, une
augmentation de la température déplace les éslibhimiques du systéme carboné en
abaissant les valeurs des pKa et modifie doncskailolition des différentes espéces carbonées
(Tableau 1.3).

Tableau |.3. Effet de la température sur les concentrationdiifiérentes espéces carbonées pour une
eau en équilibre avec I'atmosphére. Valeurs donpées un pH de 8.2 (D’apres Beardall al,
1998).

Especes carbonés 10°C 20°C 10°C 20°C
CO; (%) 1.8 1.35 0.71 0.6
HCOj3 (%) 97.6 85.6 92 90.1
CO5” (%) 0.5 13 7.3 9.2
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L’activité du CCM devrait diminuer a de faibles fe@énatures en raison de I'augmentation de
la concentration en GQde l'augmentation du rapport GGD, et du déplacement des pKa
vers de plus fortes valeurs (Beardgtllal, 1998). Ainsi une plus grande guantité de,G€ra
disponible pour la cellule. De plus, Descolas-Gabal. (1987) démontrent que I'affinité de la
Rubisco pour le C@augmente a de faibles températures, diminuanilaihesoin de Ci pour

saturer 'enzyme.

e. Le pH:

Le pH va réguler la distribution des especes cabsiprésentes en solution. Beardall et ses
collaborateurs (1998) rapportent que la quantitd¢ eieyme Anhydrase carbonigue externe
diminue lorsque le pH est acide. En effet, le rapf@, : HCO;” augmente et la diffusion du
CO, supplante le transport actif de HE@ar la cellule.

Cependant, bien que Balkos et Colman (2007) rappbrgue des algues acidophiles
présentent une répression des Anhydrase carbonaxiemes a pH acide, ils démontrent
aussi qu’il existe des especes possedant des Aagaslcarboniques externes et tolérantes a
de faibles pH, tel est le cas dghlamydomonas acidophiléA l'inverse deux especes
d’Euglena dont une acidophile, ne présentent pas d’Anhydcasbonique externe (Colman
et Bulkos, 2005) et toutes les deux ne présententlpanéme processus de transport du
HCO;. Il est donc important de noter que la présencen@u d’Anhydrases carboniques
externes est fonction de I'espece étudiée.

Les algues acidophiles montrent aussi la capadjgrder un pH intracellulaire proche de la
neutralité. Ainsi ce gradient de pH permet la diffun du CQ vers l'intérieur de la cellule
(Balkos et Colman, 2007).

[.D.2 L'impact des parametres de culture sur latgrd de microalgues

a. Le gaz

* Le transfert gaz-liquide

CO, est apporté dans la culture par injection d’un, gazplus souvent un mélange d’air et

CQO.. Le transfert de COde la phase gazeuse a la phase liquide va dé@mrhaiguantité de
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CO, disponible dans la culture. Dans la colonne aebulinjection du gaz permet aussi le
mélange de la culture. Un bon mélange permet I'lggméisation de la concentration des
cellules et des nutriments, améliore les échangesatiére, enfin il limite les phénomeénes de
photo-ombrage et de photoinhibition (Ugwtal, 2008). Mais une aération trop importante
peut aussi entrainer une détérioration des celldeesmnicroalgues (Ugwwet al, 2008 ;
Contreraset al, 1998).

Le transfert gaz-liquide dépend de plusieurs fastel a, le temps de séjour, le temps de
séjour du gaz dans le réacteur, le holdup du ggavét al, 2008). Le holdup représente le
volume des bulles. Il dépend quant a lui, des dsioers de la colonne, de la température et de
la pression du gaz, de la taille des bulles etadéaton dont le gaz est introduit dans le
réacteur (Kantarciet al, 2005). Maitriser le transfert du gaz vers le iligudans un

photobioréacteur est donc un facteur clé pour llu@ides microalgues.

Diverses études ont été menées pour apprécierdalvdlransfert de gaz sur la production de
biomasse dans des cultures algales. Contedras (1998) ont mis en lumiére l'interaction
entre le transfert de GOet la densité de cellules dans une culturePti@eodactylum
tricornutum Pour une faible densité de cellule, la consononatie CQ restait inférieure au
transfert de C@ Les auteurs en déduisaient que la concentratidd@en’était pas limitante
mais que le gradient de G@u sein du réacteur était le facteur influencarddnsommation

de celui-ci par les algues. A l'inverse lorsquecldiure atteignait une densité cellulaire plus
importante, la consommation de £@evenait plus importante que le transfert de gazlei-

ci devenait le facteur limitant. D’autre part laeg@se de croissance optimale de la culture, lors
de cette étude, était atteinte pour une vitessgadede 0.055 ni’s Mais au-dela de cette
vitesse, la croissance chutait. Les auteurs expiioue résultat par une altération des cellules
due a un holdup trop important.

Solettoet al. (2008) ont également mis en relation le débit de gvec la croissance de
Spirulina platensisLorsque le débit gazeux était augmenté de 070%g.l'.d* de CQ, la
croissance des algues et la fixation du,@@aient diminuées. Les auteurs expliquent ces
résultats a la fois par un exces de,@ans le milieu et par une augmentation de laigaltu
milieu car I'augmentation du débit gazeux entrainamtfort ajout de NaOH pour contrer la
baisse du pH et donc, une augmentation de la &atifiaux N&
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Le CO

De nombreuses études examinent I'impact de fodesentrations de CQjusqu’a 50% de
CQO, v/v) sur des cultures d’'algues en photobioréacteerTableau 1.4 reprend, de maniére
non exhaustive, les résultats obtenus dans difiésepublications. Ces études ont été
sélectionnées car elles concernent toutes desesspecmicroalgues cultivées en systemes
fermés avec CO sous forme gazeuse. Ce choix a été fait dans l@’'btre en mesure de
comparer par la suite ces résultats avec ceux abtems de ce travail de thése. Dans ces
travaux, les auteurs ont étudié l'effet de difféesntoncentrations de G®ur différentes
espece de microalgues. Bien que toutes les espéunghées résistent a de fortes
concentrations de GQla gamme de concentration optimale pour la caniss cellulaire se
situe entre 5 et 10 % de @Q.a croissance cellulaire est stimulée par unenangation de la
concentration de C£&n deca de cette concentration optimale. Pour oneentration de CO

supérieure a la concentration optimale définie dtas études, I'effet est négatif.

Néanmoins, a la lecture des différentes donnéepitéas dans le Tableau 1.4, il apparait une
grande hétérogénéité dans les pratiques de cultordture en photobioréacteur ou
erlenmeyer, lumiere continue ou photopériode, intémdumineuses variables, contrdle ou
non du pH,... qui rendent difficiles la comparaisas désultats obtenus. Par exemple dans
deux études réalisées awehlorella vulgaris cultivées a des concentrations équivalentes de
CO, (5 et 6% CO) sous une intensité lumineuse de 47 pmolsh une différence de 90 %
dans la concentration cellulaire finale est obseri@hinnasamt al, 2009 ; Sydnet al,
2010). Les différences notables entre ces deuxegtadmblent étre le contréle du pH et le
mode de culture. Cependant a partir de ces seulasnations il est difficile de conclure sur
I'effet du CQ dans ces études dDhlorella vulgaris

De par la complexité des relations entre,C@nvironnement et la cellule il est essentiel de
prendre en compte I'ensemble des parametres enemmemaux dans I'étude de l'effet de

CO; sur les cultures de microalgues en photobioréacteu
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Tableau 1.4 Impact du pourcentage de €@/v) sur différentes espéces de Chlorophytes, piiftérentes conditions de culture. | = intensité

lumineuse appliquée, X0 = concentration en cebulelébut de I'expérimentation, yu = vitesse spagifide croissance, X = biomasse produite, P

= productivité, Fixation CI = fixation en carbom®rganique

Débit P
: Gamme % CO2 | Type Mode de a A X0 B X _ FixationCl ...
Espéces cO2(%) optimal gazeux (REm2s?) Pécdairige  culture T(°C) Contréle pH (g/L-1) (d-1) &/L) (g DW.L: (g.L-1.d-1) Références
(mL.min-1) 1.d-1)
Botryococcus ) ) . ) Sydney et
o 5 5 47 pp PBR oui 0,24 3,11 0,61 0496 IO%0)
Seredestils! goyss (10 200 180 lc  erlenmeyer 25 non 005 0,887:0012 1,84+0,01 0,155:0,0040,288:0004 '8t 2l
obliquus (2011)
Greque de
Scenedesmus () 130 18 12 540 43 pp PBR 30 non 0,15 0,249+0,021 1,14+0,01 0,076:0001 - IMoralsict
obliquus Costa
(2007b)
Seeriedesmis’ oo 10 : 60 Ic PBR 28 - 00150018 1,19 3,51 0292 05499  hoetal
obliquus (2010)
Greque de
Chlorella 530 18 6 540 43 pp PBR 30 non 0,15 0,267+0,013 0,98+0,01 0,087+0,001 - Morlset
kessleri Costa
(2007b)
Chlorella 5360 10 200 180 lc  erlenmeyer 25 non 005 0,993:0,082 1,55:0,01 0,144£0,0110,2600,260 |28 &t al
pyrenoidosa (2011)
Dunaliella ¢ 0449 4 : 35010 o PBR 2640,5 . : . 3,60:0,74 0,73:0,16 0,51:0,11 Hulattetal.
tertiolecta (2011)
Dunaliella . Sydney et
i 5 5 47 pp PBR 5 oui 0,21 2,15 0,42 0272 900t
Chlorella Chinnasamy
viilgarls 0,036-20 6 - 47 pp erlenmeyer - - - 0,22 0,201 - 0,038 etal. (2009)
Chlorella Bholaet al.
viilgarls 0,03-15 4 - 80 pp erlenmeyer 251 non - - 1,22 - 0,14 (2011)
Chlorella 015 4 : 350+10 o PBR 26:0,5 . : - 3,79:0,05 0,6:0,11 0,38:0,05 ulattetal.
vulgaris (2011)
Chlorella : Sydney et
ol e 5 5 - 47 pp PBR - oui 5 0,29 1,94 0,31 0251 O%i0)

enbrydeasorqrq epnyy ‘T axyidey))
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b. La lumiére

Dans le monde aquatique, la lumiere, via le praces® photosynthése, contréle les flux de
carbone et la production de molécules énergétigiaes les cellules et détermine donc le
rendement de consommation des nutriments chez lesoqliotrophes (Dubinsky et
Schofield, 2010). C’est pourquoi la lumiere est paramétre clé dans la culture en
photobioréacteur (Cornet, 2010 ; Carvadtal, 2011).

Une limitation ou un exces de lumiere vont doncirades répercussions sur le métabolisme
des cellules et la croissance des populations. @agohéene s’appelle la photoinhibition
Lorsque la cellule recoit plus d’énergie luminegsélle ne peut en intégrer vers la synthése
d’ATP et I'assimilation du carbone, la photosyn#hest inhibée (Figure 1.14) et la croissance
cellulaire chute (Subba Raai al, 2005 ; Yehet al, 2010). Lors de la photoinhibition, le
photosystéme Il (PSII) trop excité par I'excés dmiere va étre inactivé et il se forme alors
une accumulation d’électrons entre les deux phestesyes (PSll et PSI) qui peut conduire a
des altérations irréversibles au sein de la celuleronovaet al, 2008). Pour contrer ces
phénomenes de photoinhibition, la cellule met extgldes processus de photoprotection qui
vont soulager le PSIl et permettre ainsi a I'apibgpbotosynthétique de retrouver son
fonctionnement optimal. Le premier mécanisme deegtmn est I'élimination de I'énergie en
exces sous forme de chaleur en faisant intervesimpagments particuliers, les caroténoides
(Choudhury et Behera, 2001 ; Voronostaal, 2008 ; Peerst al, 2009). L'inactivation du
PSII peut aussi dans certain cas étre un processphotoprotection. L'un des résultats de la
photoprotection sera la photoacclimatation de ldulee Celle-ci va accroitre son activité
photosynthétique via 'augmentation de l'activitélddrubisco et de 'ATPase (Chow, 1994).
Ainsi des cellules dalgue transposées d'un envieoment faiblement éclairé a un
environnement fortement éclairé vont diminuer lguantité intracellulaire de chlorophylles
et augmenter celle de caroténoides, modifier ldetdiu pool de composés transporteurs
d’électrons (Henlewt al, 1991 ; Falkowsky et Raven, 2007 ; Solovcheekal, 2010). Dans
certain cas il peut y avoir synthése d’autres compomtracellulaires, comme chez
Haematococcus pluvialisou un stress lumineux va se traduire par la pricluc
d’astaxanthine, un pigment trés recherché dandustrie alimentaire (Kangt al, 2007).

Tous ces réarrangements permettent a la cellulegdianter son rendement de photosynthese
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c’est-a-dire sa production dxD>ce qui entraine la mobilisation de I'énergie groes captée et
donc évite des dégradations cellulaires.

Les autres paramétres environnementaux peuvent @figer sur le phénomeéne de
photoinhibition dans la cellule de microalgue. lgque la diatoméePhaeodactylum
tricornutumest soumise a une concentration de, @®0.1% (v/v) sa croissance, sa fixation
de carbone inorganique et sa production photostigtie sont augmentées mais elle est
également plus sujette a la photoinhibition, ce mpiise produit pas lorsqu’elle est cultivée
avec 0.038% de CO(Wuet al, 2010).

P max

Rendement photosynthétique (P)

v

Intensité lumineuse ()

Figure 1.14. Evolution du rendement photosynthétique en fonctle l'intensité lumineuse. D'aprés
Carvalhoet al. (2011)

Cependant une augmentation de l'intensité luminsusdle respecte les besoins de l'algue
peut stimuler son métabolisme au lieu de le stregsasi une forte intensité lumineuse va
augmenter la biomasse, la consommation de carbankajspie et les ratios des éléments
intracellulaires C: N, C: P et N: P (Subba Ra@l, 2005 ; Hill et Fanta, 2008 ; Solettd

al., 2008 ; Dubinsky et Schofield, 2010 ; Westerteiffal, 2010). Néanmoins la réponse des

cellules a une augmentation de I'intensité lumieeetséventuellement a la photoinhibition va
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étre fonction de la condition physiologique ded#liude (Voronoveet al, 2008). Par exemple,
Prymnesium parvume présente pas d’augmentation de sa vitesse igp@cide croissance
croissance lorsque l'intensité lumineuse est augieede 122 & 336 umolns® (Bakeret

al., 2007). De méme, un autre élément nutritif limitdans le milieu peut interférer avec
'adaptation de I'algue. Chez I'algudiva rotundataune limitation en azote dans le milieu va
limiter sa photoacclimatation a de fortes interssiiémineuses et entrainer des dommages
intracellulaires (Henlewt al, 1991). Yun et Park (1997) ont montré que I'agement de
lintensité lumineuse permettait 'augmentation ldevitesse spécifique de croissance, de
I'activité photosynthétique et de la fixation dutwane, mais la concentration cellulaire n’était

pas modifiée et dépendait de la limitation pamigstes dans le milieu.

De méme qu'elle s’adapte a une lumiere croissdate&ellule réagit a une limitation en
lumiere par des modifications métaboliques. Ainsi, stress lumineux va entrainer une
modification de l'appareil photosynthétique afinutiliser plus efficacement la lumiére
faiblement disponible. La cellule va augmenter @acentration en chlorophylles, son rapport
en PSII/PSI, et diminuer son pool de plastoquingmest al, 2004 ; Dickmaret al, 2006 ;
Voronova et al, 2008 ; Dubinsky et Schofield, 2010). Elle va égaént augmenter la
synthése des lipides polyinsaturés dans les mentdawethylakoides et la concentration en
antioxydants intracellulaires et a l'inverse la camication cellulaire ainsi que la vitesse
spécifique de croissance vont diminuer €tal, 2004 ; Dubinsky et Schofield, 2010).

Mais l'intensité de la lumiere apportée a la cdtarest pas le seul facteur influencant les
cellules de microalgues. La durée de lilluminatianun impact sur la production de la
biomasse. Les études présentant différents cyoles jnuit sur des cultures de microalgues
ont montré que l'activité photosynthétique et laafion du CQ étaient d’autant plus

importantes que la durée du jour était longue (RibZucchi et Necchi Jr, 2001 ; Jacob-
Lopes et al, 2008). Il est également possible d’améliorer tkai® photosynthétique en

utilisant uniguement une partie des longueurs ddsrdl spectre lumineux. Cependant I'effet
sur les cultures est dépendant des especes de lgiaeaAinsi, lors d’'une étude menée par
Vesk et Jeffrey (1972), I'apport de lumiére bleugraentait la concentration en chlorophylle
a de certaines especes de diatomées mais pas pesewsde dinoflagellés testées.
Skeletonema costatume montre pas non plus de modification de cesnpetras de

croissance lorsqu’elle est cultivée en lumiere blpae rapport a une lumiere blanche
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(Mercadoet al, 2004). Alors que Wangt al. (2007) ont montré, che3pirulina platensis
exposée a de la lumiére rouge, que la vitesse fepéride croissance et la production de

biomasse étaient plus importantes.

L’efficacité d’'un photobioréacteur a produire de Beomasse algale est donc en partie
gouvernée par la quantité de lumiére qui pénétres d& culture (Cornet, 2010). L'une des
facons d’améliorer cette pénétration est d’ajustezoncentration cellulaire dans le réacteur.
Une trop forte densité de cellule empéche la lueni@atteindre la totalité des cellules et
augmente les phénomenes de photo-ombrage alorseqtrop faible densité de cellules
augmente les risques de photoinhibition (CornetlO20En fait, pour chaque intensité
lumineuse, il existe une densité cellulaire opten@ianget al, 1998 ; Zijfferset al, 2010).
Une autre fagcon d’améliorer la pénétration de haiéwe dans un réacteur est de diminuer le
chemin parcouru par celle-ci et daugmenter le rapporface/volume du réacteur (Jacop-
Lopes et al, 2009 ; Cornet, 2010 ; Zijfferst al, 2010). Ainsi, Qianget al. (1998) en
diminuant le chemin parcouru par la lumiére de 808 a 7.5 mm ont augmenté de 20% la

vitesse de croissance 8eirulina platensis

C. L'azote

L’'azote, apres le carbone, est I'élément majeuladmnstitution cellulaire. Sa quantité varie
en fonction des espéces et des conditions du mitiais elle correspond en moyenne a
environ 7% de la matiére seche de la cellule (Mmdat al, 1998 ; Bholaet al, 2010).
Chez Chlorella minutissima, Lourenco et al. (2004), ont montré que l'azote est
principalement utilisé pour la synthese protéigé&anmoins, il est également présent sous la
forme d’azote inorganique (N NO,, NOz), au sein des acides nucléiques (ARN et ADN)
et en faible proportion dans la chlorophylle.

De nombreuses études se sont penchées sur I'effetodmcentration de cet élément dans le
milieu de culture. ChegZhlorella vulgaris(Bholaet al, 2010 ; Tamet al, 1996 ; Dragone,
2011 ; Lv et al, 2010) etC. ellipsoidea(Yang et al, 2011) une l'augmentation de la
concentration d’azote dans le milieu entraineaugmentation de la biomasse, de la quantité
de protéines et de chlorophylles par cellule. Masi jusqu’a une certaine concentration
d’azote au-dessus de laquelle I'effet s’inverse (Blbal, 2010 ; Tanet al, 1996 ; Dragone

et al, 2011). De plus, il a été montré ch€z sorokiniana Oocystis polymorphaet C.
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ellipsoidea,qu’une limitation en azote va stimuler la prodactides lipides par la cellule
(Richardson, 1969 ; Chest al, 2011). En revanche, la diminution de I'azote diensnilieu
entraine une baisse de la capacité photosynthétigua cellule (Yuong et Beardall, 2004 ;
Richardson, 1969, Osborne et Geider, 1986). Lerddel cette activité s’explique d’'une part
par la baisse de la concentration en protéinessRal§Ktippers et Weidner, 1980 ; Falkowsky
et al, 1989) et d’'autre part par la diminution de lamfité de chlorophylle dans la cellule
(Richardson, 1969). Cette baisse d’activité phatdstique diminue la capacité de la cellule
a utiliser I'énergie lumineuse captée pour la ttmamsée en produits carbonés et rend alors les
algues plus susceptibles de subir le phénomene diphibition (Prézelinet al, 1986 ;
Kolberet al, 1988).

Vanlerbergheet al, 1990) rapportent que 50% du carbone intracetkil@st couplé au
meétabolisme de l'azote, ce qui met en lumiére ikssl étroits entre ces deux mécanismes
(Figure 15). Pour la production de protéines, Iradation de 'azote s’accompagne de la
synthése de glutamate. A I'aide de traceur radib@?€), il a été démontré que cette réaction
mobilise des intermédiaires du cycle de Krebs.alule a donc besoin de pyruvate pour faire
fonctionner le cycle de Krebs, celui-ci étant sytifgea partir du glucose, produit de 'activité
photosynthétique (Turpin, 1991 ; Syrett, 1981).1&3i cellules sont limitées en azote, elles
accumulent plus de réserves glucidiques car leogki@st dirigé préférentiellement vers la
formation d’amidon, au lieu de fournir les précunsecarbonés nécessaires a la synthése des
acides aminés, éléments de base des protéinegesmyes glucidiqgues pourront lors étre

utilisées par la cellule pour synthétiser les axi@minés (Turpin, 1991).
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Figure 1.15. Chemins métaboliques menant a la synthese deSinest: mise en lumiére des liaisons
étroites existantes entre le métabolisme du carbboelui de I'azote. Ce schéma général ne presad pa
en compte la répartition des différentes réactidaas les compartiments intracellulaires, ni les
particularités dus aux différences taxonomiquesBMRuU Ribulose-1.5-biphosphate, PGA: 3-
phosphoglycérate, TP : triose-phosphate, FBP tdsacbiphosphate, F6P : fructose-6-phosphate, 2-
OG : 2-oxoglutarate, OAA : acide oxaloacétique.és Turpin (1991).
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d. Le phosphore

Le phosphore entre dans la synthese des acidEsques et des phospholipides (constituants
des membranes cellulaires) et dans la constitulgsnmolécules du métabolisme énergétique,
'ATP et le NADPH (Moseley et al., 2006 ; Daveyal, 2008 ; Bougaraet al, 2010). Il va
donc intervenir au cours de nombreux processushokgaes dans la cellule (Chet al,
2011). Il entre en jeu dans les chemins métabdigégulant la division cellulaire, sa
concentration cellulaire va donc avoir un impacedi sur la production de biomasse. Il est
aussi nécessaire dans la cellule pour satisfasrbédsoins énergétiques et de biosynthese des
organites (Moselegt al, 2006).

Une limitation en phosphore va entrainer une badesda biomasse, de la quantité de
chlorophylle, de polysaccharides et de protéines dia cellule (Wykoffet al, 1998 ; Persic

et al, 2009 ; Sun and Wang, 2009). Elle va égalementim@da fixation du carbone
(Kozlowskaet al, 2004), par exemple, en diminuant la synthéseadBubisco (Jacob et
Lawlor, 1993) ou bien en ayant une répercussiomesuntermédiaires de la voie des pentoses
phosphate (Moselest al, 2006).

Une limitation en phosphore va également grandemé@naturer I'appareil photosynthétique
en diminuant le transport des électrons au niveaB®ll (Wykoff et al, 1998 ; Zer et Ohad,
2003) et en dénaturant les polypeptides de I'apbgrhotosynthétique, qui gérent
'absorption de la lumiere (Moseley al, 2006).

Il a été démontré chez certaines algues, qu’undéaliion en phosphore dans le milieu
induisait la synthése d’'une enzyme extracellulaime phosphatase, capable de cliver des
molécule phosphorylées sur des composés organjgdsents dans le milieu, permettant
ainsi a la cellule de pallier ce manque (Quetedl, 1996 ; Moselewt al, 2006 ; Spijkerman,
2007). ChezChlorella vulgaris (Kozlowskaet al, 2004), il a été montré que les cellules
déficientes en phosphore, augmentaient la produdti® glycolate via le mécanisme de
photorespiration permettant ainsi la dissipation Iémergie absorbée en excés par le
photosysteme, évitant ainsi d’endommager la cell@ependant, les mécanismes de
régulation du manque de phosphore par la cellstené peu connus (Moseleyal, 2006).

De nombreuses études menées in situ, au sein dewwewités phytoplanctoniques, ont
démontré I'existence d’'une co-limitation par le ppbore et I'azote sur la croissance de ces
organismes. Davegt al. (2008) ont montré que dans les eaux tropicalesilgropicales du

nord de I'Atlantique, une augmentation de la chlbsdie intervenait apres ajout de
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phosphore couplé a un ajout d’azote. De méme que Skeletonema costatu(@avies et
Sleep, 1989) la fixation du carbone n'augmentais @grés un apport d’azote, mais
augmentait aprés ajout concomitant d’azote et dsgiore. Néanmoins les mécanismes liant

I'azote au phosphore restent encore mal connus @ang2010).

e. Les microéléments

Les microéléments sont des éléments présents dandi¢u en tres faible quantité. Dans le
milieu naturel leur concentration va varier en fmc des €époques de I'année, des conditions
environnementales ou bien des pollutions anthropiqgés. En laboratoire, leurs limitations
sont rarement rencontrées car les milieux de @ilont adaptés pour éviter tout manque de
ces éléments. Les changements de concentratioravomtdes répercussions sur la cellule de
microalgue.

Chez Isochrysis galbanaune carence en fer va se traduire par une baisda densité
cellulaire, de la taille des cellules, de la quantile chlorophylle, de protéines et de
polysaccharides intracellulaires, une baisse detiVigé de I'anhydrase carbonique et une
diminution de I'incorporation des autres nutrimefaigote, phosphore, carbone) (Valetal,
2011). L’anhydrase carbonique étant une métallamezgontenant du zinc, une baisse de son
activité en réponse a une carence en zinc peugperauter sur tout le métabolisme du
carbone de la cellule et donc sur la productionndétabolites intracellulaires. Les limitations
en microéléments visent souvent le fonctionnementl'agpareil photosynthétique. Par
exemple une trop faible concentration en sulfurelim@inuer le flux d’électrons au niveau de
'appareil photosynthétique (Rochaix, 2001) et baisse de la concentration de fer va induire
une baisse des constituants de I'appareil photbsétique (PSI, PSII, cytochromes) car ceux-
ci possedent de nombreux co-facteurs contenanerd(rérauchiet al, 2010). De méme, le
cuivre étant présent dans de nombreuses enzymiepplareil photosynthétique, sa limitation
impacte le métabolisme de photosynthese (gtilal, 1996 ; Rochaix, 2001). Mais d’autres
processus intracellulaires peuvent étre concero@st le cas du métabolisme de I'azote dont
'assimilation dans la cellule est diminuée lorsire carence en molybdéne dans le milieu
(Glasset al, 2009).

Une augmentation de ces éléments dans le milieulfaverse avoir un impact positif sur les
cellules. C'est le cas du magnésium ou du fer qgeimgttent I'augmentation de la
concentration cellulaire lorsqu’ils sont en plustédoconcentration dans le milieu (Mandalam
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et al, 1998 ; Terauchet al, 2010 ; Dragore, 2011). Seulement cet effet dasilieu jusqu’a
une certaine concentration, a partir de laquelle aeamposés deviennent toxiques pour la
cellule. Ainsi le fer en trop forte quantité damsdellule, va endommager les membranes
biologiques, les protéines ou bien encore 'ADNtész, 2001). De méme le zinc a des
concentrations trop importantes bloque la croissales algues (Sun et Wang, 2009 ; Varela
et al, 2011).

Face a ces variations de concentration dans leeumiles algues offrent un large panel
d’adaptations physiologiques qui leur permettentsdevivre. ChezChlorella vulgaris par
exemple, il existe une hormone, la brassinolidg, ajde la cellule a contrer les effets
cytotoxiques de fortes concentrations de métauxdiycuivre, plomb, cadmium) (Bajguz,
2010). Pour le cuivre, il existe des mécanismespguimettent de réguler son assimilation
lorsque sa concentration dans le milieu est trableapour I'algue. Ces mécanismes se
traduisent, entre autre, par I'expression spécifiqaecertains genes (Hidt al, 1996 ; La
Fontaineet al, 2002 ; Moseleyet al, 2000). De méme, I'appareil photosynthétique de la
cellule peut lui aussi présenter des modificatiafis de s’adapter a une carence du milieu.
C’est le cas pour des limitations en fer, ou paneple, les antennes collectrices de photons
vont étre réorganisées de facon a s’adapter auxfioaiobns physiologiques de la cellule
carencée et de limiter les phénoménes de dommadpgaice liés a la lumiérefout en
optimisant I'activité photosynthétique (Moseletyal, 2002 ; Michel et Pistorius, 2004).

f. La température

La réponse des cellules a différentes tempématext variable selon les especes de
microalgues (Ribeiro Zucchi et Necchi Jr, 2001 ng\ la vitesse spécifique de croissance de
Nannochloropsis oculataaugmente jusqu'a 20°C puis diminue pour des teatpes
supérieures (Converét al, 2009). De mémeScenedesmus almerienpigsente une vitesse
de croissance maximale & 35°C, au-dessus de lagseeltroissance chute (Sancle¢zl,
2008). Le contenu cellulaire va lui aussi variee@la température. Par exemple, la quantité
d’acides gras insaturés augmente avec une dimmdgda température ch&z platensisC.
vulgaris B. Braunii et P. tricornutum (Sushchiket al, 2003 ; Jiang et Gao, 2004). Chez
Scenedesmus almeriends quantité de lutéine augmente en méme tempsacieenpérature

(Sanchezt al, 2008).Chlorella vulgarisetDunaliella saling a basse température, présentent
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une baisse de l'assimilation du &Qle la capacité photosynthétique, de la synthéese d
chlorophylle et une augmentation des xanthophyhemeret al, 1998).

Chez Spirulina platensida température affecte I'ultrastructure, la morplye et I'activité
photosynthétique de la cellule (Gabal, 2008). De plus, Gaet al. (2008) ont montré chez
cette espece une corrélation entre les radiationmkuses et la température. Il est connu que
les UV-R endommagent la double hélice d’ADN chez ¢gganismes végétaux. Ch&z
platensisces Iésions étaient moins importantes a forte éeatpre qu’a faible température.
Les auteurs ont montré que les dommages photoaésig'étaient pas liés aux variations de
température. En revanche les mécanismes de répaddi’ADN semblent plus efficaces a
température élevée. Ces modifications du métabelisont semblables a celles mises en
place pour lutter contre la photoinhibition. Enegffil a été démontré qu&hlorella exposée a
des intensités lumineuses moyennes répondait aaibed températures en adoptant les
mémes modifications physiologiques que lorsqu'slikit de tres fortes intensités lumineuses.
Lorsque la cellule subit des températures baseagngtabolisme est ralenti, mais la quantité
d’énergie absorbée par la photosynthése resteigdentelle absorbe donc trop d’énergie par

rapport a sa capacité a l'utiliser et souffre detpimbribition (Huneet al, 1998).

De plus, les variations de température vont avairimpact sur I'assimilation du carbone
inorganique. Tout d’abord de facon indirecte carsga température est élevée et moins, CO
va se dissoudre dans I'eau (Tableau I.1). De pleguilibre entre les différentes especes va
étre modifié et donc leur concentration dans leemiTableau 1.3). Enfin, 'impact de la
température peut étre direct car une hausse de-aelia diminuer I'affinité de la Rubisco

pour CQ en élevant son seuil de saturation pour celugea¢dallet al, 2004).

g. Le pH

Comme pour la température, chaque espéce possepkl aptimal pour sa croissance et
répondra differemment aux variations de pH en fonctle cette valeur et de sa physiologie
(Necchi Jr et Ribeiro Zucchi, 2001 ; Olaizola, 2Q@3ertoff-Eliaset al, 2005).

Entre le pH intracellulaire de la cellule et le pktracellulaire, il existe un équilibre pour des
conditions environnementales stables. Cet équiliimei que le pH intracellulaire fixe de la
cellule lui permettent de fonctionner correctem&u.nombreux processus métaboliques sont

dépendants du pH tel que l'activité des enzymestBhet Galvez, 2002). En effet, ce sont
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des mécanismes de protonation et déprotonatioreqdent actifs les sites fixateurs pour leur
substrat. La modification du pH interne va doncraner la modification des activités
enzymatiques.

Lorsque le pH extérieur est modifié, le gradienpéieentre la cellule et le milieu environnant
va changer et un nouvel équilibre va tenter deosmdr entre l'intérieur et I'extérieur de la
cellule ce qui va tendre vers la modification du ipHacellulaire. La capacité de la cellule a
survivre a des variations de pH va étre dépenddmtees facultés a modifier sa physiologie
pour contrer le gradient de pH. Par exemple, lardgupH externe diminue, la quantité de H
extracellulaire augmente. Les cellules qui vontistés a cette entrée de’ Hsont celles
capables d’adapter leur production de moléculeS B Acar le transport des'l¢n excés vers
I'extérieur de la cellule est un processus colugnergie (Gertoff-Eliast al, 2005).

Enfin, il existe aussi un effet indirect des vadas de pH sur la cellule de microalgue via
limpact sur I'assimilation du carbone inorganigiiBeardall et Stojkovic, 2004). Comme vu
précédemment une variation du pH provogue une meatldn des équilibres au sein du
systeme carboné (Figure 1.1) et donc modifie laatdbilité en carbone inorganique pour la
cellule. Bartual et Galvez (2002) ont montré quesdociation d’'un pH basique et d’'une
limitation en lumiére entrainait un stress clifmeodactylum tricornutumies cellules ont
été soumises a différents pH allant de 7.9 a 9.5 ges conditions de lumiere saturante (150
pumol.m?%s?) et limitante (30 pmol.iis®). Pour des conditions de lumiére saturante et pour
un pH tres basique, la vitesse spécifique de @andss des algues n’était pas modifiée par
rapport au contréle. Cependant lorsqu’'un pH basigu@érieur a 8.5) était associé a une
limitation en lumiere, la vitesse spécifique de isgance diminuait fortement. Cette
modification de la croissance des algues était assog une augmentation du rapport
intracellulaire C : N et une diminution de I'azatgracellulaire. Les auteurs ont supposeés que
ces résultats étaient le reflet d’'une compétitioargétique entre les métabolismes du carbone
et de l'azote. En effet cha2. tricornutumle transport de HCO et des nitrates est actif et
lorsque la cellule est soumise a de faible lumiarguantité d’ATP et NADPH disponible
pour ces deux mécanismes diminue fortement. Danadal’un pH élevé et d’'une limitation
en lumiere, l'assimilation du carbone inorganiqteténaintenu au dépend du transport des

nitrates.
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[I.LA. Culture de Chlordlavulgaris

[ILA.1 Le photobioréacteur
Le photobioréacteur utilisé dans ce travail de g¢hest de type colonne a bulle. Ses
dimensions sont : 13 cm de diametre extérieur € dh de hauteur pour sa partie centrale. |l
posséde un volume utile de 2.4 L et sa surfacéréelast de 0.1096m
Il est équipé d'une double enveloppe au sein daelée circule de I'eau distillée dont la
température est contrdolée par un cryostat. Lors aésires deChlorella vulgaris la
température de la double enveloppe est contréke@.
Le gaz est injecté par le bas du réacteur. Le dgitigé lors des expérimentations est de 50
mL.min* & 1 atm et 25°C. Le gaz passe par un filtre stéldiport, 0.2 pm), puis entre
dans le réacteur au travers d’'une pastille de vieitté. Son débit et sa composition sont
contrélés par deux débitmetres massiques : unrdéty# contrélant I'arrivée d’air et un autre
larrivée de CQ. Le mélange et I'approvisionnement en Q@ la culture se fait a 'aide de
cette arrivée gazeuse. Le gaz ressort par le hardatteur en passant a nouveau par un filtre
stérile (Milliport, 0.2 um). Des mesures du dél@izgux sont effectuées en entrée et sortie de

réacteur afin de s’assurer que celui-ci ne chaageap cours de la culture.

Le photobioréacteur est éclairé sur deux cétésaidel de lampes fluorescentes : quatre
lampes fluorescentes de couleur blanche (BioluXWLB®5) et quatre autres de couleur rose
(Fluora L36W/77). Les lampes de type Biolux émettaris les longueurs d’'ondes similaires
a la lumiere naturelle. Les lampes de type Fluorettent plus particulierement dans les
longueurs d'onde du rouge et du bleu qui sont kesgueurs d'ondes qui excitent

préférentiellement les pigments photosynthétiqliésssociation des deux types de lampes
permet donc d’optimiser la réaction de photosyrgHéssque les cellules sont cultivées dans
le photobioréacteur.

Les intensités lumineuses incidentes et sortantesedcteur sont mesurées a l'aide d'un
photométre (LI 250A, LI-COR, USA). Pour mesuréntensité lumineuse incidente la cellule

du photométre est tournée vers les lampes fluoneste Pour mesurer lintensité de la

lumiére sortante, la cellule du photometre estrtéervers le réacteur.

Trois sorties se situent dans le haut du réacilas permettent de faire les prélévements lors

des cultures et de mesurer le pH lorsque celustcsivi en continu (11.A.2).

59



Chapitre II. Matériel et méthodes

Le réacteur ainsi que le milieu de culture sontils&és par un traitement a l'autoclave
(121°C, 20 min) avant toute utilisation. Les pré&éents et I'inoculation du réacteur se font

sous contrble de la flamme afin de préserver kdigé&du montage et de la culture.

I1.A.2 Cultures batch

Lors de la culture en batch la phase liquide d@sbduite en début d’expérimentation (mode
discontinu) alors que la phase gazeuse est inteoden mode continu tout le long de
'expérience. La figure 1l.1. présente le montageptiotobioréacteur lors d’une culture @e

vulgarisen mode batch.

Le débit de gaz et sa composition sont controlésipax débitmetres de modéle VSO® de la
marque Pneutronics (Parker, USA). Lors de cettéulla concentration de GQCest
progressivement augmentée jusqu'a la valeur chotsei afin d'éviter tout phénoméne
d’'inhibition de la croissance cellulaire par uneptrforte concentration de GQorsque la
concentration cellulaire est faible. La lumiére @galement augmentée progressivement pour
eviter tout phénomene d’inhibition de la croissawedulaire par une trop forte intensité

lumineuse lorsque la concentration cellulaire gt taible (Chisti, 2007).

Lors de la culture d€. vulgarisavec une intensité lumineuse de 180 umdlsh(lil.C) le
réacteur était éclairé sur trois cotés. Cette dispa était imposée par le montage des lampes
fluorescentes afin d’ajuster I'intensité luminewsellue.

La mesure du pH se fait grace a une sonde pH Co@f§4 (Biopoint, England) aprés

prélevement d’'un échantillon de culture dans leteta.
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Prélevement .

Lampes
fluorescente
Air co,
N
Débits
i - Fritté
- 1 Filtre Milliport

Figure 1.1. Montage du photobioréacteur pour la cultureGldorella vulgarisen mode
batch.

I1.A.3 Cultures continue

Lors d’'une culture en continu, la phase liquidet mamme la phase gazeuse sont introduites

en continu dans le réacteur.

Le débit et la composition du gaz d’entrée sontirédés par deux débits-métres massiques
différents de ceux présentés lors de I'étude enhbdl’est débits-métres sont des modeles
Red-Y Smart Series de la marque Vogtlin InstrumebDis plus deux analyseurs a £8®
détecteur anfrarouges (smartMODUL, smartGAS, Mikrosensorik k) sont branchés en
entrée et en sortie du réacteur. Le premier esichéaaprées le mélange de l'air et du,ClCe
second analyseur est branché a la sortie du réaapees le filtre stérile. Afin que le gaz qui

arrive au niveau de cet analyseur ne contiennal@asicroorganismes ou de liquide, ce qui
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pourrait endommager sont fonctionnement, un disipag garde a été mis en place. Tout
d’abord a la sortie supérieure du réacteur estplame bouteille de garde (2L) pour éviter
toute remontée de liquide puis un filtre stérilej2 um (Milliport) et ensuite une bouteille
contenant des grains de silicate afin d’enlever tace d’humidité avant I'entrée du gaz dans
'analyseur ce qui pourrait perturber le détectedirarouge. Les analyseurs sont étalonnés
(Annexe Il) avant que la culture @& vulgarisne soit initiée. Une fois I'étude terminée des
mesures sur les analyseurs montés en série santvaau effectuées pour vérifier I'état de la
calibration.

Le milieu de culture se trouvant dans une boutestiErile est amené jusqu’au cceur du
réacteur a I'aide d’'une pompe péristaltique (Watstamlow 500S). L'excédent de culture est
récolté dans une bouteille placée a la sortie driteerse. Le débit de liquide est mesuré par
pesée de la bouteille de milieu de culture plusidais dans la journée. Les préléevements se
font dans le réacteur a I'aide d’une pipette stéril

Le pH est contrélé pour rester a une valeur fixesde Il est mesuré de facon continue, a
l'aide d’'une sonde (W83906, Bioblock Scientific)opyée dans le haut du réacteur. Le
contréle du pH se fait par une console (BiostaBHraun) reliée a la sonde, qui gouverne
I'ajout de NaOH 0,2 mol.t ou de HCI 0,2 mol.t lorsque le pH varie par rapport & sa

consigne.

Le réacteur, les bouteilles de gardes, la boutetigtenant le milieu de culture et celle de
surverse et les tuyaux pour le passage du gaz séritisés a l'autoclave avant toute
utilisation (20 minutes a 121°C). La sonde pH éstilssée par un traitement aux UV (deux
fois 20 minutes). Les tuyaux amenant le milieu uleuce au sein du réacteur sont stérilisés en
faisant passer plusieurs fois de I'eau de javdefoent concentrée a l'intérieur. En effet, leur

composition ne permet pas la stérilisation partalave.
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Figure I1.2. Montage du photobioréacteur pour la culturé&Cdeulgarisen mode continu.

[1.A.4 Milieu de culture

La culture deC. vulgaris se fait dans du milieu de culture Bristol 3N maditiont la
composition est détaillée dans I'Annexe |. Ce milige compose d'un mélange de trois
solutions. Les solutions sont préparées a I'avabh@®nservées a 4°C. Elles sont renouvelées

tous les deux mois.

Une fois la solution de milieu Bristol préparédeast autoclavée 20 minutes a 120°C puis
conservée a 4°C. La solution de milieu Bristolmgparée juste avant une culture de facon a

éviter toute contamination par des bactéries larstdckage.
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[I.LA.5 Inoculum

L'inoculum de C. vulgaris CCAP 211/11B pour les cultures en photobioréasteast
conservé dans une enceinte fermée, a 25°C damnsllegum gaz contenant un mélange air et
CQO, est introduit avec une concentration en,@@ 1,4% (v/v). La culture est éclairée en
continu avec une intensité lumineuse de 24 unikm L'inoculum est continuellement
agité.

Régulierement, une partie de la culture est diavaz du milieu Bristol modifié 3N neuf, afin

de renouveler le milieu de culture en nutriments.

II.B. Analyses

Les prélévements se font a I'aide de pipettesleséfl0 mL) plongées depuis le haut jusqu’au
coeur du réacteur et sous contrdle d’'une flamme @ater toute contamination bactérienne.
Le tableau 1.1 présente les différents prélevemedalisés en fonction du type de cultures

menées pouthlorella vulgarislors des différentes études menées.

Tableau II.1. Fréquence des prélevements pour chaque analygesaion de la culture en

batch et en continu dehlorella vulgaris

0 concentration 0 concentration
cellulaire cellulaire
Prélevements quotidiens o pH 0 pH (mesure en continu
o analyse élémentaire dans le réacteur)
Fin de culture (jour 9) : A I'état stationnaire :
0 exopolysaccharides 0 exopolysaccharides
1 o chlorophylle a o chlorophylle a
Préléevements ponctuels - R s .
b 0 matiere seche 0 matiere seche
o carbone organique
dissous
o analyse élémentaire
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[1.B.1. Comptage cellulaire

La mesure de la concentration cellulaire se fdiaide d’'un granulométre laser de marque
QICPIC (SympaTEC). Il permet d’analyser par diffra laser des particules de taille allant
de 0.1 pm a 1750 um. Il se compose d’'un systemeigpersion LIXELL au sein duquel
transite I'échantillon & analyser. La position de duvette est contrdolée par le logiciel
WINDOX.

L’échantillon est d’abords passé au bain a ultraqgendant 10 minutes pour éliminer les

agrégats puis il est dilué avec de I'eau distidl@éant le comptage au granulometre.

[1.B.2. Analyse élémentaire de la compositiorCiidorella vulgaris

Les analyses du carbone organique particulaire jP&Gle I'azote organique particulaire
(PON) se font a l'aide d’'un analyseur élémentaitAEH 2000 séries CHNS/O analyser

(Thermo Scientific).

Les échantillons sont centrifugés et nettoyés deisxa I'eau ultrapure. Le surnageant est
conservé pour des analyses ultérieures de carbgaeique dissous. Le culot contenant les
algues est filtré sur des filtres préalablemenparés. Le filtre est ensuite séché dans une
étuve, puis des pastilles de 9 mm de diametresdsmaupées sur le filtre et analysées pour
déterminer la composition en azote et en carboganigue intracellulaire. Pour chacun des

filtres, trois pastilles sont analysées.

Le protocole détaillé et le principe de la mesuneat slisponibles dans I'’Annexe 11.2

I1.B.3. Carbone organique dissous

L’analyse du carbone organique dissous se faitad d'un analyseur TOC-V CSH
(Shimadzu, Europa GmbH, Duisburg).

Le surnageant des échantillons a partir desquelsndaure du carbone et de l'azote
intracellulaire est faite, est utilisé pour cettesure. Les échantillons sont dilués avec de I'eau
ultrapure de facon a étre en accord avec la ganenecertcentration de I'appareil.

L’Annexe 11.3 détaille le principe et le protocale cette analyse.
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[1.B.4. Chlorophylle a

Lors de ce travail de thése un protocole d’extosct été optimisé afin d’étre en mesure
d’extraire correctement la chlorophylle des ceButleC. vulgaris Une meilleure extraction
des pigments a été obtenue en utilisant un mélaegeéthanol et de sodium dithionite
(Porra, 1990).

Les échantillons ont été centrifugés puis le madacite précédemment a été ajouté sur les
culots. L'extraction a eu lieu pendant 32 minute®)&C. Les échantillons ont été de nouveau
centrifugés et la chlorophylle a été mesurée darsuftnageant au spectrophotométre a 664

nm et 650 nm.

La concentration en chlorophylle a été déterminge #équation suivant (Porra, 1990) :

Chl a (mg.*) = 16.41 Ags— 8.09 Aso (I.1)
Le protocole détaillé de cette méthode se trouws tiAnnexe 11.4.

I1.B.5. Exopolysaccharides

Uniguement les exopolysaccharides solubles sontm@gslans cette étude.

Les exopolysaccharides sont quantifies dans le gaam des échantillons. Le surnageant est
récupéré apres centrifugation des échantillonsdbsage colorimétrique de Dubois (1956)
est ensuite réalisé pour déterminer la concentratioexopolysaccharides, en utilisant comme

référence le glucose.

Le protocole détaillé se trouve dans I'’Annexe I1.5.

[1.B.6. Matiére séche

Des filtres GF/F sont séchés pendant 2h dans unafd@1°C. Le filtre vierge est pesé avec
une balance de précision puis conservé dans uitdatssir pour éviter qu'il ne s’humidifie.

10 mL de culture est filtré puis le filtre est dépdh dans un four a 101°C. Le filtre est
ensuite a nouveau pesé sur une balance de précisiodifférence entre les deux pesées

permet de calculer la matiere seche.
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Chapitre Il

Etude de l'influence de la concentration de C®
et de lI'intensité lumineuse sur la croissance de

Chlorella vulgaris en photobioréacteur batch
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Cette partie s’attache dans un premier temps dredes caractéristiques du transfert gaz-
liquide au sein du photobioréacteur. Puis elle gtesa I'étude de la croissanceCalorella
vulgaris en photobioréacteur en mode batch lorsque diffésenoncentrations de G@t
différentes intensités lumineuses sont appliqu€es. résultats ont permis la détermination
d’'un modele mathématique décrivant la croissandgéhderella vulgarisen photobioréacteur.
La détermination des parameétres du modele et ldatain de ce modéle sont proposées pour
clore cette étude.

[1l.LA. Etude du transfert gaz-liguide dans le photdioréacteur

[1I.A.1 Vérification du modéle parfaitement agitér fpeaméthode des traceurs

Le bilan de CQ@dissous sur lequel repose la méthode de mesukgad@|.B.2) est basé sur
I'hypothese que la phase liquide dans le réactstupafaitement agitée. Nous allons vérifier

expérimentalement cette hypothese.

La détermination se fait sur le réacteur marchantantinu avec deux deébits d’eau entrant et
sortant en régime stationnaire, égaux a ceux ésiliwrs des cultures en mode continu
(chapitre V). A ¢, le débit d’eau entrant est remplacé par uneisolate HCl 0.1 mol.L* au
méme débit q = 0.53 mL.mifn I'évolution du pH en fonction du temps & la sedu réacteur

est suivie a I'aide d’'une électrode pH.
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Figure IIl.1. Evolution du pH en fonction du temps pour le réactdimenté en

continu par une solution de HCI 0.1 mat.LDébit de liquide, g = 0.53 mL.miin
Si le réacteur est parfaitement agité, le bilanaeoncentration de Hest :

q.Co.dt =q.C.dt +V.dC (1.

Avec :

C, : concentration de Ha I'entrée du réacteur (moli).
C : concentration & la sortie réacteur (md).L

q : débit de liquide (L.mit)

V. volume utile du réacteur (L)

En intégrant I'équation (111.1) on obtient :

Co—CH] _ _a
n[CO——C(O)] = Vt (|||2)

En portantin [g"_—gg);]en fonction du temps, on doit obtenir une droitatda pente donne la
o

valeur du temps de séjour.
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Fig.lll.2. Validation du modéle du réacteur parfaitementéagit

La valeur du temps de séjour obtenue expérimentaiest donc 1/0,00022, soit 4550 min
ou 75,8h. Si on calcule le temps de séjour théeriqu trouve V/q = 75,5 h, ce qui est tout a

fait satisfaisant.
On en déduit donc que le réacteur est parfaiteragité et puisque & est inchangé en

présence d’algues (comme on le verra par la swie)peut également considérer que le

milieu est parfaitement agité dans ces conditions.

[1l.A.2 Principe de détermination du coefficientwalique de transfert de GQk a)

k.a est le parameétre permettant de qualifier le trahséatre le gaz et le liquide. Sa
détermination se fait par la mesure de la concenmtrale CQ dissous dans le réacteur,
contenant du milieu de culture en fonction du temps

Dans un premier temps, un balayage a I'azote edisééafin de désorber tout le €Ge
trouvant dans le milieu liquide. Aprés quoi un méja d’air et de C@est injecté dans le
réacteur avec les mémes concentrations de €€@ébit de gaz que lors des expériences de
culture. On suit alors 'augmentation de la conmdiin de CQ dissous jusqu’a saturation du
milieu (équilibre avec la phase gazeuse). Cettdoaiet est dite de type dynamique.
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Le bilan de matiere en GQ@raduit une égalité entre les termes d’accumulatiotie transfert
de matiere gaz-liquide pour un réacteur parfaiteragite ; on néglige les autres formes de
carbone inorganique dissous (HEOQcar par suite du passage de.Cl@s ions basiques
présents dans le milieu Bristol (principalement pinage) sont neutralisés rapidement car leur
concentration est trés faible (de I'ordre de la mbit). Le pH diminue donc, permettant de

négliger HCQ.

Il vient donc : V d[CO2] = ka[[C0,]* — [CO,]] V dtou :

d[co2]
dt

= k,a [[CO,]* — [CO,]] (11.3)

Avec :

[CO,] : concentration de CQlissous dans le liquide (mof')

[CO,]*: concentration maximale de G@ouvant se dissoudre dans le liquide (md),L

correspondant a I'équilibre avec la phase gazeuse

k,a : coefficient volumique de transfert relatif & lagse liquide {f), ol k est le coefficient

de transfert et a I'aire interfaciale par unitévdume de colonne

V : volume de liquide (L)

En supposant que la teneur du gaz reste constagggake a sa teneur d’entrée (la quantité

dissoute est négligeabld);0,]* est donc constant et donné par la loi de Henry dess

conditions de I'expérience. Et en intégrant I'égquatl.3, on obtient la relation suivante :
ln[[COZ]* - [Coz]] = kpa (t — toy + In[[CO,]" — [CO,]] ).

Avec :

[CO,] : concentration de CQlissous dans le liquide (mol*).au temps t

[CO,], : concentration initiale de GGt =0) dans le liquide (mol:t)

t: unité de temps (j)
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En exploitant les résultats expérimentaux, si lel@w est correct, on doit obtenir une droite

de pente égale a& pour la variation d&n[[C0,]* — [C0,]] en fonction du temps (111.2).

[11.A.3 Détermination expérimentale du coefficigntumique de transfert de Gk a)

a. Principe de la mesure

k a est mesuré pour plusieurs concentrations deda@s le gaz injecté, la phase liquide se
compose du milieu Bristol. Théoriguement des cotraiions de C@différentes ne devraient
pas modifier la valeur de &. Les valeurs de GCtudiées varient entre 4 et 14% environ,

proches des conditions qui seront étudiées dansudares deChlorella vulgaris en
photobioréacteur.

La mesure de CQOdissous se fait & I'aide d’'une sonde YSI 8500 @mn) reliée a un
moniteur CQ BioVision de type YSI 8500.

La sonde YSI 8500 se compose d’un réservoir regoulene membrane en silicone, dans
lequel se trouve un tampon bicarbonate et un aaipftacide trisulfonique hydroxypyrene
(HPTS). La fluorescence du HPTS change en répanseaiations de pH du milieu. Le GO
dissous présent dans le liquide diffuse au traderta membrane de silicone jusque dans le
tampon bicarbonate. L’entrée de £@odifie la valeur du pH ce qui entraine un changeim
de fluorescence du HPTS. La sonde YSI 8500 comlaafiorescence du HPTS a deux
longueurs d’'ondes émises via une fibre optiguemelia sonde au moniteur. L’émission de
lumiere résultante de cette réaction est conduggy'au moniteur ou la réponse est calculée
suivant une analyse radiométrique de la fluoreseelicHPTS.

i
i
HE

j

-

;

-~ L o4
co. 0

2 ;
Inner t
- Quter innert Dye layer polymer layer

Perforated hmar aver
stainless poly ¥

steal layer

1

Optical fiber -

Stainless steel probe

Figure I11.3. Principe de fonctionnement de la sonde YSI 8506\(Bion)
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Avant chaque utilisation, I'état de la membrandreavant dans la sonde est vérifié. Puis la
sonde est étalonnée a l'aide d’'une bouteille deégalon contenant un pourcentage fixe de
CO,: 3,6 % (v/v). La méme procédure que pour la meesigrka est appliquée. Tout le GO
contenu dans le liquide est désorbé par un balagdgeote. Puis un gaz contenant 3,6% de
CQO; est injecté dans le réacteur. La quantité de €i§sous est mesurée a l'aide de la sonde.
Lorsque cette quantité n’évolue plus, on indiquelsunoniteur CQ@ BioVision YSI8500 le
chiffre relatif a la concentration de G@jecté et connue.

b. Résultats expérimentaux

Dans un premier temps la variation de la quantit€@g dissous est mesurée en fonction du
temps, jusqu’a saturation du milieu. Elle est exyge en équivalent pression partielle de;CO
en équilibre avec cette solution ; la concentratlenCQ dissous peut étre calculée par la loi

de Henry, selon

[CO,] = <22 (111.5)

Hco,

Avec :
[CO,] : concentration de CQlissous dans la phase liquide (mdi.L
P.o, : pression partielle de G@ans le gaz (atm)

Hco, : constante de Henry (L.atm.riila la température considérée

On donne sur les figures IIL.5 et 1Il.6 un exemgée courbe obtenue pour la variation de la
concentration de CQOdissous en fonction du temps et un exemple deplbgation du

modele.

A noter que le pH mesuré lors de ces expérimemmtaiteignait une valeur de 3 lorsque

I'équilibre était atteint.
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[CO,] (mmol.L?)

0,0 T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Temps (h)

Figure 11.4. Evolution de la concentration de g@issous pour un gaz d’alimentation
contenant 13.5%de GO

Temps (h)

1,2 1,4 1,6 1,8

In [ [CO,]" - [CO,] ] -
[CO,]* — [CO,],

e,

y = -1,0813x + 0,0472

R%?=0,9958

-1,8 -

Figure 111.5. Détermination dela pour 13,5% de CO
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Tableau Ill.1. Valeurs de kLa pour différentes concentration @ testées.

13,5 11 0.99
13,8 1,0 0.99
12,8 11 0.99
12,0 1,3 0.99
4,2 1,0 0.99

Le fait d'obtenir des droites permet de vérifieedya est constant, mais aussi que le réacteur

se comporte comme un réacteur parfaitement agité.

D’aprés le Tableau lll.1, lorsque la concentratitnCQ passe de 4,2% a 13,8%akn’est

pas modifié Nous prendrons donc la valeur moyenne de 1,1 h

Toutefois il nous a semblé important de vérifiettearaleur en présence d'algues dans la
culture. En effet il est reporté dans la bibliogr@pque 'augmentation de la part de solide
dans une suspension diminu@ x, I'aire interfaciale par unité de volume (Kantaet al,
2005).

Par ailleurs k dépend de la turbulence du mélange, qui pour usr@erénergie d’agitation,

décroit lorsque la viscosité et la masse volumauenélange augmentent, ce qui pourrait étre
le cas en présence d’algues. La dispersion en findles de gaz est aussi moins bonne,
entrainant une augmentation de la fraction volumideg bulles de gros diameétre, ce qui

conduit & une diminution de la valeur de l'aireenféiciale (Kantarcet al, 2005).

Nous nous sommes placés dans les conditions sas/amtu jour 9 (phase stationnaire de
croissance) d’'une cultur€. vulgarisavec 1,8% de COet une concentration cellulaire de
l'ordre de 6,5x18 cell.L. Le milieu recueilli aprés 9 jours est donc cotéacomme

précédemment avec un gaz contenant 1,8% de CO

Nous suivons la concentration de £@issous dans le milieu en fonction du temps. La
manipulation a duré seulement 3 h, ce qui permeatédiger une éventuelle consommation
de CQ par les algues qui, bien que ne croissant plusrra@ent accumuler du carbone

intracellulaire, mais le feraient avec une vitesslativement faible, au mieux comparable

avec la vitesse de croissance. On suppose comneédgr@ment que I'on peut négliger

HCO; devant CQdissous.
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La méme équation est donc applicable :

In[[CO,]" — [CO,]] = kpa (¢t — toy + In[[CO,]* — [CO,]o] (@).

0,7 ~

0,6 -

0,4 -

0,3 2% CO, + Chlorella vulgaris

[CO,] (mmol.L?)

0,2 -

0,1 -

0,0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Temps (h)

Figure 1ll.6. Evolution de la concentration de g@issous pour une culture d&hlorella
vulgaris en phase stationnaire de croissance. La contentran CQ dans le gaz
d’alimentation est de 1,8% (v/v).

On trouve dans ce cas-la une valeur gede 1,1 H, validant I'hypothése que la présence des

algues ne perturbe pas le transfert de matierdigaide.

[11.B. CO , biofixation by Chloréella vulgaris at different CO, concentrations and light
intensities

(Partie soumise sous forme d’article scientifigaeglle journal Bioresource
Technology)
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CO, biofixation by Chlorella vulgaris at different CO» concentrations and light intensities

Barbara Clément-Larosi€reAna Gongalves Filipa Loped, Behnam Taidj Marc Benedet;
Michel Minier” & Dominique Paredu

®Laboratoire Génie des Procédés et Matériaux, Ecetdrale Paris, Grande Voie des Vignes,
92295 Chatenay-Malabry Cedex, France

®__aboratoire Charles Friedel, Ecole Chimie Parist@&l231 Paris Cedex 05, France

‘Laboratoire de Géochimie des eaux, Institut de ighgsdu Globe de Paris, 75205 Paris
Cedex 13, France

1. Abstract

The use of microalgae to convert carbon dioxid® ibtomass through photobioreactor
cultivation might be an interesting solution tohfigagainst C@increase in the atmosphere.
In order to develop an effective G@itigation process we studied the growthGiflorella
vulgaris cultivated in a bubble column photobioreact@. vulgariswas grown at two C9O
concentration (2% and 13% of GOv/v) and three light intensities (50 pmofrs®, 120
pumol.m?%s?, 180 umol.rif.s?) during 9 days in a batch culture. In all culgjréhe algal
growth rate was light-limited. Nitrogen starvatiseemed also to affect growth .The algae
showed different physiological adaptation underdtfierent culture conditions. The increase
in light intensity led to an increase in cell contations. Cells grown at 13% G@ontinued

to grow even after nitrate starvation had occurrddch was not the case for cells grown at
2% CQ. Moreover, the higher CGOconcentration stimulated the excretion of algal
exopolysaccharides. The specific growth (I*] hte was similar under all conditions tested.
Over all the experiments the maximal biomass camnagon and CQ biofixation rate were
2.1 g.L.' and 1.45 g CeL™.d™ respectivelly which was whe®. vulgariswas grown at 13%
CO, and 180 pmol.fi.s* light. During this studyC. vulgaris showed a very interesting

potential for use in a process of £Ritigation.
2. Introduction

Anthropogenic greenhouse gases, of which carboxid$iois a major component, may be
responsible for environmental changes (Hofmatnal, 2006). The atmospheric GO

concentration has increased dramatically from iesipdustrial level of 280 ppm to 380 ppm
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at present day (Hofmanet al, 2008). If current practices continue unchangeu
atmospheric C@concentration is expected to reach 580 ppm by 2A5@mannet al, 2008).
The major part of the CQdischarges comes from the industrial sector amdagos 10% to
20% (viv) of CQ (IPCC, 2005). To counter this threat, research lieen steered towards
developing CQ capture and sequestration (mitigation) processescently, biological C®
mitigation by microalgae has attracted much attentiecause microalgae use photosynthesis
to generate biomass from light and Ofith potential for high productivity and fast griw
(Wang et al, 2008). Several species, such Sxenedesmus obliquisio et al, 2010),
Chlorococcum littoralgPeshevat al, 1994),Synechocystis aquatil{liyachi et al, 2003),
Cyanidium caldariumandGaldieria partite(Kurano and Miyachi, 2004) have already shown
their potential to resist concentrations of £tdm 40 to 100% (v/v) in the feed gas. The
specieLhlorella vulgarishas shown good growth at @@oncentrations between 5 and 18%
in the gaseous culture feed (Doudtaal, 2005; Greque de Morais and Costa, 2007; Hulatt
and Thomas, 2011). This organism presents a gaondidate for C@mitigation thanks to

its resistance to environmental changes and theeraum industrial uses of its products
(Keffer and Kleinheinz, 2002; Faat al, 2008; Hulatt and Thomas, 2011). Ind€:d/ulgaris
contains a high intracellular content of protein-g8P6), carbohydrate (12-17%) and lipid
(14-22%) that could be used as human health foodoarahimal nutritional supplements
(Wolfgang, 1994; Gouveiat al, 2008; Halleet al, 2009). MoreoverC. vulgarisprovides
interesting potential pharmaceutical agents for sadise (Puglet al, 2001; Justeet al,
2001; Jong-Yuh and Mei-Fen, 2005; Mizoguehial, 2008). CurrentlyC. vulgarisis used

in bioprocesses such as wastewater treatment €@et al 2006; Perz-Garciat al, 2010;
Kim et al, 2010) and it is studied for its lipid contentaapotential source of biofuel (Xiorey

al, 2008 ; Convertet al, 2009 ; Phukeret al, 2011); moreover the possibility of coupled
bioprocesses using@hlorella species and C{capture has been proposed in several studies
(Powellet al, 2008; Fulkeet al, 2010).

In microalgal growth, the biomass composition aarbon fixation rate are largely dependent
on light and nitrogen supply. Both factors havebto considered as potential sources for
controlling growth rate and extent. The light las key component of photosynthesis controls
the carbon flux into the cell, the synthesis ofrgeéc molecules and the rate of nutrient
consumption (Badger and Andrews, 1982; Kapétnal, 1987; Dubinsky and Schofield,

2010). Studies have revealed that nitrogen lioitain microalgae leads to a decrease in

photosynthetic activity and microalgae growth (Lengoet al, 2004; Young and Beardall,
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2004). As nitrogen and carbon metabolisms are ledughrough the synthesis of proteins,
nitrogen limited cells fix 7 to 10 times less camliban cells not limited in nutrients (Turpin,
1991). On the other hand Young and Beardall (208#)wed that nitrogen limitation
increases the affinity of the cell for inorganialwan in spite of damaging the photosynthetic

apparatus.

Photobioreactors are widely used for £aitigation because of their great efficiency in
trapping CQ through microalgal biomass production (kibal, 2011). In photobioreactors,
the culture conditions are well-controlled and tis& of contamination is lower compared to
open cultivation techniques (Brennan and Owend&p2Mataet al, 2010). An efficient
microalgal CQ-fixation system must possess good mixing, hightgassfer rates and good
light supply as well as its distribution (Het al, 2011). Bubble columns are gas-liquid
contactors widely used in industrial processeseyTimave the advantages of relatively high
mass transfer rates, widely known flow patterns simort circulation times (Kantaret al,
2004; Hoet al, 2011). So they are very useful for such appbeat as well as having a low

operational energy requirement

The purpose of this study was to explore the mattal factors affecting the growth kinetics
of C. vulgariscultivated in a bubble column photobioreactoroider to develop an effective
CO, mitigation process. The determination of the mopti culture conditions matching
maximum CQ removal was intended. The effect of several, €@ncentrations and light

intensities were tested on the growth and biomesdd gf C. vulgaris
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3. Material and methods

Strain and culture medium

The strainChlorella vulgaris CCAP 211/11B (Trebouxiophyceae) was obtained ftom
Culture Collection of Algae and Protozoa, CCAP (UK)rhe inoculum was grown on
modified 3N-Bristol medium (Bischoff and Bold, 196%ith the following composition
(mmol.LY): NaNG; (8.8); CaC}.2H,0 (0.171); MgSQ,.7H,0 (0.3048); FeEDTA (0.0575);
KoHPO, (0.43); KHPO, (1.28); NaCl (0.341); EBO;s (0.0461); MnClL4H,0 (9.18 x 10);
ZnSQ,.7H,0 (7.65 x 10f); CuSQ.7H,0 (2.72 x 10); MoOs; 85% (2.5 x 10); CoSQ.7H,0,
(3.20 x 10%). The strain was maintained in liquid culture @5®L) in a 1L Erlenmeyer’s
flask, at 25°C, under continuous agitation, illuntioa and an atmosphere of air fortified to
1.4% CQ (v/v). The light intensity was 24 pmolfs™.

Photobioreactor and batch culture conditions

Batch cultures were performed in a cylindroconieabble-column photobioreactor (2.4 L
working volume; 13 cm outer diameter; 41.5 cm hgigirhe culture medium was the same
as that used for the preparation of the inoculumgliff and Bold, 1963). The temperature
was controlled at 25°C and the culture was contislyoililuminated by four white and four
pink OSRAM fluorescent tubes (Biolux L36W/965 anddfa L36W/77 respectively) which
were fixed on the two sides of the reactor (illuaiéd area of 0.10969n Light intensity was
gradually increased during the first days of thikuca in order to avoid photoinhibition at low
cell concentrations (Miroret al, 2002; Chisti, 2007). A gas mixture containing the
appropriate concentration of GQv/v) was used to supply G@nd provide mixing. The gas
mixture was fed continuously into the reactor (5Q.min™) through a glass sinter after
crossing a Millipore gas filter (0.22 um). The dlsv rateand compositionvere regulated
by two mass flow meters (VSO®, Pneutronics, ParkiSA), one for air and one for GO
When aiming to supply COat 13% (v/v), the C® concentration in the feed gas was

increased progressively.

Four experiments were conducted where every setraditions was tested in duplicate. Two
concentrations of CO(2% and 13% (v/v)) and three light intensities, (220, 180 pmol.m
2s%) were tested. All cultures were incubated for9sl The medium was inoculated with a
concentration of about @ell.L*. The culture pH was measured daily using a bepchH
electrode (Consort C864, Biopoint, England) catédaat 4.0 and 7.0 before every

measurement. The light intensity was measuredelv¢ different points on four sides of the
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reactor (one point at each extremity of the heightl one point in the center) using a
photometer (LI 250A, LI-COR, USA). A correctionctar is applied to the measurement of
the absorbed light as 30% of the incident light \whieady absorbed by the reactor and the
liquid in the absence of algae. The light absoredhe reactor full of liquid is thek, —

Iout = 0,7.1;,. I, is the light received by the reactor alyg; is the light transmitted by the

reactor.

Analyses

Culture samples were collected daily for cell csunt Cells were counted using a
granulometer with an optical path length of 0.2 using a HELOS laser diffraction and
QUICPIC image analysis (Sympatec Image Analysis&e@ICPIC, Germany). The culture
was sampled daily and the cells were analyzed feasuring their carbon quota (Cv) and
nitrogen quota (Nv) using an elemental analyzeaqll 2000 series CHNS/O analyser,
Thermo Scientific) in the following way: glass éibfilters (Whatman® GF/F) were washed
with 1% HPO, (10 mL), then with deionized water (10 mL), therategl (1h, 525°C) in order
to eliminate all organic compounds on them priobéowveighed. A sample of the culture (10
mL) was removed from the reactor and centrifugédni@nutes; 4000 rpm) and the pellet was
washed with deionized water (10 mL). Then the sanws diluted in deionized water,
filtered and dried overnight at 60°C. The filtevere then weighed with the algae in order to
measure the weight of algal biomass. On eachdijltevo circles of 9 mm diameter were cut
using a die-cutter. The circles were placed ielajar with HCI for 24h, in order to eliminate
the inorganic carbon of the samples. The circleevihen placed on tin nacelles for analysis

on the elemental analyzer.

Nitrogen and carbon quotas (gN. or gC:elwere calculated from the mass fraction of
nitrogen or carbon given by the elemental analgnekthe cell dry weight, represented by “p”
in g DW.cell* (see equation 1). p is considered to be constahiit is determined from the
nitrogen mass balance in the medium between trdQ:a

Ny +p.y9-Xo=N+p.y. X Eq. (1)

whereN,andN are the nitrate concentrations (gN)Lin the liquid respectively at t = 0 and t,
Yo andy are the nitrogen mass fraction in the cell, respely at t = 0 and tX, andX are the
cellular concentration respectively at t = 0 anét tvas assumed that the dissolved organic

nitrogen can be neglected.

82



Chapitre III. Etude de l'influence de la concentration en CO2 et de I'intensité lumineuse sur la croissance de Chlorella vulgaris

N is plotted as a function ofX (data not shown). For each culture the curvessaeeght

lines which confirms that p is constant. The meamlue is 3x18' g DW.cell.

On day 9 of the experiment, final samples were rtaikeorder to analyze the microalgal
chlorophyll content, the soluble exopolysaccharamcentration (EPS) and culture dry
weight. The microalgal dry weight was measureddguum filtration through a pre-weighed
dry (2h, 100°C) glass fiber filters (Whatman® GFF pm nominal pore size) followed by
oven-dried 2h at 100°C. Three replicates (10 nildach sample were prepared.

Chlorophyll extraction was performed on microalgalspensions (1 mL). Samples were
centrifuged (5 minutes; 12,000 rpm). The supentatas discarded and an aqueous solution
of 85% methanol with 1.5 mmolLof sodium dithionite (1 mL) was added to the pelléhe
samples were extracted for 32 minutes at 40°C afteéch they were centrifuged (5 minutes;
12,000 rpm). The chlorophyll content was measunethe supernatant by measuring the
absorbance at 664 and 650 nm (Cary 300 Scan U\bi¢jsvarian Inc., Netherlands). Three
replicates of each sample were prepared and mehsurthis way. All the assays were
conducted in the absence of light, in order to @be formation of degradation products of
chlorophyll (Cullenet al, 2005). A second extraction was done if the pe#enained green.
Chlorophyll a and b were quantified using the following expressions pssml by Porra
(1990):

Chl a (mg.L-1) = 16.41 &4— 8.09 Aso Eqg. (2)
Chl b (mg.L-1) = 30.82 &so— 12.57 Aea Eqg. (3)

Where Assq and Assp are the absorbances at the two wavelengths

The exopolysaccharide concentration (EPS) were umedsy the Dubois method (Dubait
al., 1956), using glucose as standard. A culturepgan00 plL) was centrifuged (25
minutes, 4500 rpm), then 2Q@Q of 5% (v/v) phenol and 1 mL of 430, were added to the
supernatant and mixed. After 10 minutes, the samals mixed again and incubated (30°C;
15 min.). EPS concentrations were determined bgsoméng their absorbance at 488 nm
(Cary 300 Scan UV-Visible, Varian Inc., Netherland&ive replicates of each sample were

analyzed.
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The nitrate (N@) concentration in the medium was measured by aniclromatography;
the chromatograph (Dionex ICS-2500 Corporation, nizery) was equipped with an
electrochemical generator of eluent (KOH, 30 mmo#t a flow rate of 1.5 mL.mih) and
with a conductimetric detector. An lonPac columBlA-HC (4x250 mm) was used at 30°C.
The analyses were performed in duplicate; the mksamples (10 mL) were centrifuged (25

minutes; 4500 rpm) and the supernatant filtered5(Am syringe filter) prior to the analysis.

Growth parameters and efficiency

The specific growth ratep] was determined between the first and the thirg ofthe
cultivation period using the method proposed by Webal (2005), with the assumption that
this period corresponded to the exponential phase.

In this casep is constant over time and a mass balance on niga@aluring a differential
time interval dt can be written as:

dX = pX.dt Eq. (4)

whereX is the cell concentration (cell). By integrating this equation betwegrand t, the

following expression is obtained:
X —
In (X—O) =put Eq. (5)

whereX, is the initial cell concentration (cell).

According to this method, the specific growth reteletermined by representing graphically
In(X/X) as a function of time; p is then the slope gibgrthe linear regression of the data
(between day 1 and 3).

The mean C@removal rate (in g COL™.d?) was determined with values of carbon quotas

and EPS concentrations :

Reo, = (C2 Xz +EPSy)—(C1X1+EPS;) _ Mco, Eq. )6

ta—ty Mc

where G and G are the carbon quotas (gC.2¢land EPSand EPSare exopolysaccharides
concentrations (gC:1) and X% and % are the cellular concentrations (ceft)Lat time t and
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t, respectively. M¢,, and M, are respectively the molar mass of carbon diozia carbon

(g.mol?). Calculations were done for day 1 to 9 of thpeziment.

Statistical analysis

To evaluate differences between mean values of E€IE and nitrate concentrations and
specific growth rates with a confidence level of 95tudent’s T-tests were carried out. The
null hypothesis states that the means are equaligmificant value<0.05 indicates that there
is a significant difference between tested meahsalyses of variance (ANOVA) were also
performed in order to evaluate if differences dfagen quotas and chlorophyll a contents

with time.

Results and discussion

1. Influence of C@Qconcentration and light intensity on the growtlGiflorella vulgaris

The specific growth rates () were similar (p >5).6or all the cultures at around 1.1.d
(Table 1). These values are in agreement withkKsa&saal. (1995) who reported a specific
growth rate of 1 d for aChlorella strain grown at 40°C with 20% (v/v) G@ the feed gas.
Several studies have found a much lower valueClowulgaris for example, Greque de
Morais and Costa (2007) reported a value of 0:25faf C. vulgarisgrown with 6% or 12%
(viv) CO,. Chiuet al (2008) found a specific growth rate of 0.3 when the same alga was
cultivated with 5% (v/v) C@and 300 pmol.f.s* light intensity.
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Table 1. Specific growth rates and growth phase duratianChlorella vulgarisgrown at
different carbon dioxide concentrations and ligtiensities.
CO,

concentration

Light intensity

(umol.m?.s%)

M (d7) measured
during the

_ 0.99 +0.12 1.32+£0.12 0.99 £ 0.09 1.22+0.21

exponential

growth phase

Days

Exponential
0-3 0-3 0-3 0-3

growth phase

non-exponential
3-6 3-9 3-9 3-9

growth phase

9 not attained not attained not attained

Stationary phase 6

In the experiments reported here, the biomass etrat®n ofC. vulgarisreached 2.10 git
at 180 pmol.rit.s? light intensity and 13% (v/v) CCafter 9 days of incubation (Table 2).
These results are higher compared with those regpamtprevious studies. Bhatd al. (2011)
found a maximal biomass concentration of 1.22*galith C. vulgaris(80 pmol.nf.s? light
and 4% v/v CQ). Chiuet al (2008) reported a maximal biomass concentratfoh4 g.L*
for C. vulgariscultivated at 2% (v/v) C©and a light intensity of 300 pmolfs™.
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Table 2. Biomass concentrations (X) and soluble exopolysaede (EPS) concentrations at
day 9. Mean C@biofixation rate (Ro2) between days 1 and 9 for cultures under different
CO, concentration and light intensities.

X (g.L ™Y 1.4+0.23 1.70+0.06 1.32+0.48  2.10+0.07
EPS (g CQ.L™ 0.4+0.06 0.6 + 0.03 0.5+ 0.04 0.5+ 0.04
Rcoz(g CO..Ltd ™Y 0.9 1.4 0.8 1.45

The effect on microalgal growth of two G@oncentrations and the three light intensities was
tested (Figure 1). Different growth phases caldtected for the cultures; exponential, non-
exponential and stationary growth phases. Thetidaraf each phase is reported in Table 1.
The exponential growth phase was always of the stumation. With a low supply of GO
(2% v/v), the non-exponential growth phase endediayn6 leading to the stationary phase.
At the higher CQ@ concentration (13% v/v), the stationary phase ma@seached at all before

the end of the experiment (day 9).

14
2% CO,, 120 pmol.m=2.s?

12

——

=== 13% CO,, 120 pumol.m=2.s?
—&— 13% CO,, 50 pmol.m2.s1
——

10 13% CO,, 180 pmol.m=2.s?1

Cell concentration (X10% cell.L%)
[&)]

Time (day)

Figure 1. Growth of Chlorella vulgarisunder different carbon feed concentration andtligh
intensities.
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The cultures illuminated at 50, 120 and 180 pmdlsh developed different cell
concentrations from day 2 onwards (p < 0.05). Fday 3 onwardsC. vulgarisilluminated
with 180 pmol.rif.s, had the highest cell concentration compared thighculture under the
other conditions. For 2% and 13% (v/v) £@he cell concentrations were the same in both

cultures until day 3 (p > 0.05).

The absorption of light as a function of the celfutoncentration is illustrated on Figure 2.
For a cellular concentration of about 2XA€ell.L™ the entire incident light was absorbed in
the reactor, whatever the culture conditions. Teidular concentration roughly corresponds
to the end of the exponential growth (Figure 1)gb@nnaet al (1995) have proposed that
when the cellular concentration is low, the effettelf-shading is negligible and growth is
exponential. As the cell concentration increasbeva a certain value, self-shading is
significant and cell growth becomes limited by #®mount of light received by the cells
(Miron et al, 2002). This might explain the change in the dlophases observed in this
study, from exponential to non-exponential growah,day 3 approximately. This shift in
growth phase may be related to light limitation evhis in good agreement with Miraat al.
(2002) who reported that non-exponential growth Rifaeodactylum tricornutunwas

correlated with light availability.

1,2
1,0
ALA & Lo M o gD °
A®
0,8
£ p®
ERE
S & 2%CO,, 120 pmol.m2.st
£ 04 2
= 0 13%CO,, 120 pmol.m2.s1
0.2 A 13% CO,, 50 pmol.m2.st
® 13%C0,, 180 pmol.m2.s
0,0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
X (x10%cell.L?)

Figure 2. Light absorption of the bioreactor as a functiontiee C. vulgaris cellular
concentration under different carbon concentrateoms light intensities.
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2. Effect of light intensity on the growth of Chloeellulgaris at 13% C®

As seen in Table 1 the light intensity did not efféhe specific growth rate @&. vulgaris
The carbon quota increased during the entire grgetiod for the cultures at 120 and 180
pumol.m?%s? light intensity; very slightly before day 3 and more significantly afterwards,
showing a difference between the exponential andexponential phases (Figure 3). The
carbon quota increased until day 4 and then deedeastil day 9 for the algae grown at a
light intensity of 50 pmol.M.s®. The nitrogen quota decreased all along the drgetiod

for all the culture conditions, but much more sigaintly after day 3 (Figure 4). Lourenco et
al. (2004) observed that the nitrogen quota decreagbdime when the nitrate availability in
the medium progressively decreased. The resudtsepted here are in good agreement with
these findings. The decrease in the nitrogen gonata be a consequence of the reduction in

the nitrate concentration in the medium due toatssumption by the algae.
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Figure 3. Carbon quota ofhlorella vulgarisunder different carbon feed concentration and
light intensities.
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Figure 4. Nitrogen quota oChlorella vulgarisunder different carbon feed concentration and
light intensities.

Common patterns of variations of the C:N ratiotad tells over time were observed for the
cultures grown at 120 and 180 pmof.st light intensities (Figure 5). The C:N ratio, for
these cultures increased on day 5 for the algaergetvk80 pmol.M.s* and on day 6 for the
culture at 120 pmol.ihs? light intensities. On the other hand, no increase C:N ratio of
the cells was observed for the culture at 50 pmokinduring the culture period. Nitrogen
starvation occurred on day 5 (Figure 6) for theturel at 180 umol.iis® light intensity, on
day 6 at 120 pmol.ths? light intensity and on day 7 for the culture at}btol.m?.s* light
intensity.

The concentration of chlorophyll a was measuredhduhe incubation of the cultures (Figure
7). On day 6 and 9, a higher chlorophyll conteaswletected for the culture grown at 50
pumol.m?s! light intensity, than for other light intensities € 0.05). For cultures grown at
120 pmol.nf.s* and 180 pmol.fM.s? light intensitieschlorophyll a reached a maximum
concentration at the end of the exponential phaskthen decreased with time (p<0.05).

Light intensity had no effect (p>0.05) on exopolyd@aride (EPS) production (Table 2).
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Figure 5. C : N variation over time foChlorella vulgaris under different carbon feed
concentration and light intensities.
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Figure 6. Variations of the medium residual nitrate concatn with time for different
carbon concentrations and light intensities.
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Figure 7. Chlorophyll content with time, under different ban concentrations and light
intensities.

At a light intensity of 50 umol.ihs?, the low cell concentration, the decrease in #mban
quota after day 5 and the higher chlorophyll a eot@tion might suggest light limitation
(more than a nitrogen one as nitrate in the medemmained relatively high till day 5). After
day 3, as the cell concentration increases witle tithe light available per cell decreases
which may explain the increase in the chlorophyltcatent. Several studies reported the
same trend when microalgae are faced with lighttéinon (Sciandraet al, 2000; Liet al,
2004). Light limitation may also have caused tkerdase in the carbon quota on day 5. At
this point of the culture period, the cell concatitm may have been so high that the light
availed per cell could not have been high enougingure the synthesis of ATP and NADPH
needed for carbon fixation resulting in a decreasbe carbon quota.

At light intensities of 120 and 18@mol.m?s*, no reduction in the carbon quota was
observed (Figure 3). Thus it seems that the ligtitation did not affect carbon sequestration
unlike the culture with a light intensity of 3@nol.m?.s*. As the light intensity increased the
cellular concentration increased too. Under th€s20 and 180umol.m?s?) growth
conditions the amount of light received by the algaay have been sufficient to support
cellular metabolism and synthesis of energetic mdés needed for the fixation of GO
through the Calvin Cycle (Falkowsky and Raven, 2007

The decrease in the chlorophyll a content andrtheease of the cellular C:N ratio on day 5

and 6 for the cultures grown at 120 pmot.gt and 180 umol.Ms? light intensities
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respectively may suggest an additional “nitrateeff on the cell metabolism. The same
trend has been reported in several studies (Tuff®81; Lourenceet al, 2004; Sciandrat
al., 2000). Moreover, it can be seen in figure @ thrate starvation in the medium occurred
on day 5 and 6 respectively for the cultures at f&tbl.m%s* and 180 pmol.M.s* light
intensities. Thus when the light intensity incehdrom 120 to 180 umolhxs?, the cells
experienced nitrate starvation earlier, due tortigher concentration at the latter light

intensity.

All cultures, regardless of the incident light imsgy are limited by light from day 3.
Eventual nitrate limitation and starvation were erved in all the cultures, but earlier at
higher light intensities. It could be assumed thgtiveen day 3 and 6, at a light intensity of
50 pmol.nf.s*, the major limiting factor is light, in contrastitty 120 and 180 pmol.fs®
light intensities where N© starvation is reached earlier. This differenceghhibe a
consequence of increased cell concentration fdndnigjght intensities. Nevertheless under
all conditions tested, light intensity is the factmverning carbon sequestration and culture

growth.

3. Effect of CQ concentration on the growth of Chlorella vulgaris

Different CQ concentrations (p> 0.05) in the gas did not afthet specific growth rate
(Table 1). From day 3, the cell concentrationsenggher at 13% (v/v) C{(p <0.05) than at
2% (v/iv) CQ, however, the carbon and nitrogen quotas weresigoificantly different for
the two cultures (p > 0.05). For both culturesg, ¢Arbon quota increased (Figure 3) while the
nitrogen quota decreased (Figure 4) during thebhatan period. The C:N ratio of the cells
increased during the non-exponential growth phiise) day 6 to the end of the experiment
(Figure 5) and nitrogen starvation occurred on @apr both cultures (Fig. 6). For both
cultures, the chlorophyll a content was higher on 8ldhan on day 9 (p < 0.05) (Figure 7).
The increase in the C:N ratio, the decrease ofnitregen quota and of the chlorophyll a
content are consistent with nitrate starvatiornm ¢ulture medium (Turpin, 1991; Scianéta
al., 2000). On the contrary, the EPS concentratiwvage significantly different for both
cultures (p < 0.05). Cells grown at 13% (v/v) £&xcreted 1.4 times more EPS than cells
cultivated at 2% (v/v) C® These results are in accordance with other asutiiat reported an
increase in the excretion of dissolved organic @arimcluding EPS at elevated C:N in the
growth medium (Engel, 2002; Riebesell, 2004).
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WhenC. vulgariswas grown at 13% (v/v) CQthe cell concentration was higher than at 2%
(viv) CO; (Figure 1). Several studies have showed thatinitrease in C@concentration in
the culture medium could stimulate cellular growfRiebesell, 2004). However, the
mechanisms responsible for these effects areustithown (Czernget al, 2009). In addition,
Sorokin (1965) attributed the increase in cell sim to a pH variation, rather than a direct
effect of the CQ concentration . In the same vein, in this study,irecrease in the cell
concentration at a higher GQ@oncentration might be linked either to a direffee of

dissolved carbon dioxide, or an indirect effecpbif.

The concentration of EPS was higher at the highlet ICQ concentration. Therefore, the
applied carbon dioxide concentration seemed to ladfexted the inorganic carbon fixation
by the algae. Although the carbon quota was idah{p> 0.05) for both cultures these results
suggest that the excess carbon fixed by the callsrgat 13% (v/v) C@Qwas excreted in the
medium. The EPS production may be the result oélalar overflow, whenever nutrient
acquisition limits biomass production but not plsytthesis, which is what may have

occurred with nitrate starvation in this study (Eh@002).

Variations of the culture pH with time were measudaily (data not shown). The pH values
ranged from 6.3 to 7.3 for 2% (v/v) G@nd from 6.5 to 6.9 for 13% (v/v) GOHuertast al.
(2000) suggest that, the higher pH values in the (2%) CO, culture might indicate a
difference in the inorganic carbon assimilation hatism compared with 13% (v/iv) GO
culture, due to the difference in the relative digsd CQ and HCQ concentrations. The
ratio [HCG;]/[CO] in the liquid significantly varied during the ¢ufe due to the pH
variations: from 1 to 9 for 2% (v/v) CQand from 1.4 to 3.5 for 13% (v/v) GO For an
indication of the limit inorganic carbon conceniat in the medium, an equilibrium was
assumed between gas and liquid phases (this @irdgrnot the case due to mass transfer
limitations), nevertheless it can give interestindications. Henry’s law provides dissolved
CO, concentrations for 2% (v/v) GGn the gas (7xI6mol.L'") and 13% (v/v) C@(4.6x10°

mol.L'™Y). The composition of the liquid phase was then:

2% [CQ] 7x 10% mol.L* 7x10* mol.L'* < [HCO;] < 6.3%x10° mol.L*
13% [CQ] 4.6x10° mol.L* 6.4 x10° mol.L* <[HCO;] < 1.6 x10° mol.L*
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As shown with the above calculations, at 2% (v/@Q.®he liquid was very low in dissolved
CO, compared to 13% (v/v) CQits actual concentration being always lower tlie
equilibrium one possible (7x Tomol.L'Y). The cells were then driven to consume HCO
which would have been available in greater cone#ioti. On the contrary for 13% (v/v)
CO,, the dissolved CO concentration was probably enough to ensure atgaivth.
Considering previous studie€, vulgarishas already showed the ability to actively take up
HCO; when it was present in the medium (Findenegg, 1980 active transport of HGO
needs enzymes and ATP as energy. On the contharyptake of C®is a passive process

hence less energy-consuming.

On day 3 when light limitation occurred, cells growt 2% (v/v) CQ were less able to
produce energy-rich compounds (ATP) with a conseguegative impact on the active
transport of HC@ and culture growth. Then when nitrate starvaimcurred on day 6,
proteins synthesis and photosynthetic activity wafected leading to the end of the non-
exponential growth for cells grown at 2% (v/v) £0These results suggest that both cell
growth and carbon fixation are highly affected hg €€Q concentration and that, a greater

concentration of C&(or a lower pH) presented an advantage when aisttairvation occurs.

4. Effect of CQ concentrations and light intensities on total £Riofixation rate of

Chlorella vulgaris

The total CQ biofixation rate Roz(g CO.L™.d™") was calculated according to Eq. (6), it is a
mean value between day 1 and 9. As shown in T2blde C. vulgaris maximal CQ
biofixation rate was 1.45 g GQ™*.d*, for 13% (v/v) CQ and a light intensity of 180
pumol.m%s®.  This value is high compared to the literatuéor C. vulgaris Hulatt et al.
(2011) obtained a CObiofixation rate of 0.38 g CL™.d* with 4% (v/v) CQ and 350
pumol.m?.s™. Tanget al.(2011) reported a Cbiofixation rate of 0.28 g CQL.™*.d* with the
algaeScenedesmus obliquusing 10% (v/v) C@and 180 pmol.fAs® light intensity, while
another study of$. obliquushad shown a CEbiofixation rate of 0.55 g CLL™.d* (Ho et
al., 2010). The different culture conditions (£&ncentration, algae species, light intensity,

ect...) may justify the differences observed irboardioxide biofixation rates.

As shown in Table 2, a higher carbon dioxide cotre¢ion and a higher light intensity lead
to a greater rate of CObiofixation. C. vulgaris grown at 2% (v/v) C® presented a

biofixation rate 1.45 times lower compared to celiftivated at 13% (v/v) CO The culture
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developed at 50 umol:frs® light intensity had a CObiofixation rate 1.8 times lower
compared with the culture at 180 pmof.st light intensity. From these results the optimal
conditions for carbon removal in the range testeda% (v/v) CQ and 180 pmol.fAs*

light intensity, for the given culture medium. @ter efficiencies could be obtained with
higher nitrate concentrations and higher lightnsiges, but additional experiments would be

necessary to optimise these conditions.

Conclusion

This study aimed to investigate the effect of carbd@xide concentration and light intensity
on the growth, biochemical composition and xd&ofixation ability of C. vulgaris CCAP
211/11 B cultures. A very complex behaviour of thieroalgae during their growth could be
observed, in relation with three major parametigbt intensity, nitrate concentration in the
medium and C@ concentration in the gas. The microorganisms aole to adapt their
metabolism to carbon, nitrogen and light limitatiomorder to maintain a certain growth rate

before reaching stationary phase.

For the given culture medium, the best conditiamrsGQO, removal are 13% (v/v) CQOand
180 pmol.nf.s? light intensity. Under the conditions adoptedtis study, the value of 1.45
g CO.L™ .d* removed is higher than reported in many publicetjchese results are very

encouraging for a potential use®f vulgarisfor industrial CQ remediation.
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[11.C. Modélisation de la croissance deChlorella vulgaris

I11.C.1. Présentation du modeéle

Le modele de croissance appliquéCa vulgaris doit pouvoir prédire I'évolution de la
biomasse dans un procédé de taille industrielle nAdappliquer ce modéle au procédé, il
faut définir les paramétres le régissant et learsndr une valeur numeérique. Pour cela nous
avons utilisé les données obtenues a partir degresldeC. vulgarisen mode batch (voir
[11.B). Ces expériences nous ont permis d’étudierdact de la concentration de g@ans le
gaz et de l'intensité lumineuse sur la croissanceCdeulgaris A partir de ces résultats
expérimentaux, il nous a été possible de détern@sevaleurs numériques des parametres de

modélisation.

Les cultures en batch ont permis de montrer quedasance d€. vulgarisétait limitée, et

nous supposerons gue c’est a la fois par la luneigpar I'azote.

Le modéle mathématique doit donc prendre en comog@sedeux limitations. Pour cela, la
limitation en azote est représentée par un termed@gpar le modéle de Droop et la limitation
par la lumiere est traduite par une fonction de tMpghaelis-Menten.

Les hypothéses posées précedemment nous permiggptimer la vitesse spécifique de

croissance de la fagon suivante :

A

qmm] Tin—lout) 7z (111.7)
] A .

q KE"'(Iin_Iout)-ﬁ

H = Ho- [1 -
Avec :

i vitesse spécifique de croissance)(h

I, : Vitesse spécifique maximale de croissance endiatesde toute limitation )

Gmin . QUOta minimum d’azote dans la cellule permettamroissance cellulaire (gN.cé)l
q : quota d’azote dans la cellule (gN.Z8!l

X : concentration cellulaire (cell})
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I;,, : intensité lumineuse incidente (umofs?)
I, : intensité lumineuse transmise (Lmof.st)
A : surface éclairée du réacteur{m

IV : volume utile dans le photobioréacteur (L)

Kz : constante de demi-saturation pour la lumiére (poatf.s?)

Le quota d’azote dans la cellutese calcule d’apres I'équation (l11.8) :

q=p.y 1.8)

Avec :
p : masse de matiére séche par cellule @uwulgaris(g.cell*)

y : fraction massique d’azote dans les cellule€deulgaris(gN. g de matiére séche

Si p est constant, le quota d’azote minimal dans lailgli,,,;,, Se calcule d’apres I'équation
(11.9) :
Amin = P-Ymin (1.9)

Avec :

Ymin - fraction massique minimale d’azote dans les tedluleC. vulgaris(gN. g de matiére
séché)

La détermination de et la vérification que ce parametre est constarfibist & partir du bilan
en azote dans le milieu liquide, exprimant que taabte perdu par la phase liquide (perte en
nitrate) est récupéré par les cellules sous forraeaté intracellulaire. Donc le bilan en azote

sur le réacteur entre l'instant O et I'instantécsit :

Ny +p.yo.-Xo = N + pyX (nox

Avec :
N, : concentration de nitrate exprimée en équivaleatead t = 0 (gN.L)
p : masse de matiére séche pBunulgaris(g.cell*)

y, : fraction massique d’azote dans les cellule€deulgarisa t = 0 (g N. g matiére séche
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X, : concentration cellulaire &t = 0 (celfL
N : concentration de nitrate exprimée en équivaleatea t (g N.L%)
y : fraction massique d’azote dans les cellule€deulgarisa t (g N. g matiére séche

X : concentration cellulaire & t (cell*).

La fraction massique d’azote dans les cellule€dgulgarisest donnée par les mesures de

'analyse élémentaire (voir Annexe I1.2).

D’apres (l11.10), si p est constant, il est déterénen tracant N en fonction du prodg, qui
doit donner une droite de pente -p.

0,16

0,14 | ®

012 1 3 y =-3,15E-11x + 1,35E-01
R? = 9,24E-01
0,1 -

0,08 -

0,06 -

[NO;] (g N.LY)

0,04 -
0,02 - 2

0 T T T ‘ ‘ 1
0,00E+00 1,00E+09 2,00E+09 3,00E+09 4,00E+09 5,00E+09

yX (cell.L})

Figure Ill.7. Détermination de p pout. vulgariscultivée avec 13% de G@t une intensité
lumineuse de 180 pmol:frs™.

D’aprés la Figure 1.7, on obtient une assez bdm&arité. La méme procedure est appliquée
pour déterminer p pour les autres conditions daumjl ou on obtient globalement de bonnes
droites. p peut donc étre considéré comme congtamtchaque essai, on peut donc écrire :

Amin __ Ymin
min = Yo (I11.11)

Le Tableau Ill.3 donne les valeurs de p pour chaales conditions de culture.
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Tableau 11.2. Valeurs de matiére séche par cellule, p, pGurvulgaris cultivée avec
différentes concentrations de g€ différentes intensités lumineuses.
2% COs, 13% COy, 13% COy, 180% CO,,

120 pmol.m?s* 120 pmol.m?s* 50 pmol.m%s* 180 pmol.m?*.s*
2,5.10t 2,1.10" 4,0.10" 3,1.10"

p (g.cell)

La vitesse spécifique de croissance peut alorsieéc

A
i Iin=lout) 5~
Ymm] ( t) V.X |(|12)

. A
y KE"’(Iin_Iout)-V__X

u=uo-[1—

L’évolution de la concentration cellulaire en bagdcrit :
dX = w.X.dt (11.13)

Avec :
X : concentration cellulaire (cell})

I vitesse spécifique de croissancd (j

L’évolution de la concentration du nitrate (exprave@n équivalent azote) est définie par :

N.X
dN = — P ke

dt (11.14)

Avec :
Ky : constante de demi-saturation pour les nitratgmimée en équivalent azote (gN)L

pm . cONstante de vitesse de consommation des ni(gesell™.j™)

X : concentration cellulaire (cel)

En dérivant I'équation (I11.10), on obtiedlN = —p.y.dX — p.X.dy; soit en remplacardX
par sa valeur (Equation I11.13), il vientIN = —p.X.dy — p.y.n. X.dt
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Finalement :

Y bm N (I11.15)

it p Niky MY

Soit un systeme de 3 équations différentielles

ax

S =nx (I11.16)
dN _ N.

= Pme (I11.17)
& _ Pm (111.18)

dt p 'N+Ky

[11.C.2. Identification des parameétres du modele

« Modélisation de l'intensité de lumiére absorbée fenction de la

concentration cellulaire

Nous avons porté sur la figure ci-dessous le rdapg@r’intensité de lumiére absorbée sur

l'intensité incidente : (| —lou)/lin €n fonction de la concentration cellulaire X, poous les

essais réalisés.
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Figure 111.8. Absorption de la lumiére dans le réacteur en tfoncde la concentration
cellulaire deC. vulgarislors des différentes cultures en batch (2% et @8%€Q, 50 pmol.m
2st 120 umol.rif.s’et 180 pmol.rif.s%

La Figure 111.8. montre que lorsque la concentrataellulaire deC. vulgaris atteint une
valeur de I'ordre de 2x18cell.L*, toute la lumiére est absorbée dans le réacteatieqyue
soit l'intensité incidente (50, 120 et 180 pumof.s1). Cette valeur de concentration sera
appelée valeur seuil,sXi

D’aprés I'exploitation des résultats obtenus erclbgiour la culture d€. vulgaris (111.B),
nous admettons que le passage de la phase exmiieeatila phase non-exponentielle de
croissance est lié & une limitation par la lumiérsque la concentration cellulaire augmente
(accompagnée ou non d’une limitation par 'azotenme il sera abordé par la suite).

Cela peut s’expliquer par le fait que dans un photéhacteur tubulaire une forte densité
cellulaire conduit & un gradient de lumiére (Mol@ama et al.; 1999). Une zone sombre se
situe au centre du réacteur et une zone illumimépégiphérie de celui-ci. Ainsi en fonction
de I'endroit ou se situent les cellules, elles negat plus ou moins de lumiére. La lumiere
incidente étant constante, de méme que le débgadeentrant dans le réacteur, la zone
illuminée et le temps passé par chaque algue datte zone vont diminuer avec
'augmentation de la concentration cellulaire (fif6 et al., 2010). Dans notre cas, le réacteur
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étant parfaitement agité, toutes les cellules ex#tent le méme temps passé dans cette
zone.

La valeur de X.i hous renseigne sur la gamme de concentratiorlaedia partir de laquelle

ce phénomene va se produire. En effet, le faitlgseellules deC. vulgariscultivées avec
120 et 180 umol.fAs® ne soient pas limitées dans leur croissance auZJoalors que la
valeur de X est atteinte (Tableau 111.4), montre que pendamore un certain temps la
zone illuminée et le temps passé dedans sont aniffigoour que toute I'énergie lumineuse
recue par les cellules soit allouée a la croiss@digiers et al., 2010). Au-dela du jour 3, la
fraction de zone sombre dans le réacteur augmemte de telles proportions qu’une partie
non neégligeable de I'énergie synthétisée par ldkiles a la lumiere est allouée aux
mécanismes de maintenance cellulaire (tel que dEegsus d’osmorégulation, de défenses,
ect.) et plus uniquement a la croissance. Ce phénerpeut expliquer la fin de la phase
exponentielle de croissance (Cornet, 2010 ; Zgffet al., 2010). Le rapport concentration
cellulaire et intensité lumineuse n’est plus saffispour assurer une croissance exponentielle
dans la culture. Ce méme phénoméne a lieu powrelases cultivées avec 50 pmol’rs™.
Mais la lumiere incidente étant beaucoup plus il limitation par la lumiére intervient
pour une concentration cellulaire plus faible qurs des autres conditions de culture (Tableau
111.4).

Tableau 111.3. Concentrations cellulaires pour les jours 2 ete3cdlture pourChlorella
vulgaris en fonction de la concentration de £3#D de l'intensité lumineuse appliquées.

X (10'“cell.L™Y
2 1,2 1,45 0,8 1
3 3 3,5 1,9 4,4

A noter qu’une partie de la lumiére est absorbémen®rsque la concentration cellulaire est
nulle (Figure 111.9), en effet un essai a été Eakvec le réacteur rempli de milieu de culture
sans algue et on obtient un rapport de I'intersitédumiére absorbée sur I'intensité incidente
de 0,3, comme précédemment vu dans le paragrapBe @n considére la contribution du

réacteur et de son contdigquide sans algue est:

Iin = Iout = 0,3.1Iin = Alysacteur (111.19)
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A partir de I'équation (l11.16), on peut écrire qdans le réacteur, lors d’'une culture @e

vulgaris:

Altotar = Alrgacteur + AIalgues (11.20)
Algigues = Iin = Iour — 0,3. I (11.21)
Myigues = 0,7. I — Loy (11.22)

D’aprés I'équation (111.19) l'intensité de lumieneoyenne absorbée par les algues est donc :
Mgy gues~0,7. Iy (11.23)

car byt est toujours trés faible, pour des concentratamfisilaires supérieures a 2X8@ell.L
1

. Exploitation des résultats expérimentaux

Les résultats obtenus en culture batch sont wWililss un premier temps pour déterminer la
constante de demi-saturatidf; et le quota d’azote intracellulaire minimal du rated de
Droop Gnin (OU Ymin). La valeur de K doit étre la méme quelles que soient les conditiob
culture, par contreqg, peut varier. Il est supposé qu’a partir du joute3 cultures, les deux
limitations par la lumiére et par I'azote peuveoéxister. La vitesse spécifique de croissance

se décompose en deux termes : un terme de lumigiguant la limitation par la lumiére TL

(Iin—Iou )i z PPN L .
= " VX et un terme (appelé terme de Droop) TD = (Ln/y) relatif & la limitation
KE"'(Iin_Iout)-ﬁ

par I'azote intracellulaire.

) 1
Le terme TL peut s’exprimer selor~—fx—v% KEVX
A.0,7.1;in

Kg.V. . . . L,
On noterd le termeAOET, qui est constant pour chaque essai car il nerdiegee de;l.
U /din
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D’aprés I'équation 111.12, il vient :

ax 1

— = pX =l

dat

(1 _ ymin

oy "X (I11.24)

On modélise I'évolution de la fraction massiquezdt® dans la cellulg apres 3 jours. On
verra avec les résultats expérimentaux ygjpeut étre modélisé de fagon trés correcte par une

exponentielle en fonction du temps : y = b e&pf-

ax _ Ymin 1
1+8.X _ Ymin _ Ymin

X dX = Ho (1—T)dt— Uo [1—m dt (|||26)
“EE X = o |1 - 222 exp(ot) | at (111.27)

En intégrant I'équation (111.27) on obtient :

In(X) +B.X = no [t - %.exp(&)] + cte (11.28)
In(X) + f.X = ot - y(;”—y“] + cte (111.29)

On va donc exploiter la relation In (Xupt =-p X - y;"—yi" + cte

Il suffit donc de faire une régression linéairelaéonction In (X) -yo t en fonction des deux
variables X et 1/y.

» Détermination de K

On a exploité les deux répliquas & 180 pmdlshcar ce sont dans ces conditions que nous
avons le plus de résultats expérimentaux. La vablirkz obtenue sera retenue pour

I'exploitation des autres cultures, puisque ceilest une constante.

On trouve dans ce cas y = 0,14 exp(-0,15 t) (FidlUrg0); les coefficients de corrélation

donnent et ymin - p = 2,48x10" L.cell* et ymin = 0,033 (coefficient de régression de 0,99).
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Ceci donne la valeur degk 1,4x10"pmol.celi*.s™.

temps (jours)
4 psll 6

0 1 1 1 1 J

y =-0,1514x - 1,9787
R?2=0,9553

In(y)

Figure 111.9. Modélisation de la fraction massique d'azote dar=ellule, y, aprés trois jours
pourC. vulgariscultivée avec une intensité lumineuse de 180 pmios®

» Détermination de y, pour les autres cultures

On fera de méme pour les autres cultures de fagenginple puisque I'on connaiiKdonc

B.

On portera donc In (X) Ho t + B X en fonction de 1/y ; on devra trouver une droiéepente

- Ymin/®. Les résultats sont regroupés dans le tableaarsiv

Tableau IIl.4. Modélisation de y en fonction du temps y = b e&p)f-et valeurs degy, pour

différentes conditions de culture

2% COa, 13% CO,, 13% CO,,

120 pmol.m?.s* 120 pmol.m?.s* 180 pmol.m?.s*
b 0,13 0,18 0,14
o 0,13 0,10 0,15
Yoo 0,047 0.033 0.030

On obtient donc deg,,;, de méme ordre de grandeur pour les différentesiresl Nous
n'avons pu exploiter de cette facon la culture auBdol.m?.s* car les valeurs de y sont

dispersées.
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Nous exploiterons cette culture lors de la simatatilobale ultérieure.

» Détermination de la constante de demi-saturati@f () et de la vitesse maximale
de consommation de nitratgy)

L’évolution de la concentration des nitrates (exy@es en equivalent azote) dans le milieu de

culture peut s’écrire:

_an Ny (111.30)

at pm'N+KN'

Avec :

N : concentration en nitrate équivalent azote dafiguéde (gN.L?)
Ky : constante de demi-saturation pour les nitratgwimée en équivalent azote (gN)L
pm . cOnstante de vitesse de consommation des ni(gttesell*.j™%)

X : concentration cellulaire (cell})

Pour la détermination de la constante de demi-stbmr Ky et la vitesse maximale de
consommation de nitratg, on utilisera les données expérimentales de la reultie C.

vulgariscultivée & 13% C@et avec une intensité lumineuse de 180 unidkm

On commence par modéliser I'évolution de la coneioin cellulaire, X, en fonction du

temps entre les jours 3 et 6 par une régressigm@uoliale d’ordre 2.

8E+10 -
7E+10 -
6E+10 -
5E+10 -

4E+10 ~

X (cell.L?)

3E+10 -
2E+10 -

1E+10 -

O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Temps (jours)

Figure 111.10. Régression de la concentration cellulaire, Xfaction du temps
pour 180 pmol.M.s et 13% CO
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On obtient :

X=-127x10%t*+2x 10 ¢t —-1,73 x 10° (1.31)

N+Kpy
N

dN = pp. (— 1,27 x 10°.t2 + 2 x 101°.¢ — 1,73 x 10%)dt (11.32)

En intégrant I'équation 111.32, on obtient :

—N.=Ky.In(N) = py. (— 222 x 10%.¢3 + 2 x 101°.¢2 — 1,73 x 10°.t) + cte (111.33)

—N.—Ky.In(N) = pp,. f(t) + cte (11.34)

On fait une régression linéaire ¢f€t) par rapport a deux variables N et In(N). Les deux

coefficients donneng,,, etKy.
On trouve :

F(6) = —6,23 x 1012 N — 1,66 x 101%.In(N) + 7,38 x 101° , avec?=1  (lII.35)

Tableau 111.5. Vitesse maximale de consommation de nitratg)(et constante de demi-
saturation pour les nitratesf;) pour la culture d€. vulgaris

0,03 1,4.10%

Ky et o ,, étant des constantes relatives a la concentrdéanitrate dans le milieu de culture,
ces valeurs doivent étre les mémes pour toutesdeditions de culture appligueéesGa

vulgarislors de cette étude.
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Sciandra et Ramani (1994) rapportent une valewitdsse maximale de consommation de
nitratesp,, de 0,85x13% g N.cell*j. Cette valeur est du méme ordre de grandeur dlee ce
trouvée dans I'étude présentée ici.

Des valeurs de iKsimilaires ont été rapportées dans d’autres étsaleS. vulgaris(Aslan et
Kapdan, 2006 ; Rowley, 2010). Cependant, de nombeaueurs rapportent des valeurs
beaucoup plus faibles (Sciandra et Ramani, 199dugBran et al., 2010). De nombreux
facteurs peuvent influencer les paramékgset p,,, tels que la concentration en nitrate et en
phosphate dans le milieu, la température, la tdéte cellules (Epplegt al, 969; Heinet al,
1995 ; Bougaraet al, 2010). A partir des résultats de cette étudestildifficile de tirer des

conclusions pour tenter d’expliquer cette valeur.

[11.C.3. Validation du modeéle de croissance

Afin de valider le modéle de croissance @e vulgaris proposé, nous le comparons aux
valeurs expérimentales obtenues en batch pouulages deC. vulgariscultivées a 13% et
2% CQ et avec des intensités lumineuses de 50 et 120.mAs" (ces données n’ont pas été
utilisées pour la détermination des constantepk et Ky). La comparaison des résultats du
modele et les données expérimentales a été égaléaiterpour les cultures réalisées dans les
autres conditions. Les Figures IlI.11, 111.12,18. et 111.14 présentent la comparaison entre les
mesures expérimentales et les résultats du modmle IpEvolution de la concentration
cellulaire (a), de la fraction massique en azoteaadtlulaire (b) et de la concentration de
nitrate (équivalent azote) dans le liquide (c),caleeymin déterminé expérimentalement.

En ce qui concerne la culture & 50 pmd.st, le ymin n'ayant pu étre déterminé au préalable,
nous avons essaye différentes valeurs entre 4ét; 3a meilleure concordance a lieu pour
une valeur de y, tres faible devant y, a savoir pour un terme deoprproche de 1. Dans ce

cas-1a, la croissance est seulement limitée pamére et non par I'azote intracellulaire.

Tout d’abord le modele est validé avec les donméesutilisées pour la détermination des

parametres (Figures 111.11 a 111.13).
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Figure Ill.11. Comparaison entre les résultats obtenus par liempétation et le modele
pour a) I'évolution de la concentration cellulaire) I'évolution de la fraction azote
intracellulaire et c) I'évolution de la concentaatien azote dans le liquide pdDr vulgaris
cultivée avec 13% de GO120 pmol.rif.s*
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Figure 1l11.12. Comparaison entre les résultats obtenus par lferpétation et le modéle
pour a) l'évolution de la concentration cellulaire) I'évolution de la fraction azote
intracellulaire et c) I'évolution de la concentaatien azote dans le liquide pddr vulgaris
cultivée avec 2% de GO120 pmol.rif.s*
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Figure 111.13. Comparaison entre les résultats obtenus par lferpétation et le modéle
pour a) I'évolution de la concentration cellulaire) I'évolution de la fraction azote
intracellulaire et c) I'évolution de la concentaatien azote dans le liquide pddr vulgaris
cultivée avec 13% de GO50 pmol.nf.s*
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La Figure 111.14 vérifie la validité du modele avies valeurs expérimentales pdirvulgaris
cultivée avec 13% de G@t 180 pmol.i.s™.
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Figure 111.14. Comparaison entre les résultats obtenus par liexpétation et le modele
pour a) l'évolution de la concentration cellulaire) I'évolution de la fraction azote
intracellulaire et c) I'évolution de la concentaatien azote dans le liquide pdDr vulgaris
cultivée avec 13% de GO180 pmol.rf.s*
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Pour les cas présentés, a I'exception de la Figui®.a, la modélisation est en accord avec
les valeurs expérimentales. Lorsque la croissande. delgarisest limitée par la quantité de
lumiére percue par la cellule et le quota intradailie en azote (Figure 11.11 et 111.14) ou
bien uniqguement par la lumiére (Figure III.13) leodwle représente correctement les

différents parameétres mesurés.

Cependant, la Figure 111.12 présentant la croissateC. vulgarisa 2% de CQ@et avec une
intensité lumineuse de 120 pmofrs!, montre que le modéle surestime la concentration
cellulaire a partir du jour 7 (lll.12.a). En effétapres les mesures expérimentales la culture
atteint sa phase stationnaire de croissance abjdt'inverse, le modéle décrit la croissance
de C. vulgariscomme étant non-exponentielle jusqu’a la fin dpdaode de culture. Or il a
été observé précédemment (l11.B) dhievulgariscultivée avec 2% de Gt 120 pmol.i.s

! entre en phase stationnaire de croissance loisaqug a presque plus de nitrate dans le
milieu de culture. Il semblerait que lorsqu’ellemscultivées avec 2% de GQes cellules de

C. vulgarisaient recourt a un mécanisme de transport actd@@;” pour alimenter la cellule
en carbone inorganique (lIl.B). Ce transport nétasisun apport d’énergie sous la forme
d’ATP et une enzyme appelée anhydrase carbonibest, fortement impacté lorsque presque
tout I'azote a disparu du milieu, ce qui entramehangement de phase de croissance (Kaplan
et al, 1987; Turpin, 1991 ; Young and Beardall, 200ur que le modele puisse représenter
correctement la croissance @e vulgarisa partir du jour 7, il faudrait y intégrer un tegm
représentant la limitation par le carbone inorgaeidans le milieu de culture une fois I'azote

epuise.
Cependant, malgré ces écarts, le modele sembleatdiait adapté lorsqu’interviennent

simultanément une limitation en azote et une litimtaen lumiére dans la culture. Le modéle

est donc validé a partir de nos résultats expéitiaven

[11.D. Conclusion

L’étude de la croissance d&hlorella vulgarisen photobioréacteur en mode batch a permis
d’évaluer la faisabilité de Il'utilisation de cettspece pour un procédé de captage dy. CO

Bien queC. vulgarisait été limitée par la lumiéere et les nitrates dén milieu de culture,
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lorsqu’elle était cultivée avec 13% de £ une intensité lumineuse de 180 pmdlsh elle

a présenté une production de biomasse (2,18)@t.une biofixation du C§(1,45 g CQ.L’

1i™) plus élevées que ce qui est rapporté dans &ditire. |l est également intéressant de
noter que lorsque les nitrates étaient compléter@euisés du milieu de culture, les cellules
cultivées avec 13% de G@taient encore capables de croitre alors que ledesecultivées
avec 2% de C@entraient en phase stationnaire de croissanne.rbus a pas été possible de
mesurer la concentration en carbone inorganiqusodsslors de cette étude, ce qui ne nous
permet pas de conclure a un effet direct de laamnation en C@dans le milieu. Cependant
les différences de pH mesurées nous permettenetieenen lumiére des rapports HEOGO,
différents dans les deux cultures, ce qui aurditagm® des mécanismes d’assimilation du
carbone inorganique différents. Les cellules comsant CQ sont avantagées, car bien que la
limitation en nitrate puisse affecter I'activité leRubisco, assimiler le carbone inorganique
sous la forme C@est moins colteux en énergie, ce qui permet &llale d’allouer ces
molécules énergétiques préférentiellement a d'autrgtabolismes permettant ainsi le
maintien de l'activité cellulaire. Des études orantré que la prédominance d’'une espéce par
rapport & une communauté phytoplanctonique lomsritleissement du milieu en G@st due

a sa capacité a efficacement assimiler, @®ebsell, 2004 ; Beardall et Stojkovic, 2006). De
plus une augmentation de €@ans le gaz d’alimentation entraine une plus fexrerétion
d’EPS dans le milieu de culture. Ceci peut étreawntage dans un procédé de captation du
CO, car cela signifie une plus grande fixation de,Qgar les cellules. L’excrétion de
composeés organiques dissous, dont font partie RS, Ppourrait étre une adaptation de la
cellule afin de maintenir son intégrité intracedingé lorsqu’elle n'est pas en mesure de
métaboliser ces composés (Gordidb al, 2003). Donc la forme sous laquelle le carbone
inorganique est assimilé par la cellule est unefactlé dans la promotion de la croissance
cellulaire. Cependant des études complémentairels nemessaires pour déterminer si nos
observations sont dues directement au carbonednimpge ou bien a la variation de pH. Il
serait également nécessaire de faire des mesuigEne inorganique dissous. Cependant,
cette étude laisse envisager que I'optimisationocdeslitions de culture pourrait amener a un
meilleur rendement du procédé et que dOneulgarisest une espece prometteuse pour un tel

procédé.

Cette étude a également permis la proposition diodéle pour la croissance @e vulgaris
et la détermination des parameétres associés a-aelue modéle prend en compte la
limitation par la lumiére au travers d’'une fonctide type Michaelis-Menten et la limitation

par les nitrates via un terme de Droop. Nous somdoes partis de I'hypothese que la
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croissance d€. vulgarisétait limitée par la quantité de lumiére recuesiagque par le quota

d’azote intracellulaire. Ce modeéle a pu étre vaftidéles résultats expérimentaux.

Cependant, lors de la détermination des paramétresiodéle, il n'a pas été possible de
déterminer par le calcul la valeur dgnypour une intensité lumineuse de 50 pmdlsh et

13% de CQ. Afin de pouvoir modeéliser la croissance de I'agians ces conditions, nous
avons cherché la valeur qui permettait la meilleammecordance entre le modele et les valeurs
expérimentales. Il en ressort que pour valider tdéhe dans ces conditions, le terme de
Droop doit étre égal & 1 et donc que la croissa®ede. vulgarisne serait pas limitée par le
guota intracellulaire d’azote. Ceci est en accaetdes conclusions tirées de I'étude en batch
(111.B). Cependant dans un souci de rigueur et p@lider cette hypothese de non limitation
par 'azote dans ces conditions de culture, il sEeessaire de mener une étude plus précise

pour mesurer .
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Chapitre IV

Etude de lI'influence du taux de dilution et de la
concentration en nitrate sur la croissance et la
fixation de CO, de Chlorella vulgarisen

photobioréacteur continu
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et la fixation de CO2 de Chlorella vulgaris en photobioréacteur continu

Pour qu’un procédé de culture de microalgues soih@miquement viable, il faut qu’une forte
densité cellulaire puisse étre atteinte. Seulphegobioréacteurs fonctionnant en continu sont
capables d’atteindre cette exigence (Banearfesd, 2002). L'étude de la culture de microalgues
en continu pour le captage du £@¥cessite encore d’'étre approfondie pour étre eésure de
proposer un procédé fiable et efficace. Pour celesi nécessaire d’étudier les différents
facteurs influencant la culture de l'algue. Il fadgalement étre capable de savoir prédire le

comportement des cellules face a des variationsaleditions de culture.

Dans I'étude proposée dans ce chapifelorella vulgarisa été cultivée en photobioréacteur
en mode continu avec deux taux de dilution et dmncentrations de nitrate afin d’étudier sa

capacité a assimiler le GO

IV.A. Matériel et méthodes
IV.A.1. Conditions expérimentales

C. vulgarisa été cultivée en culture continue avec une cdretgn de CQ de 13% dans le
gaz d’entrée et une intensité lumineuse de 125 pmfai™.

Le montage du réacteur en continu est présentéleahapitre 11.A.2.

Trois expérimentations ont été menées sur une digrémis mois. Deux taux de dilution (0,22
it et 0,31 1) ont été appliqués, ainsi que deux concentratdasnitrate dans le milieu
d’alimentation du réacteur (0,14 ¢'let 0,18 g.[* de NQ exprimé en équivalent N).

De plus, un essai témoin a été réalisé afin desgtas que le montage du réacteur ne présentait
pas de fuite et qu’aucune réaction abiotique nareduisait entre le milieu de culture et le £O
du gaz entrant. Cet essai, en mesurant la commosti CQ du gaz en entrée et en sortie du
réacteur, et en suivant la concentration de carlmorganique dissous a permis de s’assurer
gue le carbone inorganique dissous atteignait au #oin certain temps la concentration en
équilibre avec le gaz, ce qui prouve qu'aucuneti@achimique ne se produit entre le milieu
et CQ.

Il a été démontré dans le chapitre précédent quéaleteur se comportait comme un réacteur

parfaitement agité (111.A).
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IV.A.2. Analyses

Deux fois par jour des échantillons de la culturatsprélevés pour mesurer la concentration
cellulaire. De plus, une fois I'état stationnairgest des prélevements en dupliquat sont
réalisés pour mesurer la fraction intracellulaine earbone (yC) et en azote (yN), la

concentration d’exopolysaccharid&PS) la concentration de carbone organique dissous
(DOC), la matiere séche et la concentration erateitdans le réacteur. La concentration en

nitrate dans le milieu de culture est mesurée lggdg bouteille de milieu est changée.

Lors de cette étude, la matiére séche par celyleel{*) est mesurée par la méthode de
filtration (voir Chapitre 11.B.6). Cette mesure afinc obtenue difféeremment de la valeur p
présentée dans le chapitre précédent ; afin diétotete confusion elle sera notée MS dans
I'étude présentée ici. Les méthodes et principes [esudifférentes analyses sont reportés dans

le chapitre 1.

IV.A.3. Calcul de la productivité et de la biofixat de_Chlorella vulgaris lors de la

culture en continu

Le taux de dilution est calculé par

9
D = ” (IV.1)
Avec:

Q : le débit de liquide (L)

V : le volume utile du réacteur (L)

La productivité en biomassg, (g.L%j™) se calcule d’aprés I'Equation (IV.2)
R, =X*Dx*MS (IV.2)

Avec:
X: concentration cellulaire (cell:})

MS: masse de matiére séche par cellule fowulgaris(g.cell*)
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La biofixation du CQ, R¢o, (mol C.L%j™") est la somme du quota intracellulaire de cartine

du carbone organique dissous :
Rco, = ((MS.yc.X +[DOC]).D)/M, (IV)3

Avec:

MS: masse de matiére séche par cellule @uwulgaris(g.cell*)
y. : fraction massique de carbone dans les cellulé& delgaris(g C. g de MS)
[DOC]: concentration de carbone organique dissous (§C.L

M, : masse molaire du carbone (= 12 g:hol

Tableau 1V.1 Valeurs de matiere seche par cellule (MS) et dsiéma en carbone
intracellulaire pour la culture dehlorella vulgarisavec différents taux de dilution (D) et
différentes concentrations d’azote dans le milieawdture (N) a I'état stationnaire

On peut constater que la teneur en carbone desdese#ist constante et que la masse de matiere
séche par cellule est du méme ordre de grandeurldan3 essais. Ces résultats sont tres

comparables a ceux obtenus en batch.

121



Chapitre IV. Etude de I'influence du taux de dilution et de la concentration en nitrate sur la croissance
et la fixation de CO2 de Chlorella vulgaris en photobioréacteur continu

IV.A.4. Bilans carbone dans la phase gazeuse et @aphase liquide

A I'état stationnaire le bilan carbone sur la phgaeeuse est le suivant (Equation IV.4)

Qo Q. kav.(cojl-[Co)
vm"° vm' 7/
Mol C/h Mol C/h Mol C/h transférées
entrant sortant du du gaz vers le liquide

dans le réacteur réacteur

Y, : fraction molaire de C@dans le gaz entrant dans le réacteur
Y : fraction molaire de C&dans le gaz sortant du réacteur

Qg : débit volumique gazeux (Lh

Vm : volume molaire du gaz & 25°C et 1 atm (L.hol

k, : coefficient de transfert du G@m.s%

a : aire interfaciale des bulles de Qgr unité de volume (m™)

[CO,]* : concentration maximale de GQouvant se dissoudre dans le liquide (md),L

correspondant a I'équilibre avec la phase gazeuse
[CO,] : concentration de CQlissous dans le liquide (mot).

V : volume utile du réacteur (L)

A I'état stationnaire le bilan carbone sur la phiacpgide est donné par I'Equation (V.5) :

Q[CITl,  +ka.V.([CO:1—[COD) = Q.[CIT] + (Q.[DOCDMc + (Q. %.MS.X.)/Mc

moles C/h moles C/h transférées du gaz  moles C/h moles C/h carbone moles C/h
entrant avec vers le liquide carbone organique quittant le carbone
le liquide inorganique réacteur par la intracellulaire
dans le dissous quittant surverse quittant le
réacteur le réacteur par réacteur par la
la surverse surverse
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Avec:
[CIT]: concentration en carbone inorganique total disstans le réacteur (mol).

[CIT],: concentration en carbone inorganique total damsilieu de culture (mol.£)

[CIT], est considéré étre négligeable car le milieu dei@ihe contient pas de carbonate, donc
[CIT], correspond a la concentration enQiixsous dans le liquide lorsque le LO

atmosphérique est a I'équilibre avec le milieu (6%3CQ).

[CO,*] est calculé d’apres la loi de Henry :

P P.Y
co3=—2=—A (IV.6)
Avec:

P.o, : pression partielle de G@ans le gaz (atm)

Hco, : constante de Henry (L.atm.rmila 25°C

P, : pression totale dans le réacteur (atm)

Yf: fraction molaire de C&dans le gaz sortant du réacteur

La concentration de carbone inorganique total disstans le réacte{)€IT], est:

K K,{.K
[CIT] = [CO,]. (1 tost ﬁ) ()7

Avec K, etK, les constantes de dissociation de I'acide carbeniiguns le liquide (25°C).
[CIT] = [CO,] + [HCO3] + [CO%7]

Avec :

[CO,] : concentration en CAlissous dans le liquide (mol).
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[HCO3] : concentration el CO;5 dans le liquide (mol.t)

[C0%7] : concentration ed0%~dans le liquide (mol.E)

La valeur du coefficient volumique de transfara lest donnée par I'étude précédente (l1l.A.2).

On utilisera donc la valeur de 1,1.h

IV.A.5. Bilan carbone dans le réacteur a I'étattgianaire

Flux de CQ perdu par le gaz (mol/h) :

& (1, -¥,) (IV.8)

Flux de CQ compris dans le carbone intracellulaire (mol/h) :

(Ve X.MS. Q) /M (IV.8)

Flux de CQ compris dans le carbone organique dissous (mol/h)

(IDOC]. Q) /M, (IV.9)

Flux de CQ compris dans le carbone inorganique dissous (mol/h)

PrYr

(03] = —

D’apres I'Equation V.4 :

PrYy _ NQ(YO—Yf)

Co,| =

[CO.] H k,a.V

[CIT] = Q,.2,4.[CO,] (Iv.10)
. o, K1 KK

avec:2,44 + TG + 2

Le total du flux de C@dans le liquide est la somme des équations V.8, ¢t IV.10.
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IV.A.6. Traitements statistiques

Les différences entre les moyennes des échantitlonhsté testées a I'aide d’un test de Student
(sous Excel). Les différences présentant une piliigainférieure a 0,05% (p<0,05) sont

considérées comme significatives.
IV.B. Résultats

IV.B.1. Effet des différentes conditions de cultsue la concentration cellulaire de

Chlorella vulgaris

La Figure 1V.1 montre I'évolution de la concentaoaticellulaire deChlorella vulgaristout le
long de la culture en continu en fonction des défifiées conditions de culture appliquées (taux
de dilution et concentration en nitrate dans laemild’alimentation). L’augmentation du taux
de dilution (D) entraine une légéere diminution @e doncentration cellulaire. Par contre

'augmentation de la concentration en nitrate n'sgianpact sur la concentration cellulaire.

12 -
i - O Concentration cellulaire

8-% #° - & q)@“’%n % ® o

77 @ i Ty ®| 8 = o

SRS A TR A e, deo o
@

© o )

Concentration cellulaire (x10%° cell.L'})

1 1 D=0,22d? D=031d" D=0,31d*
Ny=0.14g.L" No=0.14g.L" Ny=0.18g.L!
s .~ SR SR S - T — = SRS S Tr— 1 LSS — ——
150 350 550 750 950 1150 1350 1550 1750 1950
Temps (h)

Figure IV.1. Evolution de la concentration cellulaire @hlorella vulgaris en fonction du
temps. Les lignes pointillées représentent le chaergéde conditions de culture.
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IV.B.2. Effet du taux de dilution sur la biomassteendement de fixation du G6hez

Chlorella vulgaris

Lors d'une culture en continu dehlorella vulgaris avec une intensité lumineuse de 125
pumol.m%s? et 13% de CQ le taux de dilution (D) a été augmenté de 0;220,31 T
Lorsque I'on augmente le D la concentration de laisse diminue (p < 0,05) (Tableau 1). La
productivité en biomasse, la biofixation de QOgar les algues augmente (p < 0,05) (Tableau
IV.2).

La concentration de biomasse maximale mesuréedgalt65 g.[* pour une valeur de D de

0,22 j* et la productivité de biomasse maximale était dd @ MS.Lj* pour D égale & 0.31
1

i

Tableau 1V.2. Valeurs de la concentration de biomasse (X), dprtaluctivité (R), de la
biofixation du CQ (Rco2), du quota de carbone interne (POC), de la coretgort en carbone
organique dissous ([DOC]), de la concentration dptysaccharides ([EPS]) et de la
concentration en nitrate exprimée en équivalenteaZblO; N) dans le réacteur a I'état
stationnaire, pou€Chlorella vulgariscultivée en continu avec deux taux de dilution €Dyleux
concentrations de nitrate dans le milieu de culfMeg

X (gL 1.65£0.09 1.36 +0.03 1.1 +0.09
Rx(g MS.L™j ™Y 0.36 £ 0.02 0.44 +0.09 0.35+0.02
Rcoz (mol.L™%j™) 0.019 + 8x1d 0.022 + 2,9x10 0.019 + 1.6x10
[POC] (mol.L ™) 0.07 + 4x10° 0.06 + 1x10 0.05 + 5x10°
[DOC] (mol.L™) 0.02 + 7x10' 0.01 + 8x10' 0.01 + 1x10'
[EPS] (mol.L™) 5,7x10°+ 4,2x10"  5,6x10°+ 3,5x10"  6x10°+ 1,5x10"

Concentration en nitrate
(eq N) dans le réacteur ~ 1x10°%+ 2x10° 2x10°+ 2x10* 3x10%+ 2,9x10*

(gL

Les valeurs de productivité en biomasse, trouveesde cette étude, sont en accord avec ce
gue d’autres articles rapportent. Pruvost et &l1{2 obtiennent une productivité de biomasse
maximum de 17 g.ihd’ lorsqueC. vulgaris était cultivée dans un réacteur plan avec une
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intensité lumineuse de 270 pmofrs’. Si les valeurs de rendement de I'étude préseniée
sont converties dans les mémes unités, celles-cietirune productivité de biomasse de 7,9
g.m?%j! pour D = 0,221 et 9,2 g.iif.j’* pour D = 0,31 7. Les différences observées avec
'étude de Pruvost et al. (2011) pourraient étreibatées aux conditions de cultures trés
différentes : une intensité lumineuse deux foisésigpire et une géométrie du réacteur tres
différente de ce qui est proposé dans cette étude.

En comparant ces résultats a d'autres espéces dmanhgues (le terme englobe ici les
microorganismes photosynthétiques : microalgues oghanobactéries) des similarités
apparaissent. La cyanobactéAeabaena spprésente une productivité maximale de 0,31 g
C.LYj* pour un D de 0,35% (Gonzalez Lopez et al., 2009). L’étude présentémpporte une
productivité maximale un peu supérieure de 0,441g'¢* pour un D sensiblement inférieur
(0,31 j1). Gonzalez Lopez et ses collaborateurs ont égalemesuré la production de carbone
organique dissous (DOC) panabaena sp.ils rapportent une concentration maximale de 0,58
g.L* pour un D de 0,45 C. vulgarisa présenté une excrétion maximale de DOC de 0.24
gC.L* (0,02 mol.L*, Tableau IV.2) pour D égale & 0,22 L'importance de la concentration
de composés carbonés excrétés par une cellulerestinent dépendent de I'espéce concernée
et des conditions de culture tel que I'dage desulsslou encore la concentration en nutriments
dans la culture (Gordillo et al., 2003 ; Henderstral, 2008) ; ceci pourrait expliquer les
différences observées entre ces deux études.

Dans cette étude, la concentration en exopolysadesadans le milieu de culture (EPS) a
egalement été mesurée. Il est intéressant de grezmlrcompte ces composés pour deux
raisons : la premiere est leur utilité dans de neanb secteurs industriels (cosmétique et
pharmacologie) et la seconde est leur implicatiamsd@&ncrassement des parois des réacteurs
menant & la formation de biofilms et donc & unensidionne diffusion de la lumiére dans la
culture. Les EPS font partis des composés orgasidissous (DOC). Dans les conditions de
culture appliquées ici, ils représentaient de 2960% des DOC. La mesure des EPS se fait a
I'aide de la méthode de dosage de Dubois (1956) laouielle le glucose a été choisi comme
référence. Les EPS sont un assemblage d'oses tdeqlacose, le mannose, le xylose, etc
(Takahashi et al., 2009). L'utilisation du glucasenme référence pour leur quantification peut
donc entrainer une sous-estimation de la producéele des EPS. Dans cette étude, le glucose
a été choisi comme référence afin de pouvoir coarpas résultats obtenus avec ceux de la

littérature.
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Les DOC se composent aussi de protéines, de lipidiesides nucléiques et de petites
molécules (Hendersaat al, 2008). Il serait donc intéressant d’évaluer & da chacun de ces
composés dans la composition des DOC car ces sgbstgpeuvent avoir des propriétés

intéressantes pouvant étre valorisée dans l'inigustr

Pour déterminer la biofixation de GOla part de carbone entrant dans les quotas
intracellulaires de carbone ainsi que celle entdarts le carbone organique dissous ont été
prises en compte (équation IV.3 et Tableau IV.2hotre connaissance, peu d’études associent
ces deux sources pour quantifier le £fRé par les algues ; en général uniquement ldaquo
intracellulaire de carbone est considéré pour tmukeHulatt et al. (2010) ont montré q@
vulgaris excrétait 17% de carbone sous forme de DOC loeflgu’était cultivée en
photobioréacteur en mode batch. Donc ne pas premareompte cette part de carbone
organique revient a sous-estimer le calcul de.Ret donc l'efficacité du procédé pour le
captage du C® Dans l'étude présentée, les DOC représentent 4422% du carbone
organique total dans le réacteur ; c’est donc @nern négligeable de G@onsommeé.

La biofixation du C@ maximale relevée lors de cette étude est de 00¥%.4™.d™* pour une
valeur de D de 0,317 En continu, il existe peu d'études rapportant dessures de la
biofixation du CQ pour des microalgues. Gonzalez Lopezal. (2009) rapportent une
biofixation du CQ maximale de 1,45 gGQ ™" pour une valeur de D de 0,5' gour
Anabaena spcultivée en photobioréacteur en mode continu awex intensité lumineuse de
900 pmol.nf.s*. Tanget al. (2011) mesurent une biofixation du E€@aximale de 0,26
gCO,.L.d? lorsqueC. pyrenoidosaest cultivée avec 10% de €@t une intensité lumineuse
de 180 umol.M.s* dans un réacteur en mode batch. Peu d'études mixiie la culture de
Chlorella vulgarisen continu et aucune n’a été trouvée présentantédriltats de biofixation
de CQ (également concernant d’autres especes de miceslgili est cependant reconnu que
les conditions de culture influencent fortemeniplaysiologie de l'algue et que des especes
différentes ne présentent pas les mémes capaciy@olagiques de fixation de GOIl est
donc difficile dans ces conditions d’étre en mesdee conclure quant aux divergences
existantes entre les valeurs de cette étude eiscedl trouvant dans la littérature. Cependant ce
mangue de données met en lumiere la nécessiténdiriio® des études sur la biofixation de

CO, par des microalgues, lors de cultures en continu.
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IV.B.3. Effet de la concentration en nitrate suiblamasse et le rendement de fixation

du CQ chez Chlorella vulgaris

Afin de déterminer I'effet de la concentration enrate sur la culture d€. vulgaris la
concentration entrante en nitrate a été augmenté20%e par rapport a la composition du
milieu de culture Bristol pour un taux de dilutida 0,31 7. Dans le cas du milieu Bristol non
enrichi, la concentration en régime stationnairecdenutriment était presque nulle (Tableau
IV.2). Lorsque la concentration en nitrate est aegi®e, la concentration a I'état stationnaire
est de 0,08.L™ . Etonnamment, cette valeur correspond & la qéagiitnitrate ajoutée dans le
milieu de culture. De plus la concentration celh@an’a pas été modifiée par cet ajout de
nitrate (Figure 1V.1), par contre la concentratem biomasse a diminué (p < 0,05) (Tableau

IV.2). Nous pouvons certainement attribuer ceddd limitation prépondérante de la lumiére.

IV.B.4. Bilan carbone dans le réacteur a |'étattgtanaire

Lorsque le gaz carbonique contenu dans le gazsseuidans le liquide, il y a formation de
carbone inorganique dissous, £6t HCQ dans ce domaine de pH (6,5 environ). La
concentration de carbone inorganique dissous dégetal composition du gaz, de la vitesse du
transfert de matiere entre les deux phases et déekse de consommation du carbone par les
algues. Le carbone consommé par les algues peuetsmuver dans la cellule (quota
intracellulaire de carbone, POC), ou étre excré&eé qelles-ci (carbone organique dissous,
DOC), le carbone résiduel reste dans le liquides $oume de carbone inorganique.

A partir des mesures de g@ans le gaz, de la concentration de DOC et de R@Qilan
carbone a été réalisé. Lors de cette étude il asagbé possible de mesurer la concentration en
carbone inorganique dissous (CID) dans le liquilgartir des bilans carbone sur la phase

liquide, il est possible d’estimer cette concemraféquations 1V.5 et IV.8).

Si la phase gazeuse était a I'équilibre avec Ia@liguide, la concentration de €Gerait de
4,2x10% + 1,5x10* mol.L™ dans le liquide. Le pH étant de 6,5 et la constate demi-
saturation pour le COa 25°C, K de 6,6, le CID est essentiellement composé deef8CQ

a part égale. La concentration en CID varie de B)8xnol.L* & 6,7x10° mol.L™ suivant les

expérimentations. La valeur de €@issous est donc comprise entre 2,9%hbl.L™ et
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3,3x10° mol.L™. Donc la phase liquide n'est pas tout & fait arséibn mais les cellules ne

semblent pas limitées par I'apport de carbone micge dissous.

Le Tableau IV.3. présente la comparaison entrduesde CQ dans la phase liquide et la
phase gazeuse. Le flux de £@® la phase gazeuse se retrouve donc majoritaitetaas les

cellules sous forme de carbone organique.

Tableau IV.3. Bilan carbone dans le réacteur. Comparaison &gridux de CQ dans la phase
liquide et celui dans la phase gazeuse

Flux de CO;, Flux de Flux de CO, Flux de total de  Flux de CO,
compris dansle CO,compris comprisdansle CO;dansle dans le gaz
carbone dans le carbone carbone liquide a la (mol/h)
intracellulaire organique inorganique sortie du
(mol/h) dissous (mol/h) dissous (mol/h) réacteur
(mol/h)
D=0,22j" 2x10°+£1.3x10  6,7x10"+ 2,26x10" 3x10° 2,9x10°
No= 0,14 g.I'* 4 2,3x10°
D=031j" 2x10°+1,6x10  4,4x10"+ 2,53x110" 2,94x10° 2,8x10°
No= 0,14 g.I'* 4 2,5%x10°
D=031j 1,5x10° + 4,5x10" £ 2,61x10" 2,24x10° 2,5%x10°
No=0,18 g.I'! 1,6x10* 3,1x10°

IV.B.5. Description du modele

Le modeéle utilisé dans cette étude est celui défams le chapitre précédent (Ill.C). Les
hypothéses émises sont les mémes que précédenanmsawpir que la croissance cellulaire est
limitée par la quantité de lumiere disponible paltutes et par le quota intracellulaire d’azote.
L’objectif est de vérifier si le modele concu prédeegnment décrit le comportement de la culture

deC. vulgarisen réacteur continu.
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Comme défini dans le chapitre 111.C, la vitessecHue de croissance s’écrit :

— _Ymin| _1

b= o [1 - ].HM (IV.8)
., _ Kgv.

Ou g = A.0,7.1;p

Avec :

I vitesse spécifique de croissancé)(h

I, : Vitesse spécifique maximale de croissance endiatesde toute limitation )
ymin . fraction massique minimale d’azote dans les aedlaleC. vulgaris(g N. g MS™)
y : fraction massique d’azote dans les cellule€ deulgaris(g N. g MS" )

X : concentration cellulaire (cell})

I;,, : intensité lumineuse incidente (Lmofs?’)
I,y¢ : intensité lumineuse transmise (umof.st)
A : surface éclairée du réacteur{m

V- volume utile dans le photobioréacteur (L)

Kz : constante de demi-saturation pour la lumiére (ugatf.s™)

Comme précédemment la vitesse spécifique de crmiessse compose de deux termes: un

A
(Iin_lout)-ﬁ

terme de lumiére indiquant la limitation par la iene TL = et un terme

A
KE+(Iin_Iout)~ﬁ

(appelé terme de Droop) TD = (1 miyy) relatif a la limitation par I'azote intracelhife.

Nous avons souhaité modéliser I'évolution de lart@ese, de la concentration en nitrate et du
guota intracellulaire en azote poQr vulgaris dans le temps. Les équations différentielles
définies a partir des bilans massiques établis powéacteur parfaitement agité définissant ce
modele sont les suivantes.

L’évolution de la biomasse X en fonction du temgsrst :

& =~ X(u-D) (IV.9)
dt

Avec:

IL: vitesse spécifique de croissanc (j

X : concentration cellulaire (cell})
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D: taux de dilution (f)

L’évolution des nitrates (sous forme d’azote) d@n®acteur N s’écrit :

dN N

Avec :

N, : concentration de nitrate exprimée en équivalenteadans le milieu de culture (a I'entrée

du réacteur) (g N.)
N : concentration de nitrate exprimée en équivaleateadans le réacteur & temps t (g N.L

X : concentration cellulaire & t (cell*).
D: taux de dilution (f)

Ky : constante de demi-saturation pour le nitrate,imé® en équivalent azote (gNL

pm © constante de vitesse maximale de consommationittages (gN.ceft.j %)

L’évolution de la fraction intracellulaire d’azofg) en fonction du temps s’écrit :

dy Pm N _
at ~ ms niky Y (V.11)

Avec :

MS : masse de matiére séche p6uwulgaris(g.cell®)

Pour le calcul du taux spécifigue de croissancel fgut déterminer les termes de demi-
saturation pour la lumiére @ le quota minimum en azote intracellulaire (ymile) quota en
azote intracellulaire (y) et la vitesse spécifiqnaximale de croissance en I'absence de toute
limitation (o). Le quota intracellulaire en azote (y) est medarg de I'état stationnaire pour
les trois expériences. Les valeurs dee p sont celles définis précédemment lors de I'étude
en batch. La valeur degkest de 1.36 xI8 umol.celt*.s* et la valeur de giest de 1,1 h

Enfin ymin est calculé pour chacune des conditions de cudtppdiquées dans cette étude. Pour
cela a partir de I'équation 111.9, le terme de Dudd@ D) est recalculé, ce qui permet par la suite
de déterminer y,; la fraction intracellulaire d’azote (y) ayant étdesurée lors ['état
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stationnaire. Pour D = 0.22jla valeur de ¥, est 0,025 ; ce qui est proche des valeurs
trouvées en batch.

Cependant lorsque le taux de dilution augmentemdalele n’est plus applicable si I'on
considere le terme de Droop. Dans ces conditionsuttare, le modéle est alors exprimé en
prenant en compte uniqguement une limitation patulaieére ce qui permet une meilleur

adéequation du modele et les résultats expérimentaux

Pour caractériser I'évolution de la concentrationnérate dans la culture (Equation IV.9) a
partir du modele, il faut également déterminerdastante de demi-saturation des nitratgeK

la vitesse maximale de consommation des nitrptesDans un premier temps, les valeurs
déterminées lors de I'étude en batch sont applEugg = 5,5x10™ gN.h'.cell* et Ky =
0,033 gN.L*%.

Les valeurs de la concentration cellulaire calculgar le modele deviennent constantes apres
environ 364h (soit 15 jours) montrant l'atteinte rdigime stationnaire. Cependant lors de cette
premiére simulation la concentration cellulaire régime stationnaire était surestimée pour
toutes les expériences et la concentration detaittans le milieu de culture était également
surestimée lorsqueghst de 0,14 gt

Afin d’obtenir une meilleure concordance entre ledale et les résultats expérimentaux, les
valeurs des parametres du modele sont ajustées.

Le Tableau IV.4 présente les valeurs définitivalssaes pour le modele. Les valeurs de K,
restent les mémes. La valeur de tkouvée est comparable a celle proposée par GRBEI7).

La valeur de K par contre devrait varier en fonction de la conegiun en nitrate dans le
milieu de culture. Lorsque la concentration enatétrdans le milieu de culture est de 0,14%g.L
Kn vaut 4x10° gN.L™%. Collos et al. (2005) rapporte des valeurs du mérdee de grandeur
pour des populations de phytoplancton. De plusalaur de K lorsque la concentration en
nitrate est de 0,18 glLest élevée (0,03 gN) par rapport aux valeurs habituellement trouvées
dans la littérature, mais €gale a la valeur troerébatch. Cependant deux études rapportent un
K similaire (Aslan et Kapdan, 2006 ; Rowley, 2010).
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Tableau IV.4. Valeurs optimisées de la constante de demi-satorpbur la lumiére (K), de
la constante de vitesse maximale de consommat®nittates 4,,,) et de la constante de demi-
saturation pour les nitrates (K

Ky (umol.celi*.s?) 1.5 x10™ 1.5 x10'° 1.5 x10™
pm (g.h .cell) 5.5x10™ 5.5x10" 5.5x10"
Ky (gL 0.004 0,004 0,03

La Figure IV.2 présente la comparaison entre ldsuva mesurées et prédites par le modele
pour I'évolution de la concentration cellulaire @aurs du temps et le Tableau V1.4 montre les
valeurs pour le quota intracellulaire d’'azote (y)la concentration en nitrate lors de I'état

stationnaire.
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Figure IV.2. Comparaison des données de concentration celukarec les valeurs
données par le modéle, pour les essais a diffétants de dilution et concentration en
nitrate A) D = 0.22d, No= 0,14 g. [}, B)D = 0.31 &, Ny = 0,14 g. [, C) D = 0.31 d,
No=0,18 g..*
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Table IV.5. Comparaison entre les valeurs expérimentalessevdéeurs déterminées par le
modele pour la concentration en nitrate gN) dans le réacteur et le quota intracellulaire
d’azote (y) a I'état stationnaire lors de la cudten continu d€hlorella vulgarisen fonction
des différentes conditions de culture (A, B et.C).

A B @
Modele Expérimental Modele Expérimental Modele Expérimental
NOs-N (g.L% | 0.002 0.001 0.004 0.002 0.6 0.03
y (g N.g MS") 0.082 0.082 0.084 0.091 0.09 0.091

Le modéle exprimant la croissance @e vulgaris par la lumiere et le quota en azote
intracellulaire est validé lorsque D vaut 0,22 forsque D augmente le modéle considére
uniquement une limitation de la croissance deseasl@ar le facteur lumiére ; ceci permet une
bonne adéquation avec les valeurs expérimentakgser@ant pour D = 0,31 jet Ny = 0,14

g.L™, le quota en azote intracellulaire est sous-esgiande modéle (Tableau 1V.5).

IV.C. Discussion

En se référant a I'étude précédente de cultur€e deulgaris en batch, les cellules étaient
limitées par la lumiére recue lorsque la conceiatnatellulaire était d’environ 2x1Bcell.L*, &
cause de la diminution de la zone illuminé au skirréacteur. Dans cette étude en continu, la
concentration cellulaire est de I'ordre de 6%¥1€ell.L™, les conditions de culture étant les
mémes que celles présentaient dans I'étude préeedepst tout a fait envisageable que les
cellules aient été limitées par la lumiére dés lmutiée la culture en continu.

D’apreés les résultats expérimentaux, il est sugameque I'augmentation de la concentration en
nitrate dans le milieu de culture n'engendre pas élévation de la concentration cellulaire
comme Sciandraet al. (1997) l'ont démontré dans une précédente étultes ajue la
concentration résiduelle en nitrate était pratigeetmulle. De plus une baisse de la biomasse a
été observée. Sciandra et ses collaborateurs (X8@tgnt que lors de I'étude drnaliella

tertiolecta soumise a une co-limitation en nitrate et en lumi@rs d'une culture continue,
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'algue perdait sa capacité a absorber les nitrditemilieu de culture lorsqu’elle était limitée
par ces deux facteurs. Les auteurs suggerent ghsofption des nitrates est couplée avec la
réaction de photosynthése et que la force de ce &et dépendante de [Iactivité
photosynthétique de la cellule durant les péricaleslle est illuminée. La limitation par la
lumiere des cellules pourrait donc expliquer naultéats. Les cellules limitées par I'apport en
énergie lumineuse étant moins aptes a synthétisemadéecules a haut pouvoir énergétique
(ATP et le NADPH) essentielles a I'assimilationl@zote (Turpin, 1991), elles n'avaient alors
plus la capacité physiologique d’'assimiler lesatés ajoutés dans le milieu de culture. De plus
lors de la fin de la période de culture a été oliséxr dépot d’un biofilm sur la partie conique
des parois du réacteur. Ce phénomene pourrait ateimsifié la limitation par la lumiére en
diminuant encore plus la pénétration de la lumaaas la culture et donc en augmentant la
zone obscure dans le réacteur. Lorsqu'elles somtépk a I'obscurité, les cellules vont
consommer leur réserves internes ce qui expligueraliminution de la biomasse (Zjiffeet

al., 2010). En effet, la biomasse est une mesure deatéere seche dans le réacteur donc sa
diminution peut s’expliquer soit par une baissdéadeoncentration cellulaire soit par une baisse
de la matiere séche par cellule. Entre les deuraxpntations la matiére seche par cellule
diminue de 21 pg.cetla 16 pg.celt (p < 0,05) alors que la concentration cellulairdéevae
6,5x103° cell.L'* avant ajout de nitrate & 6,7%1@ell.L™ aprés ajout de nitrates (la différence
entre ces deux valeurs est considérée liée a ¢tésmé de la mesure). La baisse de la biomasse
est donc liée a une perte de masse séche parllelessece qui peut s’expliquer par une
augmentation des réactions de maintenance et dome @augmentation de la consommation
des réserves internes. Il faut noter que lorsqaecéules sont plongées dans 'obscurité, la
respiration va augmenter et donc la production @ @ar les cellules. Ainsi ces réactions
peuvent avoir un impact négatif sur le procédéaggage du C®

Malgré des conditions de culture non optimales p@eroissance d€. vulgaris les valeurs de
biomasse et de biofixation du @@esurées en font une candidate intéressante pquoaédé

de captation du CO En effet, ces valeurs sont soit supérieures pathes des valeurs
trouvées dans la littérature. Cette étude laisse dapposer que I'amélioration des conditions
de culture pourrait fournir des résultats encotes ncourageants pour la mise en place d’'un

procédeé de captage de £0
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Les valeurs de K obtenues d’aprés le modele, montrent que cettstaote varie en fonction
des conditions de culture. En effet, lorsque laceotration en nitrate dans le milieu a été
augmentée, Ka augmenté d'un facteur 10 (Tableau IV.4). Co#ibses collaborateurs (2005)
rapportent que certaines espéces de phytoplanaoh capables d’adapter leur capacité
d’assimilation de I'azote en fonction de la concatidon de celui-ci dans le milieu de culture.
Dans ce cas-la, la valeur de st petite lorsque la concentration en nitrate damsilieu est
faible et la valeur de K plus grande dans le cas contraire. Smith et aD9P0apporte
également ce phénoméne de modification geeK fonction de la concentration en nitrate dans
le milieu et le met en relation avec le nombre iessde fixation présents sur la cellule qui
varie en fonction de la concentration externe erateis. K, étant proportionnel au nombre de
sites présents sur la surface de la membrane,ugrmeemtation de ce parameétre pourrait étre la
conséquence d'une élévation du nombre de sitesatjatiiezn au niveau de la cellule (Collos et
al., 2005). Dans ces deux cas la variation geekt une adaptation de I'algue a son milieu
environnemental. Bien que la valeur dg $0oit fortement dépendante de I'espéce considérée,
ce phénoméne d’acclimatation semble étre généraliséi bien a des espéces marines que
d’eau douce (Collos et al., 2005).

La valeur de I§, pour une concentration en nitrate de 0.18gdst trés élevées (0.03 )L
Deux études rapportent unyksimilaire a celui trouvé dans notre étude (AslarKapdan,
2006 ; Rowley, 2010).Le phénomeéne de limitation lpalumiére ayant été intensifié par le
dépdt du biofilm sur les parois du réacteur, langjt& de lumiere percue par les algues devrait
étre plus faible que l'intensité de lumiére incite(125 pmol.nf.s%). L'augmentation de la
valeur de K pourrait donc étre une adaptation des algues afaible quantité de lumiere
disponible. En effet, le métabolisme de I'azotefesiement couplé a la photosynthese via la

nécessité d’ATP pour son fonctionnement (Turpir@1)9

Pour D égal & 0,22'jet une concentration en nitratg #& 0,14 g.L, le modéle déterminé dans
I'étude précédente, c’est-a-dire comprenant unaéedenlimitation par la lumiére et un terme de
limitation par les nitrates (terme de Droop), perme correctement prédire la concentration
cellulaire, le quota d’azote intracellulaire ettancentration en nitrate dans le milieu de culture.
Lorsque D augmente de 0,223 0,31 1, le modéle prédit correctement X, N et y si lerter

de Droop n’est pas pris en compte. Par conséglaetripissance serait uniqguement dépendante

de la limitation en lumiére.
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Ceci est en accord avec les résultats expérimemaumontrent que lorsque des nitrates sont
ajoutés dans le milieu de culture la limitationlemiere ne permet pas aux cellules d’absorber
cet exces de nutriments.

Cependant nous avons vu lors de I'étude en batehlegmodeéle était apte a prédire I'évolution
des difféerents parametres lors d’une double lingitaén lumiére et en nitrate, ce qui n’est plus

le cas en continu.

Lorsque le taux de dilution est augmenté, la foacén azote intracellulaire (y) augmente de
0,082 40,091 g N.g M5 Dans ce cas, les nutriments dans la cultureapuartés plus
rapidement aux cellules Ce phénomeéne pourrait @eetétre la raison pour laquelle la fraction
interne d’azote augmente. De plus lorsque le taudildition augmente, le modele exprime
correctement la concentration cellulaire (Figure3I8 et C) si celle-ci est considérée
uniquement limitée par la lumiére. Cela va darseles des résultats obtenus lors de I'ajout de
nitrates dans le milieu de culture ; les cellul@stsncapables de consommer les nitrates ajoutés
a cause d’'un mangque d’énergie pour I'absorptiooedecomposés ce qui va dans le sens d’'une
limitation par la lumiére

L’étude de Dunaliella tertiolectaen culture continu sans limitation par la lumieexec
différents taux de dilution et différentes concatitms en nitrate présente des similitudes avec
notre étude (Sciandra et Ramani, 1994). Le modéldop était utilisé pour simuler la
croissance de l'algue dans le réacteur. Pour cedavaleurs de D et de concentrations en
nitrate, les valeurs expérimentales de densit@legk étaient inférieures aux prédictions du
modele. Les auteurs évoquent la possibilité que das conditions les algues passent d'une
limitation unique par l'azote a une colimitationypolaquelle il n’était pas en mesure de

préciser la nature du deuxiéme facteur limitant.
IV.D. Conclusion

La culture deC. vulgarisen photobioréacteur continu présente des réseltatsurageants pour
le développement d’un futur procédé de captage@u En effet, les valeurs de biomasse et de
fixation du CQ sont intéressantes par rapport aux valeurs treudaes la littérature, alors que
les conditions de culture n’étaient pas les plu®rables pour la croissance de I'algue. Une

amélioration des conditions de culture pourraitafournir de meilleurs résultats.
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Le modele défini lors de I'étude en batch a pu éppeliqué seulement dans le cas d’'un taux de
dilution de 0,22 7. Lorsque le taux de dilution était augmenté, fallu adapter le modéle et
considérer que la croissance cellulaire était wmaent limitée par la lumiére. Le modéle ainsi
exprimé présentait des résultats en accord avewdksirs expérimentales. Cependant les
raisons de ce changement, d'une colimitation luen&lr nitrate vers une limitation semblant

étre uniquement due a la lumiére, n'ont pu étrerd@nées lors de cette étude.
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Une des étapes pour que le procédé étudié a lléathellaboratoire puisse étre congu a une
échelle industrielle est le dimensionnement de aglavec les conditions opératoires qui lui
seront appliquées. Cette étape permet dans unréemps de savoir si un tel procédeé est
envisageable, notamment si le volume total néaesgmiur un épuisement de gaz en,CO

donné est industriellement acceptable.

bY

Cette étude s’applique a étudier la faisabilité ldeculture deChlorella vulgaris en

photobioréacteur pour le traitement d’un gaz imdkeiscontenant une quantité importante de
CQ.. Elle s’applique a déterminer le volume total esSaire pour qu’un gaz contenant en
entrée de réacteur 13% de £€n ressorte avec une teneur significativement dneirfde

'ordre de quelques %). Pour cela les résultaterals précédemment sont utilisés. Les
calculs sont réalisés pour trois types de réacteumsréacteur simple, un réacteur multi-étagé
et un réacteur a écoulement piston. Cette étudeéwidemment pas la prétention de se
présenter en dimensionnement industriel, mais &lle mérite de donner une idée des
configurations de réacteurs les plus favorablesl'etivrir sur des perspectives d’études

complémentaires nécessaires pour aboutir a un diomergsnent plus rigoureux.

V.A. Hypothéses et procédure de dimensionnement

V.A.1. Hypothese et parameétres de cultures fixés

L'étude de la culture d€. vulgaris en continu, menée en laboratoire ne permet pas de
connaitre tous les parametres nécessaires audscdleudimensionnement. Afin de faire le
calcul de procédé, nous nous placerons donc daneashelitions favorables en nutriments, a
savoir en limitation unique par la lumiere. Il coenidra ensuite de calculer les teneurs

minimales en nutriments a introduire afin de saiisfces conditions.

Nous avons pu vérifier lors des cultures en batah lg pourcentage de G@ntre 2 et 13%

avait peu d'action sur la croissance des alguad, exa période stationnaire. Si nous nous
placons toujours dans des conditions de croissamees pouvons considérer que le carbone
n’'est pas limitant, & condition de rester au-des®2% dans le gaz. Nous n’avons en effet

pas la capacité de corriger I'expression de lsss@ede croissance par un terme de limitation
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de carbone, ce qui nécessiterait des essais em datcontinu supplémentaires en conditions

de limitation de carbone.

La croissance cellulaire est donc uniquement lienitér la lumiéere recue par les cellules.
D’aprés le modele défini précédemment (11.D), leesse spécifique de croissance pu s’écrit

donc:

1

=t 8 x

Avec :

i vitesse spécifique de croissance)(h
I, : Vitesse spécifique maximale de croissance endiatesde toute limitation )

X : concentration cellulaire (cell})

. Kg.V. PR .
B représente le termfoiT défini dans le chapitre Ill, avec :
S R ¥ ()

I;,, : intensité lumineuse incidente (Lmofs?’)
A : surface éclairée du réacteur{m
IV : volume utile dans le photobioréacteur (L)

Kz : constante de demi-saturation pour la lumiére (poatf.s?)

Rappelons que dans nos essais l'intensité de laralgsorbée était constante et égale &;,0,7 |
car la concentration cellulaire était toujours simée & 2. 18 cell.L™. Cela peut ne plus étre
le cas dans une partie de la cascade de réactadestggnent agités ou dans une partie du
réacteur piston.

Nous avons donc repris la courbe de variation qpo#d intensité absorbée sur intensité
incidente en fonction de la concentration cell@agn particulier pour modéliser lorsque la
concentration cellulaire est inférieure a 2¥1€ell.L™. Le modéle obtenu est cohérent avec

les résultats expérimentaux comme le montre la Eigut.

. ' : : I : X+6:108 , ,
On obtient I'équation suivante : “”j"”’ee = 73109 avec X, la concentration cellulaire en
in ’

cell.L’%. En corrigeant I'effet du réacteur et du liquitiettensité absorbée par les algues est

égale a 70% de cette valeur (Chapitre III).
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Il est bien évident que ces valeurs doivent dépemtlr la géométrie, de la taille et de
I'éclairage du réacteur. Nous faisons I'hypothése bgclairage est le méme, a savoir que le
rapport volume de réacteur/surface éclairée dueaa€V/A) reste constant entre le réacteur
de laboratoire et les réacteurs multi-étagé ebpist

(Iin'lout)/lin

O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentration cellulaire (x10%° cell.L)

Figure V.1. Absorption de la lumiere dans le réacteur en fonctle la concentration
cellulaire deC. vulgaris

L’expression det sera donc corrigée selon I'expression suivante :

1
X +2-10°
1+'8'[X+6-108]X

U= Ho-

Les résultats obtenus lors de I'étude en continatreat que la concentration de £dlssous
est assez proche de €0donc que la phase gazeuse était presque alittrguavec la phase
liquide. A défaut de disposer d'une corrélation @mpe permettant d’'estimer & en
fonction des différentes conditions de débits gazetuliquide et de volume de réacteur (il
faudrait estimer la taille des bulles, le hold up ghz et le nombre de Reynolds dans le
réacteur), nous supposerons que la phase liquidsatsrée en C£ a savoir qu'il y a
équilibre avec la phase gazeuse. Ceci revient @ssuoner la part de carbone inorganique
dissous (de I'ordre de 10%), mais celle-ci restgouars assez faible par rapport a la part de

carbone intracellulaire.
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Par ailleurs nous ne tiendrons pas compte du carbaganique dissous (DOC) qui est de
l'ordre de 15% a 20% du carbone intracellulairenfoe vu lors de I'étude en continu,
Chapitre 1V), car nous ne sommes pas en mesurees@mer la production en fonction des
conditions variées que nous appliquons dans le lmodé

Ces deux approximations sont considérées se compameu pres et permettre une premiere

estimation du comportement d’'un procédé continu.

Dans ce cas-la la concentration de,@3sous correspond donc a la concentration d'iégeil

avec le gaz, donnée par la loi de Henry, pour wesspon et une température données :

PY
[COZ]dissous = [COZ]* = F

Ou P est la pression totale (1 atm), Y la fractioolaire de C@dans le gaz de sortie et H le

coefficient de Henry (atm.L.md).

+ Le carbone inorganique dissous contenu dans leeumdie culture entrant dans le
réacteur est considéré comme négligeable. En leffeilieu Bristol ne contenant pas
de carbonates, le carbone inorganique dissousegmrouniquement du gaz carbonique
atmosphérique en équilibre avec le liquide. Latfeacmolaire de C@dans l'air étant
de 0,036% ceci correspond a une concentration dmma inorganique dissous trés
faible (1,3x10° mol.L™?, & 25°C et 1 atm). La concentration de carbonegarique

dissous C est donc donnée par :

P.Y
C=a[CO,]" =a.—

Aveca = ﬁ

(1 ﬁﬁ)
[H*] est la concentration de*Hlans la solution de sortie (mof), Kiet K, sont les
constantes de dissociation de I'acide carbonique tialiquide (25°C). Si on prend un pH de

I'ordre de 6,5, C vaut aux alentours de 2,6Xhbl.L™, ce qui peut &tre négligé.

Les parameétres de culture fixés pour la cultur€ldierella vulgarissont les mémes que lors
des études précédentes :

+ culture en photobioréacteur continu
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+ température de 25°C
+ pH =6,5. Le pH est considéré constant dans tdesasnités de culture.

Les parametresou Kg, quota en carbone intracellulaire, débits de gadébit de liquide
déterminés précédemment sont utilisés. Les presdiensrée et de sortie du gaz sont égales

alatm.

Tableau V.1.Conditions appliquées aux calculs pour les diffé&s¢ypes de réacteur

Parameétres fixés

Débit molaire de gaz chargé en C® 0,14 mol.K*
Fraction molaire en CO, dans le gaz
13%
entrant
Fraction molaire en CO, dans le gaz
2%
sortant
Quota en carbone intracellulaire 1x10*% mol C.cel*
Débit de liquide 0,032 L.K*
0,045 1t
uo

Dans un premier temps les calculs sont faits denfag déterminer, pour les conditions de
culture appliquées en laboratoire, le volume detetm nécessaire pour qu'un gaz entrant
avec 13% de CfEressorte du réacteur avec une concentration a&2@ Par la suite, nous
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utiliserons un deébit de gaz représentatif d’'un icasistriel pour déterminer le volume de

réacteur nécessaire pour obtenir un gaz en s@tiéatteur contenant 2% de £0

V.A.2. Procédure de dimensionnement

a. Un seul réacteur parfaitement agité

Y

Yo

Figure V.2. Réacteur simple. Y = fraction molaire de £dans le gaz en entréeg)Yet en
sortie (Y;) de réacteur, ¥= concentration cellulaire en sortie de réact@us, débit de liquide

Les données sont donc les teneurs du gaz en entséeie, le débit molaire de gaz et le débit

de liquide. A partir de celles-ci peut étre caldel&olume de réacteur nécessaire.

Un bilan sur la biomasse en régime stationnaire €onn

1
Q-Xf = HO.W.X]«?.V (Vl)
1+B.m} f
Avec :

Q : débit de liquide (L)
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X, . concentration cellulaire qui sort du réacteurlpaurverse (cellt)
I, : Vitesse spécifique maximale de croissance endiatesde toute limitation )

V : volume utile dans le photobioréacteur (L)

P KEg.V. g .
B représente le termfoiT défini dans le chapitre 1ll, avec :
O iin

I;,, : intensité lumineuse incidente (Lmofs?’)

A : surface éclairée du réacteur{m

V : volume utile dans le photobioréacteur (L). Le m@pp//A employée sera le méme que

dans le réacteur de laboratoire.

Kz : constante de demi-saturation pour la lumiére (poatt.s?)

Bilan de carbone entre les deux phases en régatiersiaire:
Ng(Yo —Y;) = QCr + QXs.qc (V.2)
Avec :

N, : debit molaire de gaz a traiter (met)hsupposé constant entre I'entrée et la sortiedll m

CO; est remplacée par 1 mol dg)O
Y,: fraction molaire de gaz a I'entrée du réacteur

Y¢: fraction molaire de gaz a la sortie du réacteur

Cr . concentration de carbone inorganique dissous tmarguide a la sortie du réacteur

(mol.L'Y)

qc : quota intracellulaire de carbone (mol C.Cgll

Calcul de ¢:

Le liquide en sortie de réacteur est a I'équiliavec la phase gazeuse a 2%. La concentration
de CQ dissous est donnée par la loi de Henry : JGO7,00 10" mol.L™. Pour un pH de 6,5,
o vaut 2,4. On déduit donc la valeur de @ = 1,68 10 mol.L™.
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On peut alors calculer la concentration cellulagre sortie de réacteurs>et le volume
nécessaire par les deux équations établies plugWduet V.2).

b. Réacteur multi-étagé

Yo Yy Yii Y Yoi Y,
1 ( L ) ( sse )
— — — —
XO xl Xi+1 xi xn+i xn
Q Q Q
xo xi+1 xn+i
CO | L Ci+1 | | cn+i |

Figure V.3. Réacteur multiétagé avec n étages=Y¥raction de C@dans le gaz sortant de
I'étage i, X = concentration cellulaire dans le liquide a latisode I'étage i, Q = débit de
liquide, G = concentration en carbone inorganique dissous dardiquide a la sortie de
I'étage i.

Les données sont donc les teneurs du gaz en entséetie, le débit molaire de gaz, le débit
de liquide et le volume d'un étage. A partir de deanées, le nombre d’'étage nécessaire peut

étre calculé.

Bilan en biomasse sur I'étage i:

1
Q- (Xi = Xit1) = Moo —zmooy - XiV (V.3)
1+B'[Xi+6-103]Xi

Avec :
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Q : débit de liquide (L.H)

X, : concentration cellulaire dans le liquide issu'émge i (cell.L'})

X;41 : concentration cellulaire dans le liquide issu’'éege i+1 (cell.L!)

I, : Vitesse spécifique maximale de croissance endiatesde toute limitation )
V : volume utile dans chaque étage de photobioréa@t¢u

P KEg.V. g .
B représente le termeET défini dans le chapitre 111
U, /. I:TL

On fait un bilan en carbone sur I'étage i:

NglYi—; = Y] = Q(C; — Ciy1) + Q. qc. (X; — Xi41) (V.4)
Avec :

N, : débit molaire de gaz a traiter (méhh

Y;_; : fraction molaire de C&dans le gaz issu de I'étage 1-i

Y;: fraction molaire de C©dans le gaz issu de I'étage i

Q : débit de liquide (L.H)

C; : concentration de carbone inorganique dissous leditaiide issu de I'étage i (mol)

C;+1 : concentration de carbone inorganique dissous ldditguide issu de I'étage i+1 (mol.L
1

)

qc : quota intracellulaire de carbone (mol C.Cgll

X; : concentration cellulaire dans le liquide issu'émge i (cell.L*")

X;41 : concentration cellulaire dans le liquide issu’'éege i+1 (cell.I!)
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Y, étant fixé a 2%, on peut calculey &n supposant que,X est trés faible (inoculum). Il
1

Xn+2-109
1+‘8'[Xn+6-103]X”

vient : Q. X,, = Uo. .X,, . On en déduit doncX

P.Yy

C, est calculé par I'équilibre avec la phase gazeauge: C, = a. -

Le bilan opératoire permet de calculgr ¥t ainsi de suite, jusqu’a ce que la fraction nmelai
Y soit égale ou supérieure a 13%. On en dédusi &nnombre d'étages et le volume total,

puisque le volume de chaque étage est fixé.

c. Réacteur piston

<L 1.

by

Figure V.4. Réacteur a écoulement piston. Y = fraction de,Qans le gaz, X =
concentration cellulaire, Q = débit de liquide, €encentration en carbone inorganique, z =
hauteur de la tranche
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Bilan total sur le carbone sur la colonne :

N, (Yo = Y:) = Q(C; — Co) + Q(X; — Xo)- qc (V.5)

Avec :

N, : débit molaire de gaz a traiter (meth

Y,: fraction molaire de C@dans le gaz a I'entrée du réacteur (bas de cojonne

Y¢: fraction molaire de de GQlans le gaz a la sortie du réacteur piston (hagbtbnne)
Q : débit de liquide (L.H)

Cf: carbone inorganique dissous dans le liquide aoldie du réacteur (bas de colonne)

(mol.L'Y)

C, . carbone inorganique dissous dans le liquide atrée du réacteur piston (haut de

colonne) (mol.r*) (J0)
qc : quota intracellulaire de carbone (mol C/g ]S
X . concentration cellulaire a la sortie du réact@as de colonne) (cell))

X, : concentration cellulaire dans le liquide entr@atut de colonne) (cell})

Bilan sur la biomasse dans une tranche de volumendi z et z+dz :

1

X+2.10°
'X+6.108

X.dv (V.6)

—QdX = Ho-l

En intégrant I'équation (V.5) on obtient

1,4.10°8
X+6.108

v . Q (X (1
Jodv=—— O(EJ’[H

e ) dx (V.7)
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Le volume de réacteur est donc:

__Q Ko QB[y _y1_ 9p I (Xet610°) @
v=-LnP- Ly, - x| - 14.10 ,B.In(Xf%.lOg).uo (V.8)

Le bilan global permet de calculef XCy est négligeable et;@st supposé en équilibre avec
le gaz & 13%. C= 0,01 mol.L*.

V.B. Résultats

V.B.1 Volume de gaz & traiter de 0.14 mibl(bonditions de culture en laboratoire)

Tout d’abord les calculs sont faits a partir desditions qui ont été appliquées lors des études
précédentes en continu (Chapitre 1V). Le TableaR. Vécapitule les conditions de calcul
appliguées. On cherche a déterminer le volume algear nécessaire pour qu’'un gaz entrant

avec 13% de CQressorte du réacteur avec une concentration dal€Q@%.

Tableau V.2. Conditions de culture appliquées au calcul. Ngebitdmolaire de gaz a traiter
(mol.hY), Q = débit de liquide (L.1)

% CO2 en entrée de réacteur 13%
% CO2 en sortie de réacteur 2%
Débit molaire de gaz & traiter (mol.h") 0,14
Débit de liquide (L.h™) 0,032
Intensité lumineuse (umol.n¥.s%) 200
Ho(h™) 0,045
Ke (umol.cell.s?) 1,5%x10'

La Figure V.5. présente le volume de réacteur eblecentration cellulaire dans le réacteur
pour un réacteur simple, un réacteur multi-étagé@nretéacteur piston. Le réacteur simple
présenterait le volume de réacteur le plus faide8,7 L pour répondre aux conditions fixées.
Le réacteur multi-étagé présente une efficaciténsdionne avec un volume de 12 L se

répartissant entre 5 étages de 2,4 L chacun. latetdrapiston se présente comme le procédé
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le moins intéressant avec un volume de réacte@2del. La concentration cellulaire dans le
réacteur simple est de 4,8%1@ell.L™* ce qui est proche de ce que nous avons obtenddsrs
études précédentes en laboratoire. La concentregituiaire dans le réacteur multi-étagé est
évidemment variable selon les étages ; elle pass@ 4x10' cell.L! dans le { étage a
1x10' cell.L™! dans le dernier étage. Les premiers étages dsasdlis la concentration est la
plus importante sont en contact avec les tenesrplies fortes en CQOdans le gaz, puisqu’il
s’agit d’'un contre-courant. Enfin, le réacteur pisprésenterait une concentration cellulaire
de 4,7x16" cell.L™* & sa sortie.

Volume de réacteur (L)

Réacteur simple
Réacteur multi-étagé

Réacteur piston

Figure V.5. Volume de réacteur d’'un réacteur simple, d’'un t&éac multi-étagé et d’'un
réacteur piston pour un gaz entrant de 13% etrgciit2% de C@ Les conditions de culture
appliquées aux calculs sont énumérées dans lealakle.

Les calculs suivants seront faits pour le réactdmple mono étage, celui-ci présentant les

meilleures performances.

En effet dans la mesure ou on ne considere quenitation par la lumiére, la vitesse de la
réaction de croissance est croissante avec la wwoatien cellulaire. La meilleure
configuration est donc celle ou dans tout le voldaneoncentration cellulaire est maximale,

ce qui est le cas du réacteur parfaitement agaésdue I'on multiplie les étages ou que 'on
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travaille avec un réacteur piston, une partie durme se trouve a une concentration cellulaire

inférieure, donc la vitesse globale est plus fagtlke volume total plus élevé.

Un des problémes soulevés par ces résultats ésttéaconcentration cellulaire atteinte par
rapport a la concentration de €@ 2% en sortie de réacteur. En effet, si 'orpsge que la
phase liquide est en équilibre avec la phase gazsusortie du réacteur, la concentration en
carbone inorganique dans la solution est relativenfaible ; ainsi des phénoménes de
limitation par la source carbonée pourraient surven la population algale est trop
importante devant cette concentration. Lors detuid deC. vulgarisen batch avec 2% de
CO,, la concentration cellulaire maximale atteinte paoe limitation par la lumiére et par les
nitrates était de 6,9x1dcell.L. Pour les calculs suivants nous allons donc sugrpmse la
concentration cellulaire dans le réacteur ne pest gepasser cette valeur afin d’étre sir
gu’aucune limitation par le carbone inorganiquesnevienne, ce facteur n’étant pas pris en
compte par le modéle proposé.

Afin de diminuer la concentration cellulaire entaué continue, il faut augmenter le taux de

dilution. En supposant que la lumiére est complétgrabsorbée, il vient : X e;—‘) — 1) .%.

Le taux de dilution a donc été fixé a trois valediféérentes, pour une méme valeur du débit

molaire de gaz de 0,14 mothLe Tableau V.3 présente les résultats obtenus.

Tableau V.3. Variation de la concentration cellulaire en soderéacteur (¥, du débit de
liquide (Q) et du volume de réacteur (V) pour différents tdexdilution (D)

0,012 9,98x10" 1,68x10° 0,15 11,2
0,02 5,35x10" 1,68x10° 0,28 14
0,03 2,14x10" 1,68x10° 0,67 22,2

A partir d’'un taux de dilution (D) de 0,02'hles résultats sont acceptables. Si on veut abteni
une concentration de 6,9x2@ell.L™%, on obtient un débit (@de 0,22 L.H et un volume de
12,9 L.

V.B.2 Volume de gaz a traiter 1000 mol.¢condition de culture & I'échelle
industrielle)

Dans un deuxieme temps, le débit molaire de gazaidert est augmenté de facon a

dimensionner une installation traitant un gaz pnawve d’une source industrielle. Pour cela
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une valeur de débit de gaz provenant d’'un incieérate taille tres importante a été utilisée.
Cette valeur est de 1000 mdi.de gaz. On suppose toujours que le gaz en entréadeur
contient 13% de C§£) cette concentration étant typique des rejets €a @ar I'industrie
(IPPCC, 2005). Le Tableau V.4 reprend les valeypgliguées au calcul du volume de

réacteur nécessaire pour obtenir un gaz conterfgnCg.

Tableau V.4.Conditions de culture appliquées au calcul.

% CO2 en entrée de réacteur 13%
% CO2 en sortie de réacteur 2%
Débit molaire de gaz & traiter (mol.h') 3,6x16
Intensité lumineuse (umol.n?.sY) 200
Mo (h™) 0,045
Ke (umol.cell*.sh) 1,5x10%

On adoptera une valeur limite de concentrationutste de 6,9x18 cell.L!. La
concentration Cest la méme que précédemment. On trouve un tadiud®n de 0,47, un
débit de liquide de 5,6 10..h™ et un volume de 3,3x1Q. Ces valeurs sont énormes et ne
sont pas envisageables industriellement en techieafigphotobioréacteur.

Il faut alors trouver le meilleur compromis entoai$ les parametres pour que le volume de
réacteur soit acceptable. Tout d’abord le débitamelde gaz a traiter sera diminué. Il est
envisageable pour que cela soit réalisable a llEchedustrielle, que plusieurs réacteurs
simples soient installés en paralléle et que le gz réparti entre les différents réacteurs.
Toutefois I'installation restera gigantesque.

Enfin, nous pouvons augmenter l'intensité luminecseyui aura pour but de diminugret
donc le volume nécessaire. Par exemple pour uaesité lumineuse double (400 pmof.s

1) et la valeur limite de concentration cellulaire6j@x10d° cell.L™, le débit de liquide reste le
méme, par contre le volume passe a 2,83410ce qui ne permet toutefois pas de réduire
significativement le volume. Dans un réacteur gantie volume fixé, augmenter l'intensité
lumineuse entrainera I'augmentation de la concgotracellulaire. Cependant dans le cas

présente ici, nous avons choisi le point de vueahcepteur, a savoir déterminer le volume
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nécessaire pour atteindre une concentration cetuttonnée (la concentration limite définie
plus haut). Lorsque l'intensité lumineuse est augée le débit de liquide ne varie pas et le
taux de dilution (D) augmente, ce qui diminue léunee : le réacteur est plus efficace. Afin

de diminuer significativement le volume (V), il taaccepter une concentration cellulaire plus
forte dans le réacteur. Augmenter deux des parag)etfintensité lumineuse et la

concentration cellulaire permet de diminuer de fabeaucoup plus efficace le volume de
réacteur (Tableau V.5). Lorsque les valeurs dedfinité lumineuse et de la concentration

cellulaire sont doublées le volume de réacteualess diminué deux fois.

Tableau V.5. Variation du volume de réacteur (V) et du tauxddetion (D) en fonction de
l'intensité lumineuse (1) et de la concentratiotidaire (X)

200 6,9x16" 0,016 3,3x1H
400 6,9x16° 0,025 2,3x10
200 1,4x16" 0,0.008 2,7x19
400 1,4x16' 0,016 1,6x18

Examinons maintenant la variation du volume totacala fraction molaire sortante de £0
dans le gaz. Pour une intensité lumineuse de 20fl.pins® et une concentration cellulaire
de 1x16" cell.L*, nous obtenons les résultats regroupés dans ledla¥.6 ; le volume varie

relativement peu avec;Y

Tableau V.6. Variation du volume de réacteur (V) en fonctionlaédraction molaire de CO
sortante (Y). G = concentration de carbone inorganique en sodieédcteur, Q= débit de
liquide, D = taux de dilution.

2x10° 1,68x10° 3,9x10 0,012 2, 9x19
4x10° 3,37x10° 3,1x10 0,012 2,3x10
6x10° 5,05x10° 2,4x10 0,012 1, 8x1D
8x10° 6,74x10° 1,7x16 0,012 1,3x19

Il est important de noter ici que la variation des caleurs et leur effet sur les parametres

mesurés ne sont que le reflet de leur impact sordéele tel qu'il a été décrit dans ce travalil
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de these. Par définition un modéle est toujours ifapiaet s’applique a des conditions
particulieres. Ces résultats sont donc présentifie andicatif afin d’étre en mesure de saisir
limpact plus ou moins important de chacune des itimmd fixées sur I'efficacité du procédé

proposé pour la culture d& vulgaris

V.C. Discussion

Cette étude a pour but de proposer le dimensionmede la culture deC. vulgaris en
photobioréacteur continu afin de traiter un gazusidel. Les gaz d’origine industrielle
contiennent une concentration de £llant de 10 a 20% (v/v) en fonction du type disttie
(IPCC, 2005). Dans les études précédentes, la rvaleu1l3% de C® dans le gaz
d’alimentation du réacteur a été retenue car eetteentration représente la teneur d’'un gaz
provenant de l'industrie cimentiére. Les calculalis®s pour cette étude se basent sur le
modéle proposé a partir de I'étude de la croissal®c€. vulgarisen batch. La culture de
microalgue est considérée limitée uniquement pafutaiere ; tous les nutriments sont
supposes étre apporté en exces afin d'éviter toatgses limitations. Cependant la
concentration en carbone inorganique entrant enptanil est important d’avoir a I'esprit
gu’une possible limitation par la source carbonéet pntervenir. Lors des études en batch
avec 2% et 13% de GQlans le gaz d’alimentation, il a été démontré lgue de la phase
exponentielle de croissance, la concentration ern, @éns le gaz influencait peu la
concentration cellulaire. Mais I'effet de concetitlas de CQ plus faibles que 2% sur la
croissance de&€. vulgarisn’ayant pas été testé, I'hypothése de départ peutalcul a été

d’obtenir un gaz en sortie de réacteur contenantd@%Q.

Le plus petit volume de réacteur pour obtenir un gas épuré en GQlans les conditions
appliguées en laboratoire est obtenu pour un rgastmple. Mais la concentration cellulaire
dans le réacteur apparait déja comme une premdgrgamte pour le calcul. En effet, la
concentration maximale atteinte lors des cultuggstba 2% de CQétait de 6,9x18 cell.L™.

Il faut donc se placer dans des conditions singfaide concentrations cellulaires pour le
calcul car une plus forte densité de cellule poueatrainer une limitation en carbone, le
rapport concentration en carbone inorganique dansolution sur le nombre de cellule
diminuant. Afin de rester dans des conditions daumioptimale, le rapport débit molaire de
gaz a traiter sur deébit de liquide dans le réactstirdiminué. Le débit molaire de gaz étant

fixé cela revient a augmenter le débit de liquitlelanc a baisser la concentration cellulaire
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dans le réacteur. Ceci entraine une augmentatimoldme de réacteur pour atteindre un gaz
en sortie de réacteur contenant 2% de,.dDest donc mis en lumiére ici la nécessité de
prendre en compte la quantité de carbone inorgardigsous dans I'élaboration de modeles
pour la croissance de microalgues dans un procédmptage de GOEnN effet, afin qu’un
procédé de culture de microalgue soit économiqueniahle il doit étre capable de produire
une quantité de biomasse importante et donc sugpame concentration cellulaire
conséquente (Banerjet al, 2002). De plus le modele devrait prendre en cerntgtarbone
organique excrété par les cellules, celui-ci faiggmti du procédé de capture du £0ors de

la culture deC. vulgarisen continu avec 13% de G@ans le gaz d’alimentation du réacteur,
la concentration en carbone organique dissous (D@@ait entre 14 et 22% du carbone
organique total. Il n’a pas été possible d’intéegreparametre dans le modéle proposé dans ce
travail de thése car la variation de I'excrétios @OC en fonction de la quantité de Oa
pas pu étre mesurée. Cependant il a été démonti€.quegariscultivée avec 4% et 12% de
CO; en batch excrétait environ 5% de DOC par rappoitaabone organique total (Hullat et
Thomas, 2011). La différence des valeurs trouvaa® ¢étude présentée ici et la littérature
montre la nécessité d'étudier ce phénoméne pourpardre son implication dans un
procédé de captage du €0@le pas prendre en compte cette part de carbgaaigue revient

a sous-estimer l'efficacité du procédé et a propdes dimensionnements plus importants
gue nécessaire.

Un autre probleme est soulevé par I'excrétion decentmation importante de DOC. Le
carbone organique dissous se compose entre aupoidnes, exopolysaccharides (EPS) et
de lipides (Hendersoat al, 2008). Les EPS participent a la formation deilons sur les
parois du réacteur, limitant ainsi la pénétratienlallumiere et diminuant ainsi I'efficacité du
procédé. Il a été démontré lors de I'étude batchlgugantité d’'EPS excrétée variait avec la
concentration en C{dans le gaz d’alimentation. Une forte concentratiellulaire comme il
est attendu dans un procédé a I'échelle industrmurrait donc entrainer la production d’'une
grande quantité d’'EPS. De plus certain produitset®s peuvent se révéler toxiques pour les
cellules (Sciandra et Ramani, 1994). Si le tawditigion appliqué n’est pas suffisamment
important pour permettre leur élimination de latard, leur présence dans le réacteur pourrait
étre un facteur supplémentaire pénalisant le procédé

L’augmentation de l'intensité lumineuse ou de |lancamtration cellulaire permettrait de
diminuer le volume de réacteur. Cependant cesrdiifé paramétres n'ont pas le méme

impact sur le volume du réacteur et tous ne santipanipulables avec la méme facilité.
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Plus la lumiere est augmentée et plus le volumeéadeteur diminue, pour une méme
concentration cellulaire. Cependant une trop fortensité lumineuse pourrait engendrer des
phénoménes de photoinhibition des cellules et digsavantager le procédé. Des études sont
menées pour optimiser la géométrie des photobiteeecde facon a ce qu’une forte intensité
lumineuse soit utilisée sans créer de phénoménphateinhibition ou bien de fagon a ce que
des cultures a forte densité cellulaire ne souffpas d’'une prédominance de la respiration
dans le réacteur a cause de zones sombres tropngées (Moline grimat al, 1998 ;
Cornet, 2010). Il est possible de diminuer de fapbrs efficace le volume du réacteur
nécessaire en augmentant dans les mémes proporfiotensité lumineuse et la
concentration cellulaire. Cette stratégie pouregalement permettre d’éviter que les cellules
soient endommagées par une trop forte quantitémdete recue. Cependant comme il a été
abordé précédemment, avant de pouvoir envisagefanteeconcentration cellulaire dans le
réacteur, il faut étre en mesure de pouvoir prédite possible limitation par le carbone

inorganique dissous.

V.D. Conclusion

L’étude de dimensionnement présentée ici a pourdiite en mesure d’apprehender les
problemes soulevés par le passage a grande édhetlgorocédé de culture de. vulgaris
pour le captage du GOCette étude ne se veut pas quantitative casellease sur un modele
de croissance dg. vulgarisdéfini dans des conditions de culture particuigree prenant pas
en compte tous les facteurs pouvant intervenirgleesle volume de culture ou la
concentration cellulaire sont fortement augmentdfe apporte cependant des pistes de
réflexion sur de futures recherches au sein duébioe. Elle permet également de mettre en
lumiére I'importance du développement d’'un modéienpnt en compte la limitation par le
carbone inorganique des cellules lors de culturex ae fortes concentrations cellulaires

ainsi que l'intégration du carbone organique dissous

Cette étude ne prend pas du tout en compte lagé&idonomique de la mise en place d'un
procédé a grande échelle ni les éventuelles difésulle réalisation de photobioréacteurs de
tres grande taille. Avec l'augmentation du volume aidture peuvent survenir un grand
nombre de nouveaux parametres a considérer, telfaglificulté d’homogénéisation de la
solution, I'optimisation de la pénétration de la lare dans une culture comprenant une forte

densité cellulaire, la production de produits toesjpour les algues, etc. Toutefois, il apparait
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déja qu’en se placant dans des conditions optimdéesroissance, de nombreux points
restent encore en suspens sur la mise en placepilagedé de captage du £Q taille
industrielle, notamment sur la capacité d'utilisatindustrielle d’'un tel procédé. Il peut donc
sembler logigue la démarche de certains développune pas utiliser de photobioréacteurs,
compte tenu des volumes énormes qui doivent étseemijeu et du codt d’investissement
inhérent, conduisant a 'emploi de lagunes ouvedest I'efficacité est trés inférieure, mais
le colt beaucoup plus faible.

A ce stade de I'étude, la faisabilité en photolaotéur n'est pas acquise pour traiter de trés
gros débits, comme celui que nous avons cité. dtarepour des débits moyens, environ 100

a 1000 fois plus petits, les photobioréacteurs peugtre envisageables.
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L’augmentation de la concentration en £@ans l'atmosphere améne aujourd’hui la
communauté scientifique a étudier les possiblestisols pour enrailler ce phénomene. C’est
pourquoi ce travail de these a eu pour but d’étudidaisabilité d'un procédé de capture de

CQO, a partir de la culture en photobioréacteur deitagalgueChlorella vulgaris

Etude de la croissance de C. vulgaris en photolaicteur batch

Dans un premier temps, des essais de cultuf2 dalgarisont été menés en mode batch afin
d’étudier l'influence de deux parameétres de cultswe la croissance de l'algue : intensité
lumineuse appliquée au réacteur et teneur endb@az. Nous avons également tenu compte
du paramétre azote, qui peut dans certaines congliétre limitant. Nous avons constaté que
C. vulgaris présentait une capacité de production de biomass#e biofixation de CO
importante et donc trés intéressante par rapparvaleurs trouvées dans la littérature.
L'augmentation de lintensité lumineuse incidenteeagendré une augmentation de la
biomasse et de la consommation de,CONos résultats montrent que I'assimilation du
carbone est directement liée a la quantité de hardésponible. En effet lorsqu@. vulgaris
est cultivée avec une intensité faible de 50 uniakh le quota de carbone intracellulaire
chute au jour 5, ce qui n'est pas observé pouirdessités plus importantes. Cet effet est mis
en relation avec l'augmentation de la concentratieliulaire qui entraine une diminution
progressive de la quantité d’énergie lumineuse digp® par cellule jusqu’a un certain point
ou les cellules ne recoivent plus suffisammentude@ére pour faire fonctionner correctement
leur appareil photosynthétique et étre en mesumaétaboliser C@ La division cellulaire se
poursuivant, le quota de carbone intracellulaire dispatché dans les cellules filles et ne

pouvant plus étre renouvelé, il diminue dans Idisiles.

D’autre part,C. vulgaris cultivée avec des intensités de lumiére plus éevé20 et 180
pumol.m?%s?, est limitée par la lumiére et I'azote ; nos résslle montrent sans équivoque, ils
sont en bonne adéquation avec un modéle tenantteatepces deux limitations, inspiré du
modéle de Droop et enrichi d'un terme de limitatienlumiere (de forme Michaelis-Menten).
Le modele de Droop découple les deux phénomenmstation par les nitrates externes et
limitation par I'azote intracellulaire; la croissancellulaire peut en effet se poursuivre méme
apres la disparition des nitrates dans le miliegutire, ainsi que nous I'avons observé dans

cette étude.
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Il semblerait par contre que la culture & 50 umdlsh soit majoritairement limitée par la
lumiére bien que son quota en azote intracelluldiminue comme pour les deux autres
cultures. En effet I'application du modeéle globa rend pas compte correctement des
résultats expérimentaux. Par contre un modéle gitnpke tenant compte que de I'effet de la
lumiére est en bon accord avec les résultats erpétaux et permet de modéliser de facon
satisfaisante les évolutions de la concentratidlula@e, du quota interne en azote et de la
concentration en nitrate dans le milieu de cultere fonction du temps. Des études
complémentaires seraient nécessaires a cette faigiesité lumineuse pour déterminer le
guota intracellulaire d’azote minimal dans ces dooris de culture. Ceci permettrait une
meilleure compréhension des mécanismes complex&ddi croissance cellulaire, la variation
des quotas internes de nutriments et la variatiencdacentrations de ces nutriments dans le
milieu de culture. Ces études en culture batchégatement montré que la concentration de
CO, dans le gaz d’alimentation du réacteur pouvaiirawo impact positif sur la croissance
cellulaire et I'excrétion des exopolysaccharide®3E En effet les cellules cultivées avec
13% de CQ présentaient (hors phase exponentielle) une amiss cellulaire et une
production d’EPS plus importantes que les cellaldsvées avec 2% de GOBien que nous
n‘ayons pu mesurer la concentration de carbonegamque dissous dans ces deux cas, les
variations de pH dans la solution, assez diffésestdon la concentration de €@ans le gaz
mettent en lumiére des mécanismes d’assimilationcatbbone inorganique certainement
différents. Nous avons émis I'hypothese que ledulesl cultivées avec 2% de GO
consommeraient préférentiellement HL©@ontrairement aux cellules a 13% de Cqui
utiliseraient plutdt CQ comme source carbonée ; les rapports OO, sont en effet tres
différents dans les deux cultures par suite ddgrdiices de pH. Les cellules consommant
CO, sont avantagées car bien que la limitation erateitppuisse affecter I'activité de la
Rubisco, assimiler le carbone inorganique sousriaé CQ est moins colteux en énergie, ce
qui permet a la cellule d’allouer ces moléculesrgéiues préférentiellement & d’autres
mécanismes cellulaires permettant ainsi le mainden’activité cellulaire. La forme sous
laquelle le carbone inorganique est assimilé paelale est un facteur clé dans la promotion
de la croissance cellulaire. L’étude ne permet gasdéterminer si ces effets sont liés
directement a la concentration de L{ssous dans le milieu ou bien indirectement\alaur

du pH résultant de la concentration en,Gidsous. De futures études sont donc nécessaires
pour trancher cette question ; on pourrait par etemmener une culture de. vulgarisa
faible concentration de GOmais en maintenant un pH faible constant auxtales de 6,5.

De plus il serait intéressant de mesurer I'actigdigd’enzyme anhydrase carbonique entrant en
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jeu dans le transport de HgOdans la cellule, ce qui pourrait aider a comprenidr
comportement des cellules a de fortes teneurs endi®ous. Le fonctionnement de cette
enzyme commence a étre bien connu pour des coatiens en C@dissous faibles, comme
celles trouvées dans le milieu naturel, mais pesjylee les cellules sont cultivées a de fortes
concentrations de GOOr comprendre les mécanismes d’assimilation doioce inorganique
avec une concentration élevée de,CGissous dans le milieu de culture permettrait une
meilleure maitrise du procédé de captage de. @@ méme la mesure de l'activité de
'enzyme Rubisco pourrait nous renseigner sur césamismes. Enfin il serait intéressant de
mesurer et modéliser la production de carbone aggendissous (DOC) et non uniquement
des EPS car en ne tenant compte que des EPS lanumasion de C@est sous-estimée. De
plus les DOC peuvent avoir de nombreuses applitatqui permettraient de les valoriser,

ajoutant un intérét économique au simple procédsaptage de CO

Etude de C. vulgaris en photobioréacteur continu

Pour qu'une grande quantité de L£€bit capté par une culture de cellules algalegaut
produire une quantité de biomasse importante. tlhn@ogie de culture en continu est plus
favorable a une production importante de biomasspeemet une meilleure maitrise des
parameéetres de culture. Les essais en continu avegaana 13% de CO(proche des
concentrations industrielles) ont permis de meslegreffets du taux de dilution et de la
concentration en nitrate dans le milieu de cultatg la concentration cellulaire et la
biofixation de CQ parC. vulgaris Le modele de croissance @e vulgaris élaboré a partir
des résultats obtenus en batch, avec les valearpatameétres déterminés a cette occasion, a
éte utilisé avec plus ou moins de succes selordss il n’en reste pas moins vrai que ce
modeéle mixte Droop-lumiére est acceptable, moyenuoast Iégére adaptation de certains
parametres. Des études supplémentaires seraienhdoassaires pour valider parfaitement le
modele et expliquer physiquement la variation dégréints jeux de parametres trouves.

Les valeurs de biomasse et de biofixation de, @@surées lors de cette étude sont
prometteuses quant a l'utilisation de cette espe le captage du GODe plus il a été
démontré queC. vulgarisexcrétait une importante quantité de composésnargas dissous
(DOC), entre 14 et 22% du carbone organique t@lelte part de produits excrétés est
rarement prise en compte dans les études sur fegeage C@par une culture de microalgue.

Or il est montré dans cette étude gu’elle est apnsdte et que la négliger revient a sous-
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estimer l'efficacité du procédé. Cependant les DX@@omposent entre autres d’EPS et ceux-
ci peuvent amener a l'encrassement des parois attteté par le dépbét d’'une couche de
biofilm. Les cellules recoivent dans ce cas moiaedumniére. Or nous avons vu dans I'étude
en batch que la quantité de lumiere recue pardésles joue un réle prépondérant dans la
fixation du CQ. Par conséquent la quantification des DOC est wanpetre supplémentaire
nécessaire pour la maitrise du procédé.

Les essais en continu avec le milieu Bristol ont A |'état stationnaire un épuisement
guasi-total en nitrate. Cependant un ajout de teiteupplémentaire dans la culture @e
vulgaris n’a entrainé aucune modification de la concemnatiellulaire ni d’augmentation de
'absorption des nitrates dans le milieu ; la conicion en nitrate dans le réacteur a I'état
stationnaire correspondait en effet parfaitemelat quantité ajoutée. Ce phénomene est mis
en relation avec la limitation par la lumiére. Efeeles cellules ne recevant pas suffisamment
de lumiére pour la réaction de photosynthése, &atigé de molécules d’ATP et de NADPH
nécessaire au métabolisme de l'azote n'était pdfisaute pour consommer le nitrate
supplémentaire ajouté dans le réacteur. De plwsilkur de la constante de demi-saturation
des nitrates K estimée dans ces essais dépend de facon surgredast parametres
opératoires de la culture et a une valeur élevéegpgport a celles trouveées le plus souvent
dans la littérature. C’est certainement un poiithléadu modéle et des essais en batch ou
continu en présence de quantités trés différerdastohtes seraient précieux pour comprendre
les liens complexes unissant les trois phénomepesissance d’algues, consommation de
nitrate du milieu et accumulation positive ou négatl’azote intracellulaire. La variation du
taux de dilution (D) a entrainé une faible dimioatide la concentration cellulaire et de la
biomasse, ainsi qu'une augmentation de la biofxatdu CQ. L'augmentation de D a
également entrainé 'augmentation du quota en amtt&cellulaire. Cette augmentation du
guota intracellulaire d’azote pourrait permettrelaa croissance cellulaire d’étre moins
influencée par la concentration de nitrate en smuteEn effet le modéle prenant en compte
les limitations lumiére et nitrate est en adéqumtivec les valeurs expérimentales lorsque le
taux de dilution (D) est de 0,22,jce qui n'est plus le cas lorsque D est augmérténodele
prenant en compte uniquement la limitation en luengermet alors d’étre en accord avec les
résultats expérimentaux. De futures études somssaaes pour approfondir les mécanismes
physiologiques pouvant entrer en jeu lors de l'agigtation de D, correspondant & une
diminution du temps de séjour dans le réacteur,squiblerait mener a une adaptation des
cellules. De plus il serait intéressant de poursulertravail mené sur la modélisation de la

croissance de&. vulgaris afin de pouvoir y intégrer cette éventuelle ad@mta Enfin de
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nouvelles études se placant dans des conditionssntioiitantes en lumiére et en nitrate sont
nécessaires afin de déterminer la production dendmse et la biofixation de G@ar C.
vulgaris dans des conditions optimales de culture pour é&ranesure d’évaluer la réelle

capacité de cette algue pour un procédé de cageaGe).

Pré-Dimensionnement

Une derniere étude a concerné le calcul du voluméaldeur nécessaire pour obtenir un gaz
en sortie ne contenant plus que 2% de.Gtte étude permet de comparer l'efficacité de
trois types de réacteurs : simple, multi-étage tbpi Le réacteur simple se présente comme
étant le plus efficace car il permet d’obtenir &emditions recherchées avec un volume de
réacteur le plus petit. Ce résultat est di au neodelcroissance que nous avons employé qui
donne une vitesse croissante en fonction de laetration cellulaire et dans lequel nous
n'avons tenu compte que de la limitation par laiemn Différents points a approfondir dans
I'étude de la culture d€. vulgarisont émergé a la suite de ces calculs. Tout d’alteord
nécessité d’intégrer une possible limitation pacdacentration en carbone inorganique dans
la culture est apparue. Ensuite les calculs ne ptepas en compte la part de carbone
organique excrété par les cellules, I'efficacitéd#ela captation de GQest sous-estimée et
donc il devrait étre possible de diminuer le volude réacteur nécessaire en intégrant ce
parametre dans les calculs. Il faudrait toutef@gutier de facon tres précise en fonction des
différentes conditions de culture et en proposer ooelélisation. Cette réflexion sur le
passage a grande échelle menée en supposant disoasrde culture optimales souléve déja
de nombreux points d'interrogation qu’il convientidéclairer en vue d’'un développement

industriel éventuel.

Perspectives

Ce travail de thése a permis de montrer Qidorella vulgaris se présente comme une
candidate potentielle pour un procédé de captur€@e Malgré des conditions de culture
non optimales, les valeurs de biomasse et de dapdeibiofixation de COsont élevées par
rapport a d’autres études, ce qui est tres enceardg

Pour mener de fagon rigoureuse un projet de dévetoppt industriel, de nombreuses études

restent a faire :
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Compréhension fine des interactions entre les réifits phénomenes relatifs a la
cellule (croissance, métabolisation, excrétionkiajue des phénomeénes d’adaptation
de celle-ci ; compréhension et modélisation deckétion de DOC ; compréhension et
modélisation de la limitation en carbone

Optimisation des conditions de culture en batchcegra la méthode des plans
d’expérience en vue d’'une consommation maximal€Gg

Enrichissement du modéle avec un terme de limitat®oarbone supplémentaire, une
adaptation du modele de Droop relatif a I'azote,apputant par exemple le quota
maximal et la prise en compte de I'excrétion de DOC

Essais en continu dans des domaines plus largesidele dilution, d’apport en azote
et d’apport en carbone afin de valider le modélecidéssance, ainsi que le modele
hydrodynamique (parfaitement agité)

Essais en continu permettant d’estimegra ken fonction de divers parametres
opératoires (débits de gaz et de liquide, volumeédeteur, taille des bulles de gaz...)
afin d’obtenir une corrélation empirique qui setiéisable a toutes les échelles
Adaptation du modele pour tenir compte plus fineimdm I'effet de la lumiere en
prenant en compte les phénomenes d'ombrage et tasngmes géométriques du
réacteur

Comparaison des trois types de réacteur (mono ,étagki étages, piston) avec le
modéle définitif

Validation a une échelle intermédiaire de réacteur

Extrapolation a I'échelle industrielle

est évident que compte tenu de I'ampleur deshdfcdécrites et des compétences

requises, ce travail de développement ne pourffaige qu'en mettant en présence des

équipes de compétences tres complémentaires (l@plogénie des procédés,

modélisation...).

L’intérét de cette these est donc d’avoir ouvertdee sur un éventuel procédé industriel

utilisant une algue bien connue tout en confirnsmst potentialités ; malgre le fait que cette

algue ait été largement étudiée auparavant, deftie @ mis en lumiére des comportements

originaux, confirmé la grande complexité des phé&aas physiologiques mis en jeu et

éclairé une partie d’entre eux. Sans une compréhefiee de ces phénomenes, il sera

impossible de développer et maitriser un procédésimiel et ce travail en est la premiéere

pierre.

170



Conclusions et Perspectives

171



Références bibliographiques

Références bibliographiques

172



Références bibliographiques

Allard, B., Templier, J., 2000. Comparison of nautipid profile of various trilaminar outer
cell wall (TLS)-containing microalgae with emphasisalgaenan occurrence.
Phytochemistry.

Allen, M. M., Smith, A. J., Jun. 1969. Nitrogen atdsis in blue-green algae. Archives of
Microbiology 69 (2), 114-120.

Andersen, R. A., 2005. Algal culturing techniguElsevier Academic Press

Ashley, K. I., Mavinic, D. S., Hall, K. J., 2009.ffEct of orifice diameter, depth of air
injection, and air flow rate on oxygen transferarpilot-scale, full lift, hypolimnetic
aerator. Canadian Journal of Civil Engineering13—147.

Aslan, S., Kapdan, 1., Nov. 2006. Batch kineticsngfogen and phosphorus removal from
synthetic wastewater by algae. Ecological Engimee?i8 (1), 64—70.

Badger, M. R., Andrews, T. J., Aug. 1982. Photdsgats and inorganic carbon usage by the
marine cyanobacteriungynechococcus splant physiology 70 (2), 517-523.

Bajguz, A., Apr. 2011. Suppression Ghlorella vulgarisgrowth by cadmium, lead, and
copper stress and its restoration by endogenowssibadide. Archives of environmental
contamination and toxicology 60 (3), 406—-416.

Baker, J., Grover, J. P., Brooks, B. W., Urena-Boé&c, Roelke, D. L., Errera, R., Kiesling,
R. L., 2007. Growth and toxicity d?rymnesium parvunthaptophyta) as a function of
salinity, light, and temperature. Journal of phgoyl 43, 219-227.

Balkos, K. D., Colman, B., Jun. 2007. MechanismC&), acquisition in an acid-tolerant
chlamydomonas. Plant, Cell & Environment 30 (65+7452.

Banerjee, A., Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee,CU. 2002. Botryococcus braunii a
renewable source of hydrocarbons and other chesnic@ritical Reviews in
Biotechnology, 22 (3), 245-279.

Bartual, A., Galvez, J. A., 2002. Growth and bicoiel composition of the diatom
Phaeodactylum tricornuturat different pH and inorganic carbon levels undegusating
and subsaturating light regimes. Botanica Marinad23-501.

173



Références bibliographiques

Beardall, Stojkovic, S., Larsen, S., Dec. 2009ingvin a high CQ world: impacts of global
climate change on marine phytoplankton. Plant Eppt Diversity 2 (2), 191-205.

Beardall, J., Johnston, A., Raven, J., 1998a. Bnuiental regulation of C&concentrating
mechanisms in microalgae. Revue canadienne deiQo&an6 (6), 1010-1017.

Beardall, J., Johnston, A., Raven, J., 1998b. Bnwirental regulation of C&concentrating
mechanisms in microalgae - Canadian journal ofrpo? (6), 1010-1017.

Beardall, J., Stojkovic, S., 2006. Microalgae undgiobal environmental change:
Implications for growth and productivity, populat® and trophic flow , ScienceAsia,
1-10.

Beck, E., Ziegler, P., 1989. Biosynthesis and d#gfian of starch in higher plants. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Bagy 40 (1), 95-117.

Becker, E. W., 1994. Microalgae biotechnology anidrabiology. Cambridge University
Press.

Bhola, V., Desikan, R., Santosh, S. K., SubburafuSanniyasi, E., Bux, F., 2011. Effects
of parameters affecting biomass yield and thernedaliour ofChlorella vulgaris
Journal of Bioscience and Bioengineering 111 (3)-382.

Bilanovic, D., Andargatchew, A., Kroeger, T., SHelg., Feb. 2009. Freshwater and marine
microalgae sequestering of ¢@ different C and N concentrations - Responstaceair
methodology analysis. Energy Conversion and Manages0 (2), 262—-267.

Bischoff, H.W. and Bold, H.C., 1963: Phycologicdudies. IV. Some soil algae from
Enchanted Rock and related algal species, Uniyaritexas Publication8318: 1-95.

Birch, D. G., Elrifi, I. R., Turpin, D.H., Nov. B5. Nitrate and ammonium induced
photosynthetic suppression in N-Limit&dlenastrum minutunil. effects of N@Q and
NH," addition to CQ efflux in the light. Plant physiology 82 (3), 708L2.

Boelen, P., Beardall, 2011. Neither elevated nduced CQ affects the photophysiological
performance of the marine antarctic diato@haetoceros brevis Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology.

174



Références bibliographiques

Borkenstein, C., Knoblechner, J., Frihwirth, H.h&gerl, M., Feb. 2011. Cultivation of
Chlorella emersoniiwith flue gas derived from a cement plant. JourolApplied
Phycology 23 (1), 131-135.

Borodin, V. B., 2008. Effect of red and blue lighh acclimation ofChlamydomonas
reinhardtii to CQ-limiting conditions. Russian Journal of Plant Hbiggy 55, 441
448.

Borowitzka, M. A., Apr. 1999. Commercial productiof microalgae: ponds, tanks, tubes
and fermenters. Journal of Biotechnology 70 (1323—-321.

Bougaran, G., Bernard, O., Sciandra, A., 2010. Modeontinuous cultures of microalgae
colimited by nitrogen and phosphorus. Journal cgdritical Biology.

Boussiba, S., Resch, C. M., Gibson, J., Aug. 1984monia uptake and retention in some
cyanobacteria. Archives of Microbiology 138 (4),/2292.

Brennan, L., Owende, P., Feb. 2010. Biofuels frororoalgae - A review of technologies
for production, processing, and extractions of uoét§ and co-products. Renewable and
Sustainable Energy Reviews 14 (2), 557-577.

Burkhardt, S., Amoroso, G., Riebesell, U., Sultearey., 2001. C®and HCQ uptake in
marine diatoms acclimated to different £€ncentrations. Limnologal Oceanography
46 (6), 1378-1391.

Canto de Loura, I. C., Dubacq, J. P., Thomas, ,JA@r. 1987. The effects of nitrogen
deficiency on pigments and lipids of cyanobactd?iant physiology 83 (4), 838—843.

Carvalho, A., Silva, S., Baptista, J., Malcata,Nfar. 2011. Light requirements in microalgal
photobioreactors: an overview of biophotonic aspedpplied Microbiology and
Biotechnology 89 (5), 1275-1288.

Chae, S. R., Hwang, E. J., Shin, H. S., Jan. 2806)le cell protein production &uglena
gracilis and carbon dioxide fixation in an innovative phbtoreactor. Bioresource
technology 97 (2), 322-329.

175



Références bibliographiques

Chen, M., Tanga, H., Maa, H., Hollandb, T. C., NgayY. S., Salley, S. O., 2011. Effect of
nutrients on growth and lipid accumulation in theen algaeDunaliella tertiolecta
Bioresource Technology.

Chinnasamy, S., Ramakrishnan, B., Bhatnagar, As, Big Feb. 2009. Biomass production
potential of a wastewater al@zhlorella vulgarisARC 1 under elevated levels of €O
and temperature. International Journal of Molec8laiences 10 (2), 518-532.

Chisti, Y., May 2007. Biodiesel from microalgaeoBichnology Advances 25 (3), 294-306.

Chiu, S.-Y.Y., Kao, C.-Y., Chen, C.-H., Kuan, T.;®©ng, S.-C., Lin, C.-S., Jun. 2008.
Reduction of CQ by a high-density culture o€hlorella sp.in a semi-continuous
photobioreactor. Bioresource Technology 99 (9),933396.

Chiu, S.-Y. Y., Kao, C.-Y. Y., Tsai, M.-T. T., On&,.-C. C., Chen, C.-H. H., Lin, C.-S. S,
Jan. 2009. Lipid accumulation and gQ@tilization of Nannochloropsis oculatan
response to C{aeration. Bioresource technology 100 (2), 833-838.

Choudhury, N. K., Behera, R. K., Dec. 2001. Phdtiition of photosynthesis: Role of
carotenoids in photoprotection of chloroplast cimshts. Photosynthetica 39 (4), 481—
488.

Collos, Y., Vaquer, A., Souchu, P., Jun. 2005. hAwcation of nitrate uptake by
phytoplankton to high substrate levels. Journ&lofcology 41 (3), 466—-478.

Colman, B., Balkos, K. D., Jul. 2005. Mechanismsarafrganic carbon acquisition in two
Euglena species. Canadian Journal of Botany 8 8655-871.

Contreras, A., Garcia, F., Molina, E., MerchukCJ.1998. Interaction between g@ass
transfer, light availability, and hydrodynamic ssein the growth oPhaeodactylum
tricornutum in a concentric tube airlift photobioreactor. Richnol. Bioeng. 60 (3),
317-325.

Converti, A., Casazza, A. A., Ortiz, E. Y., Perefgo, Del Borghi, M., Jun. 2009. Effect of
temperature and nitrogen concentration on the drowhd lipid content of
Nannochloropsis oculatand Chlorella vulgaris for biodiesel production. Chemical
Engineering and Processing: Process Intensific&i8(6), 1146-1151.

176



Références bibliographiques

Cornet, J.-F., Jan. 2010. Calculation of optimakigie and ideal productivities of
volumetrically lightened photobioreactors using ttenstructal approach. Chemical
Engineering Science 65 (2), 985-998.

Cullen, J.J., Yang, X., Macintyre, H.L., 1992a. th&nt limitation in marine
photosynthesis, 69-88.

Cullen, J. J., Yang, X., Mcintyre, H. L., 1992b. tNent limitation of marine photosynthesis.
Primary productivity and biogeochemical cycle ie tea.

Cullimore, J. V., Sims, A. P., 1981. Occurrencetwb forms of glutamate synthase in
Chlamydomonas reinhardiPhytochemistry 20 (4), 597-600.

Czerny, J., Barcelos, Riebesell, U., Apr. 2009lulerice of elevated C{roncentrations on
cell division and nitrogen fixation rates in theodmh-forming cyanobacterium
Nodularia spumigenaBiogeosciences Discussions 6 (2), 4279-4304.

Davey, M., LaRoche, J., 2008. Nutrient limitatiohpicophytoplankton photosynthesis and
growth in the tropical north atlantic. Limnologidateanography.

Davies, A. G., Sleep, J. A., Jan. 1989. The phaotib&tic response of nutrient-depleted
dilute cultures ofSkeletonema costatuno pulses of ammonium and nitrate; the
importance of phosphate. Journal of Plankton Rebekt (1), 141-164.

De la Hoz Siegler, H., Ben-Zvi, A., Burrell, R. BMcCaffrey, W. C., May 2011. The
dynamics of heterotrophic algal cultures. Bioreseuechnology 102 (10), 5764-5774.

Descolasgros, C., Debilly, G., Jun. 1987. Tempeeatdaptation of RuBP carboxylase:
kinetic properties in marine antarctic diatoms.réaliof Experimental Marine Biology
and Ecology 108 (2), 147-158.

Dickman, E. M., Vanni, M. J., Horgan, M. J., 200&teractive effects of light and nutrients
on phytoplankton stoichiometry. Oecologia 149 (4).

Doucha, J., Straka, F., Livansky, K., Oct. 2005lizdttion of flue gas for cultivation of
microalgaeChlorella sp.in an outdoor open thin-layer photobioreactor. rdal of
Applied Phycology 17 (5), 403—-412.

177



Références bibliographiques

Douskova, I., Doucha, J., Livansky, K., Machat,Nbyak, P., Umysova, D., Zachleder, V.,
Vitova, M., Feb. 2009. Simultaneous flue gas biadiation and reduction of
microalgal biomass production costs. Applied Micobdigy and Biotechnology 82 (1),
179-185.

Dragone, G., Teixeira, J. A., 2011. Nutrient lirtida as a strategy for increasing starch
accumulation in microalgae. Applied Energy 88, 33385

Droop, M. R., 1973. Some thoughts on nutrient &tnin in algael. Journal of Phycology
9 (3), 264-272.

Dubinsky, Z., Schofield, O., 2010. From the ligbt the darkness: thriving at the light
extremes in the oceans. Hydrobiologia 639, 153-171.

Dziwulska, U., Bajguz, A., Godlewska-Zylkiewicz, ,BDec. 2004. The use of algae
Chlorella vulgarisimmobilized on Cellex-T support for Separationtfrgcentration of
trace amounts of platinum and palladium before GBAdetermination. Analytical
Letters 37 (10), 2189-2203.

Edwards, T. J., Maurer, G., Newman, J., Prausditk]., 1978. Vapor-liquid equilibria in
multicomponent aqueous solutions of volatile welgkteolytes. AIChE J. 24 (6), 966—
976.

Eisele, R., Ullrich, W. R., Jan. 1977. Effect ougbse and C®on nitrate uptake and
coupled OH flux inAnkistrodesmus brauniPlant physiology 59 (1), 18-21.

Engel, A., Jan. 2002. Direct relationship betwedd, @ptake and transparent exopolymer
particles production in natural phytoplankton. Jalrof Plankton Research 24 (1), 49—
53.

Eppley, R. W., Thomas, W. H., 1969. Comparison alf-Baturation constants for growth
and nitrate uptake of marine phytoplankton. Jouof&hycology 5 (4), 375-379.

Estevez, M. S., Malanga, G., Puntarulo, S., 200&n-tlependent oxidative stress in
Chlorella vulgaris Plant Science.

178



Références bibliographiques

Ethier, S., Woisard, K., Vaughan, D., Wen, Z., J@8A11. Continuous culture of the
microalgaeSchizochytrium limacinummn biodiesel-derived crude glycerol for producing
docosahexaenoic acid. Bioresource technology 10388+93.

Falkowski, P. G., Raven, J. A., 2007. Aquatic pkgitdhesis. Second Edition. Princeton
University Press

Falkowski, P. G., Sukenik, A., Herzig, R., 1989trbigen limitation inlsochrysis galbana
(haptophyceae) relative abundance of chloroplasteprsl. Journal of Phycology
25 (3), 471-478.

Fan, L., Zhang, Y., Zhang, L., Chen, H., Nov. 2088aluation of a membrane-sparged
helical tubular photobioreactor for carbon dioxidiefixation by Chlorella vulgaris
Journal of Membrane Science 325 (1), 336-345.

Filali, R., Tebbani, S., Dumur, D., Isambert, Aar€au, D., Lopes, F., 2010. IFAC-
PapersOnLine: Identification of the growth modelgmaeters for a culture @hlorella
vulgarisin a photobioreactor. Computer Applications intBahnology

Findenegg, G. R., 1980a. Inorganic carbon transpomticroalgae I: Location of carbonic
anhydrase and HG@OH exchange. Plant Science Letters 17, 101-108.

Findenegg, G. R., 1980b. Inorganic carbon transpamicroalgae 1lI: uptake of HCOions
during photosynthesis of five microalgal specidanPScience Letters 18, 289-297.

Fulke, A.B., Mudliar, S.N., Yadav, R., Shekh, ASrinivasan, N., Ramanan, R,
Krishnamurthi, K., Devi, S. S., Chakrabarti, T., Wd010. Bio-mitigation of CQ
calcite formation and simultaneous biodiesel preots production usin@hlorella sp.
Bioresource Technology 101 (21), 8473-8476.

Gao, K., Li, P., Watanabe, T., Walter Helbling, EQ08. Combined effects of ultraviolet
radiation and temperature on morphology, photosgith and DNA ofArthrospira
(spirulina)platensig(cyanophyta). Journal of Phycology 44, 777-786.

Gauthier, D. A. A., Turpin, D. H. H., Feb. 1994 ofganic phosphate (Pi) enhancement of
dark respiration in the Pi-Limited green al@elenastrum minutunfinteractions
between H+/Pi cotransport, the plasmalemma H+-A&Pasd dark respiratory carbon
flow). Plant physiology 104 (2), 629-637.

179



Références bibliographiques

Gerloff-Elias, A., Spijkerman, E., Proschold, TO0B. Effect of external pH on the growth,
photosynthesis and photosynthetic electron tramspbiChlamydomonas acidophila
negorq isolated from an extremely acidic lake (pH 2Blant, Cell and Environment
28, 1218-1229.

Giordano, M., Beardall, J., Raven, J. A., 2005.,@0ncentrating mechanisms in algae:
mechanisms, environmental modulation, and evolu#omual review of plant biology
56, 99-131.

Giordano, M., Bowes, G., Nov. 1997. Gas exchangk @allocation inDunaliella salina
cells in response to the n source and,COncentration used for growth. Plant
physiology 115 (3), 1049-1056.

Glass, Wolfe-Simon, Anbar, 2009. Coevolution of ahetvailability and nitrogen
assimilation in cyanobacteria and algae. Geobiology

Godechot, J., 1962. Chronique. French Historicatlies 2 (4).

Gordillo, F. J. L., Jiménez, C., Figueroa, F. LielN F. X., 2003. Influence of elevated €O
and nitrogen supply on the carbon assimilationgsarhnce and cell composition of the
unicellular algaDunaliella viridis. Physiologia Plantarum 119 (4), 513-518.

Gordon, J. M., Polle, J. E. W., 2007. Ultrahigh grmductivity from algae. Applied
Microbiology Biotechnology 76, 969-975.

Gouveia, L., Batista, L. P., Sousa, |., Raymundg,Bandarra, N. M., 2008. microalgae in
novel food product.

Grant, B., Turner, 1., Jun. 1969. Light-stimulateitrate and nitrite assimilation in several
species of algae. Comparative Biochemistry andiBloggy 29 (3), 995-1004.

Grant, B. R., Dec. 1968. The effect of carbon diexconcentration and buffer system on
nitrate and nitrite assimilation byDunaliella tertiolecta Journal of General
Microbiology 54 (3), 327-336.

Greque de Morais, M., Costa, J., Sep. 2007. Cadiaxide fixation byChlorella kessleri
C. vulgaris Scenedesmus obliquasd Spirulina sp.cultivated in flasks and vertical
tubular photobioreactors. Biotechnology Letter{@29 1349-1352.

180



Références bibliographiques

Grossman, A., 2000. Acclimation Ghlamydomonas reinhardtio its nutrient environment.
Protist 151 (3), 201-224.

Guy, R.D., Vanlerberghe, G.C., Turpin, D.H., Apr989. Significance of
phosphoenolpyruvate carboxylase during ammoniummédation: Carbon isotope
discrimination in photosynthesis and respiration the N-Limited green alga
Selenastrum minuturlant physiology 89 (4), 1150-1157.

Halle, 1., Janczyk, P., Freyer, G., Souffrant, W. B009. Effect of microalga€hlorella
vulgarison laying hen performance. Archiva Zootechnicgd2)25-13.

Hanagata, N., Takeuchi, T., Karube, I., 1992. Taslee of microalgae to hugh ¢@nd high
temperature. phytochemistry.

Harker, M., Tsavalos, A.J., Young, A.J., 1996.ctbes responsible for astaxanthin
formation in the chlorophytelaematococcus pluvialiBioresource Technology.

Hein, M., Pedersen, M. F., Sand-Jensen, K., 19@®&-&pendent nitrogen uptake in micro-
and macroalgae. Marine Ecology Progress Serieg1:33 247-253.

Henderson, R. K., Baker, A., Parsons, S. A., Jeffer B., Jul. 2008. Characterisation of
algogenic organic matter extracted from cyanobaxctgreen algae and diatoms. Water
research 42 (13), 3435-3445.

Henley, W. J., Levavasseur, G., Franklin, L. A,n@sd, C. B., Ramus, J., May 1991.
Photoacclimation and photoinhibition idlva rotundata as influenced by nitrogen
availability. Planta 184 (2), 235-243.

Herrig, R., Falkowski, P.G., Sep. 1989. Nitrogemitation in Isochrysis galbana
(haptophyceae): photosynthetic energy conversiah giowth efficiencies. Journal of
Phycology 25 (3), 462-471.

Hill, K. L., Hassett, R., Kosman, D., Merchant, 8¢t. 1996. Regulated copper uptake in
Chlamydomonas reinhardtiin response to copper availability. Plant physgio
112 (2), 697-704.

Hill, W. R., Fanta, S.E., 2008. Phosphorus andtligolimit periphyton growth at
subsaturating irradiances. Freshwater Biology 3;-225.

181



Références bibliographiques

Ho, S.-H., Chen, C.-Y., Lee, D.-J., Chang, J.-SarN011. Perspectives on microalgal £0
emission mitigation systems - a review. Biotechgglédvances 29 (2), 189-198.

Ho, S.-H., Chen, W.-M., Chang, J.-S., Nov. 2082enedesmus obliqudNW-n as a
potential candidate for GO mitigation and biodiesel production. Bioresource
Technology 101 (22), 8725-8730.

Hofmann, D. J., Butler, J. H., Dlugokencky, E.Elkins, J. W., Masarie, K., Montzka, S. A.,
Tans, P., 2006. The role of carbon dioxide in ctamforcing from 1979 to 2004:
introduction of the annual greenhouse gas indelud:eSeries B 58, 614-619.

Hofmann, D. J., Butler, J. H., Tans, P. T., 200&e&W look at atmospheric carbon dioxide.
Atmospheric Environment 43 (12), 2084—-2086.

Huertas, E., Jun. 2000. Effects of dissolved inoigaarbon availability on growth, nutrient
uptake and chlorophyll fluorescence of two speoiesiarine microalgae. Aquacultural
Engineering 22 (3), 181-197.

Huisman, J., Matthijs, H. C. P., Visser, P. M., ®alH., Sigon, C. A. M., Passarge, J.,
Weissing, F. J., Mur, L. R., 2002. Principles oé tight-limited chemostat: theory and
ecological applications. Antonie van Leeuwenhoekl@T7-133.

Hulatt, C. J., Thomas, 2011. Productivity, carbaoxile uptake and net energy return of
microalgal bubble column photobioreactors. Bioreseurechnology. 102, 5775-5787

Huner, N. P. A., Oquist, G., Sarhan, F., 1998. Bydralance and acclimation to light and
cold. trends in plant science 3 (6), 224-230.

Intergovernmental Panel on Climate Change.2005. b&ar dioxide capture and
storage.(IPCC)

Iwasaki, I., Hu, Q., Kurano, N., Miyachi, S., JuR98. Effect of extremely high-CQtress
on energy distribution between photosystem | andtgdystem Il in a ‘high-C®
tolerant green algaChlorococcum littoraleand the intolerant green al@ichococcus
bacillaris. Journal of Photochemistry and Photobiology B:l&yy 44 (3), 184-190

182



Références bibliographiques

Jacob, J., Lawlor, D. W., 1993. In vivo photosyniteslectron transport does not limit
photosynthetic capacity in phosphate-deficient lsuwvdgr and maize leaves. Plant, Cell
& Environment 16 (7), 785-795.

Jacob-Lopes, E., Revah, S., Hernandez, S., ShKai, Franco, T.T., Nov. 2009.
Development of operational strategies to removéarardioxide in photobioreactors.
Chemical Engineering Journal 153 (1-3), 120-126.

Jeffrey, S. W., Wright, S. W., 2006. Photosyntheigments in marine microalgae: insights
from cultures and the sea. In Algal cultures, Agaks of blooms and applications,
volume 1

Jiang, H., Gao, K., 2004. Effects of lowering temgpere during culture on the production of
polyunsaturated fatty acids in the marine diatdPmaeodactylum tricornutum
(bacillariophyceae). Journal of Phycology 40, 6534-6

Jong-Yuh, C., Mei-Fen, S., Jul. 2005. Potential dgipcemic effects ofChlorella in
streptozotocin-induced diabetic mice. Life scientég9), 980-990.

Justo, G. Z., Silva, M. R., Queiroz, M. L. S., J2A01. Effects of the green alg@alorella
vulgaris on the response of the host hematopoietic systemttaperitoneal ehrlich
ascites tumor transplantation in mice. Immunophaottgy and Immunotoxicology
23 (1), 119-132.

Kang, C.D., Lee, J. S., Park, T. H., Sim, S. 0072 Complementary limiting factors of
astaxanthin synthesisduring photoautotrophic indocbf Haematococcus pluvialis
C/N ratio and light intensity. Appl Microbiol Bioténol. 74, 987-994

Kantarci, N., Borak, F., Ulgen, K. O., 2005. Bublol@um reactors. Process Biochemistry
40, 2263-2283.

Kaplan, A., Reinhold, L., 1999. GOconcentrating mechanisms in photosynthetic
microorganisms. Annual Review of Plant Physiologyd @Plant Molecular Biology
50 (1), 539-570.

183



Références bibliographiques

Kaplan, A., Zenvirth, D., Marcus, Y., Omata, T.,&@@, T., Jun. 1987. Energization and
activation of inorganic carbon uptake by light yanobacteria. Plant physiology 84 (2),
210-213.

Kaplan, D., Heimer, Y. M., Abeliovicha, A., Goldsiugh, P. B., 1995. Cadmium toxicity
and resistance i@hlorella sp Plant Science 109 (2), 129-137.

Katano, 2009. Effect of temperature on inorganideca acquisition ofChlamydomonas
reinhardtii. Journal Of Freshwater Ecology.

Katsuda, T., Shimahara, K., Shiraishi, H., Yamagakj Ranjbar, R., Katoh, S., 2006.
Effect of flashing light from blue light emittingi@des on cell growth and astaxanthin
production ofHaematococcus pluvialiSThe Society for Biotechnology, Japan 102 (5),
442-446.

Keffer, J. E., Kleinheinz, G. T., Nov. 2002. UseGiflorella vulgarisfor CO, mitigation in a
photobioreactor. Journal of Industrial Microbiolo§yBiotechnology 29 (5), 275-280.

Kim, J., Lingaraju, B. P., Rheaume, R., Lee, J.-Siddiqui, K. F., 2010. Removal of
ammonia from wastewater effluent b@hlorella wvulgaris Tsinghua Science &
Technology 15 (4), 391-396.

Kolber, Z., Zehr, J., Falkowski, P., Nov. 1988. defs of growth irradiance and nitrogen
limitation on photosynthetic energy conversion imofmsystem Il. Plant physiology
88 (3), 923-929.

Kommareddy, A., Anderson, G., Sep. 2004. Study wahtl requirements of a
photobioreactor. 2004 North Central ASAE/CSAE Coarfiee, Winnipeg. 1-8

Konishi, F., Tanaka, K., Kumamoto, S., HasegawaOkuda, M., Yano, I., Yoshikai, Y.,
Nomoto, K., 1990. Enhanced resistance agaiBstherichia coli infection by
subcutaneous administration of the hot-water ektrat Chlorella vulgaris in
cyclophosphamide-treated mice. Cancer immunologgunotherapy : Cll 32 (1), 1-7.

Kozlowska-Szerenos, Bialuk, Maleszewski, 2004. Bokaent of photosynthetic ,O
evolution inChlorella vulgarisunder high light and increased £€bncentration as a
sign of acclimation to phosphate deficiency. 423-409

184



Références bibliographiques

Kippers, U., Weidner, M., Apr. 1980. Seasonal vanaof enzyme activities ihaminaria
hyperboreaPlanta 148 (3), 222-230.

Kurano, N., lkemoto, H., Miyachi, S., 1995. Fixatiand utilization of carbon dioxide by
microalgal photosynthesis. Energy convers mgmt;-689.

Kurano, N., Miyachi, S., Jan. 2004. Microalgal sésdfor the 21st century. Hydrobiologia
512 (1), 27-32.

La Fontaine, S., Quinn, J. M., Nakamoto, S. S.,ePad. D., Gbhre, V., Moseley, J. L.,
Kropat, J., Merchant, S., Oct. 2002. Copper-depeiden assimilation pathway in the
model photosynthetic eukaryot@hlamydomonas reinhardtiiEukaryotic cell 1 (5),
736-757.

Leung, S. M., Little, J. C., Holst, T., Love, N.,&006. Air/Water oxygen transfer in a
biological aerated filter. Journal of Environmertagineering. 132(2), 181-189

Li, D., Cong, W., Cai, Z., Shi, D., Ouyangl, F. 020 Effect of iron stress, light stress, and
nitrogen source on physiological aspects of mare tide alga. Journal of Plant
Nutrition. 27 (1), 29-41.

Li, W. K. W., Goldman, J. C., Jun. 1981. Problemsestimating growth rates of marine
phytoplankton front“C assays. Microbial Ecology 7 (2), 113-121.

Lourenco, S. O., Barbarino, E., Lavin, P. L., MaguU. M., Aidar, E., 2004. Distribution
of intracellular nitrogen in marine microalgae: €dhtion of new nitrogen-to-protein
conversion factors. European Journal of Phycol&(13, 17-32.

Lv, J.-M., Cheng, L.-H., Xu, X.-H., Zhang, L., Chdt.-L., 2010. Enhanced lipid production
of Chlorella vulgarisby adjustment of cultivation conditions. BioresmiTechnology.
101, 6797-6804

Maclintyre, Cullen, 2005. Using cultures to investey the physiological ecology of
microalgae. Algal Culturing techniques. Elsevier.In

Mandalam, R. K., Palsson, B., 1998. Elemental lzatgn of biomass and medium
composition enhances growth capacity in high-dgn€hlorella vulgaris cultures.
Biotechnol. Bioeng. 59 (5), 605-611.

185



Références bibliographiques

Manuel, L. J., Moroney, J. V., 1988. Inorganic @arbaccumulation byChlamydomonas
reinhardtii. New proteins are made during adaptation to low..(@ant Physiology
88 (2), 491-496.

Masojidek, J., Kopecka, J., Koblizek, M., Torzil®,, 2004. The xanthophyll cycle in green
algae (chlorophyta): Its role in the photosynthejiparatus. Plant Biology 6 (3), 342—
349.

Mata, T. M., Martins, A. A., Caetano, N., Jan. 20Microalgae for biodiesel production and
other applications: A review. Renewable and SuatdenEnergy Reviews 14 (1), 217-
232.

Mendoza, H., Martel, A., Jiménez del Rio, M., Garfkina, G., Feb. 1999. Oleic acid is the
main fatty acid related with carotenogenesidDumaliella salina Journal of Applied
Phycology 11 (1), 15-19.

Mercado, J. M., 2004. Blue light effect on growtlght absorption characteristics and
photosynthesis of five benthic diatom strains. Agu&otany Volume 78, Issue 3,
March 2004, Pages 265-277.

Michel, K.-P., Pistorius, E. K., Jan. 2004. Adaatof the photosynthetic electron transport
chain in cyanobacteria to iron deficiency: The fioT of IdiA and IsiA. Physiologia
Plantarum 120 (1), 36-50.

Miyachi, S., lwasaki, I., Shiraiwa, Y., Aug. 2003istorical perspective on microalgal and
cyanobacterial acclimation to low- and extremelghhCQ conditions. Photosynthesis
Research 77 (2), 139-153.

Miyachi, S., Miyachi, S., Mar. 1987. Some biocheahichanges related to starch breakdown
induced by blue light illumination and by additiohammonia taChlorella cells Plant
and Cell Physiology 28 (2), 309-314.

Mizoguchi, T., Takehara, I., Masuzawa, T., Saitqg, Naoki, Y., Sep. 2008. Nutrigenomic
studies of effects o€Chlorella on subjects with high-risk factors for lifestylelated
disease. Journal of medicinal food 11 (3), 395-404.

Molina Grima, E., Fernandez, F. G. A., Garca Camach., Chisti, Y., Apr. 1999.
Photobioreactors: light regime, mass transfer, scaleup. Journal of Biotechnology
70 (1-3), 231-247.

186



Références bibliographiques

Morel, F. M. M., Reinfelder, J. R., Roberts, S. Bhamberlain, C. P., Lee, J. G., Yee, D.,
Jun. 1994. Zinc and carbon co-limitation of marptgtoplankton. Nature 369 (6483),
740-742.

Morita, K., Matsueda, T., lida, T., Hasegawa, TepS1999.Chlorella accelerates dioxin
excretion in rats. The Journal of Nutrition 129, (8§J31-1736.

Moroney, J.V., Ynalvez, R. A., Aug. 2007. Proposedrbon dioxide concentrating
mechanism irfChlamydomonas reinhardtiEukaryotic Cell 6 (8), 1251-1259.

Moseley, J., Quinn, J., Eriksson, M., Merchant, ay 2000. The crdl gene encodes a
putative di-iron enzyme required for photosysteactumulation in copper deficiency
and hypoxia irChlamydomonas reinhardtirhe EMBO journal 19 (10), 2139-2151.

Moseley, J. L., Allinger, T., Herzog, S., Hoerth, Wehinger, E., Merchant, S., Hippler, M.,
Dec. 2002. Adaptation to Fe-deficiency requires aéeting of the photosynthetic
apparatus. The EMBO journal 21 (24), 6709-6720.

Moseley, J. L., Chang, C.-W. W., Grossman, A. Bn. 2006. Genome-based approaches to
understanding phosphorus deprivation response$8&mi control inChlamydomonas
reinhardtii. Eukaryotic cell 5 (1), 26—-44.

Mouget, J. L., 2004. Acclimation dfaslea ostrearido light of different spectral qualities -
confirmation of 'chromatic adaptation’ in diatom3ournal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology. 75 (1-2) 1-11

Muller-Feuga, A., Oct. 2000. The role of microalgaeaquaculture: situation and trends.
Journal of Applied Phycology, 527-534.

Murakami, M., Yamada, F., Takimoto, T., 1998. Thadpical CQ fixation usingChlorella
sp. with high capability in fixing C@ Studies in Surface Science and Catalysis. 114,
315-320

Necchi, O., Ribeiro Zucchi, M., 2001. Photosyntbgterformance of freshwater rhodophyta
in response to temperature, irradiance, pH anddiuhythm. Phycological Researc 49,
305-318.

Neto, I. E., Zhu, D. Z., Rajaratnam, N., 2008. Wjection in water with different nozzles.
Journal of Environmental Engineering 134 (4), 2884+:2

187



Références bibliographiques

Nield, J., Redding, K., Hippler, M., Dec. 2004. Rmeling of light-harvesting protein
complexes inChlamydomonasn response to environmental changes. Eukaryolic ce
3 (6), 1370-1380.

Noda, K., Ohno, N., Tanaka, K., Kamiya, N., Okudé, Yadomae, T., Nomoto, K.,
Shoyama, Y., 1996. A water-soluble antitumor glyod@in from Chlorella vulgaris.
Planta Medica 62 (5), 423-426.

Ogawa, T., Ogren, W. L., 1985. Action spectra focuanulation of inorganic carbon in the
cyanobacteriumAnabaena variabilis Photochemistry and Photobiology 41 (5), 583
587.

Ogbonna, J., Tanaka, H., 1996. Night biomass Indschanges in biochemical composition
of cells during light/dark cyclic culture ofChlorella pyrenoidosa Journal of
Fermentation and Bioengineering. 6, 558-564

Ogbonna, J., Yada, H., Tanaka, H., 1995. Kineticlgton Light-Limited batch cultivation
photosynthetic cells. Journal of fermentation ameBgineering 80 (3), 259-264.

Oh, S. J., 2008. Effects of irradiance of variows/glengths from light-emitting diodes on
the growth of the harmful dinoflagellatéeterocapsa circularisquamand the diatom
Skeletonema costaturfisheries Science Feb2008, Vol. 74 Issue 1, d¥%/-9p, 6
Graph.

Okamoto, K., lizuka, Y., Murakami, T., Miyake, HSuzuki, T., Jul. 1978. Effects of
Chlorella alkali extract on blood pressure in SHR. Japanesetournal 19 (4), 622—
623.

Olaizola, M., Dec. 2003. Microalgal removal &f, from flue gases: Changes in medium pH
and flue gas composition do not appear to affextptmotochemical yield of microalgal
cultures. Biotechnology and Bioprocess Enginee8iri§), 360-367.

Osborne, B. A., Geider, R. J., 1986. Effect ofatgrnitrogen limitation on photosynthesis of
the diatom Phaeodactylum tricornutum bohlifbacillariophyceae). Plant, Cell &
Environment 9 (8), 617—-625.

Paz, Y., Shimoni, E., Weiss, M., Pick, U., Jul. 20E&ffects of iron deficiency on iron
binding and internalization into acidic vacuolesDanaliella salina Plant physiology
144 (3), 1407-1415.

188



Références bibliographiques

Peers, G., Truong, T. B., Ostendorf, E., BuschBkad, D., Grossman, A. R., Hippler, M.,
Niyogi, K. K., 2009. An ancient light-harvestinggbein is critical for the regulation of
algal photosynthesis. nature 462.

Perez-Garcia, O., De-Bashan, L. E., Hernandez,,JBB&shan, Y., 2010. Efficiency of
growth and nutrient uptake from wastewater by lotephic, autotrophic, and
mixotrophic cultivation ofChlorella vulgarisimmobilized withAzospirillum brasilense
Journal of Phycology 46 (4), 800-812.

Person, J., 2011. Algues, filiere du futur, Adebabt.

Persic, V., Horvatic, J., Has-Schén, E., BogutMar. 2009. Changes in N and P limitation
induced by water level fluctuations in nature pddpackirit (croatia): nutrient
enrichment bioassay. Aquatic Ecology 43 (1), 27-36.

Pesheva, I., Kodama, M., Dionisio-Sese, M. L., Mhia S., Jan. 1994. Changes in
photosynthetic characteristics induced by transfgrAir-Grown cells ofChlorococcum
littorale to High-CQ conditions. Plant and Cell Physiology 35 (3), 37®%~3

Phukan, M. M., Chutia, R. S., Konwar, B. K., Kataki., 2011. Microalga€hlorella as a
potential bio-energy feedstock. Applied Energy 88)(

Plumley, F. G., Schmidt, G. W., Apr. 1989. Nitroggependent regulation of photosynthetic
gene expression. Proceedings of the National Acgddr8ciences of the United States
of America 86 (8), 2678-2682.

Porra, R., Feb. 1990. The assay of chlorophyllsnd b converted to their respective
magnesium-rhodochlorin derivatives by extractioanir recalcitrant algal cells with
aqueous alkaline methanol: Prevention of allomé&drawith reductants. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics 1015 (3), 4982.

Powell, E. E., Mapiour, M. L., Evitts, R. W., HilG. A., Jan. 2009. Growth kinetics of
Chlorella vulgarisand its use as a cathodic half cell. Bioresoureehfiology 100 (1),
269-274.

Prézelin, B. B., Samuelsson, G., Matlick, H. A.,tQk986. Photosystem Il photoinhibition
and altered kinetics of photosynthesis during eatrdependent high-light
photoadaptation i@onyaulax polyedraMarine Biology 93 (1), 1-12.

189



Références bibliographiques

Pruvost, J., Van Vooren, G., Cogne, G., Legrand)dc. 2009. Investigation of biomass and
lipids production with Neochloris oleoabundansn photobioreactor. Bioresource
technology 100 (23), 5988-5995.

Pruvost, J., Van Vooren, G., Le Gouic, B., Couzidetssion, A., Legrand, J., Jan. 2011.
Systematic investigation of biomass and lipid pitity by microalgae in
photobioreactors for biodiesel application. Biorgse technology 102 (1), 150-158.

Pugh, N., Ross, S. A., EISohly, H. N., EISohly, M, Pasco, D. S., Nov. 2001. Isolation of
three high molecular weight polysaccharide prepamat with potent
immunostimulatory activity fromSpirulina platensis aphanizomenon flos-aquae and
Chlorella pyrenoidosaPlanta medica 67 (8), 737—742.

Qiang, H., Richmond, A., 1996. Productivity and fasynthetic efficiency ofSpirulina
platensisas affected by light intensity, algal density aate of mixing in a flat plate
phot - oilgae blog. Journal of Applied Phycologyl89-145.

Qiang, H., Zarmi, Y., Richmond, A., 1998a. Combiredtects of light intensity, light-path
and culture density on output rate $pirulina platensis(cyanobacteria). European
Journal of Phycology 33 (02), 165-171.

Qiang, H., Zarmi, Y., Richmond, A., May 1998b. Canddl effects of light intensity, light-
path and culture density on output rateSpfrulina platensigcyanobacteria). European
Journal of Phycology 33 (2), 165-171.

Quisel, J. D., Wykoff, D. D., Grossman, A. R., JU896. Biochemical characterization of
the extracellular phosphatases produced by phoggftaprived Chlamydomonas
reinhardtii. Plant physiology 111 (3), 839-848.

Rao, D. V.S., Pan, Y., Al-Yamani, F., 2005. Grow#imd photosynthetic rates of
Chlamydomonas plethorand Nitzschia frustulacultures isolated from kuwait bay,
arabian gulf, and their potential as live algal dofor tropical mariculture. Marine
Ecology 26, 63-71.

Raven, 2011. Effects on marine algae of changedvegea chemistry with increasing
atmospheric C@ Biology and Environment: Proceedings of the Rdyiah Academy.
111B, 1-17

Raven, Geider, 1988. Temperature and algal groMafx phytologist. 110(4), 441-461

190



Références bibliographiques

Raven, J. A., Beardall, J., 2003. Carbon acquisititechanisms of algae: Carbon dioxide
diffusion and carbon dioxide concentrating mechasisPhotosynthesis in Algae. 225—-
244,

Rhee, G.Y., Gotham, I.J., 1981. The effect ofimmmental factors on phytoplankton
growth: Light and the interactions of light withtnasite limitation. Limnology and
Oceanography 26 (4). 649-659

Rhiel, E., Krupinska, K., Wehrmeyer, W., Nov. 19&dfects of nitrogen starvation on the
function and organization of the photosynthetic rhemes inCryptomonas maculata
(cryptophyceae). Planta 169 (3), 361-369.

Ribeiro Zucchi, M., Necchi, O., 2011. Effects ofmjgerature, irradiance and photoperiod on
growth and pigment content in some freshwater rg@aeain culture. Phycological
Research 49, 103-114.

Richardson, B., Orcutt, D. M., Schwertner, H. A.atinez, C. L., Wickline, H. E., Aug.
1969. Effects of nitrogen limitation on the growethd composition of unicellular algae
in continuous culture. Applied microbiology 18 (245-250.

Richmond, A., 2004. Handbook of microalgal cultus&itechnology and applied phycology.

Riebesell, U., 2004. Effects of GQenrichment on marine phytoplankton. Journal of
Oceanography, 719-729.

Robert, D., 1998. Biologie végétale, volume 1: oigation cellulaire.

Rochaix, J.D., Dec. 2001. Assembly,function, anghagnics of the photosynthetic
machinery inChlamydomonas reinhardtiPlant physiology 127 (4), 1394-1398.

Rowley, W. M., 2010. Nitrogen and phosphorus bis¥ideetic model forChlorella
vulgarisin a biofuel production scheme.

Sakai, N., Sakamoto, Y., Kishimoto, N., Chihara, Klarube, 1., Jun. 199%hlorella strains
from hot springs tolerant to high temperature argh ICQ,. Energy Conversion and
Management 36 (6-9), 693—696.

191



Références bibliographiques

Sanchez, J. F., 2008. Biomass and lutein prodtgifiScenedesmus almeriensigluence
of irradiance, dilution rate and temperature. AgglMicrobiology & Biotechnology 79,
719-729.

Sanchez Miron, A., Ceron Garcia, M-C., Garcia Cdmad¢-., Molina Grima, E., Chisti, Y.,
2002. Growth and biochemical characterization otroalgal biomass produced in
bubble column and airlift photobioreactors: studieded-batch culture. Enzyme and
Microbial Technology 31 (7), 1015-1023.

Sasaki, T., Pronina, N. A., Maeshima, M., lwasdki,Kurano, N., Miyachi, S., 1999.
Development of vacuoles and vacuoldrATTPase activity under extremely high €0
conditions inChiorococcum littoralecells. Plant Biology 1 (1), 68—75.

Satoh, A., Kurano, N., Senger, H., Miyachi, S., Ap002. Regulation of energy balance in
photosystems in response to changes in @Dcentrations and light intensities during
growth in Extremely-High-C@tolerant green microalgae. Plant and Cell Phyglo
43 (4), 440-451.

Sciandra, A., Gostan, J., Collos, Y., Descolas-Gés Leboulanger, C., Martin-Jézéquel,
V., Denis, M., Lefévre, D., Copin, C., Avril, B.,927. Growth compensating
phenomena in continuous culturesinaliella tertiolectalimited simultaneously by
light and nitrate. Limnology Oceanography 42 (328-1339.

Sciandra, A., Lazzara, L., Claustre, H., Babin, B000. Responses of growth rate, pigment
composition and optical properties Gfyptomonas spto light and nitrogen stresses.
Marine Ecology progress series 201, 107-120.

Sciandra, A., Ramani, P., May 1994. The steadgstat continuous cultures with low rates
of medium renewal per cell. Journal of Experimeritidrine Biology and Ecology
178 (1), 1-15.

Scragg, A. H., Morrison, J., Shales, S. W., 200Be Tise of a fuel containinGhlorella
vulgarisin a diesel engine. Enzyme and Microbial Technpldg (7), 884—889.

Smith, R. G., Vanlerberghe, G.C., Stitt, M., TurpiD. H., Oct. 1989. Short-Term
metabolite changes during transient ammonium akdion by the N-Limited green
algaSelenastrum minutur®lant physiology 91 (2), 749-755.

192



Références bibliographiques

Smith, S. 1., Yamanaka, Y., Pahlow, M., Oschlies, 2009. Optimal uptake kinetics:
physiological acclimation explains the pattern tfate uptake by phytoplankton in the
ocean. Marine Ecology Progress Series 384, 1-13.

Soletto, D., Binaghi, L., Ferrari, L., Lodi, A., Galho, J. C. M., Zilli, M., Converti, A., Apr.
2008. Effects of carbon dioxide feeding rate agtitlintensity on the fed-batch pulse-
feeding cultivation of Spirulina platensisin helical photobioreactor. Biochemical
Engineering Journal 39 (2), 369-375.

Solovchenko, A., Merzlyak, M. N., Khozin-Goldber, Cohen, Z., Boussiba, S., 2010.
Coordinated carotenoid and lipid syntheses induded Parietochloris incisa
(chlorophyta, trebouxiophyceae) mutant deficient dbd desaturase by nitrogen
starvation and high light. Journal of phycology 463—772.

Sorokin, C., Apr. 1965. Carbon dioxide and cellision. Nature 206 (4979), 35-37.

Spalding, M., Critchley, C., Govindjee, Orgren, \Bun. 1984. Influence of carbon dioxide
concentration during growth on fluorescence inductharacteristics of the green alga
Chlamydomonas reinhardiPhotosynthesis Research 5 (2), 169-176.

Spijkerman, E., Dec. 2007. Phosphorus acquisitiprChlamydomonas acidophilander
autotrophic and osmo-mixotrophic growth conditiodsurnal of Experimental Botany
58 (15-16), 4195-4202.

Spolaore, P., Joannis-Cassan, C., Duran, E., IlsamBe, Feb. 2006. Commercial
applications of microalgae. Journal of Bioscienee Bioengineering 101 (2), 87-96.

Stevens, S. E., Van Baalen, C., Feb. 1973. Chaistate of nitrate reduction in a mutant of
the Blue-Green algagmenellum quadruplicaturlant physiology 51 (2), 350-356.

Subba, D.V., Pan, Y., Al-Yamani, F., Mar. 2005.06th and photosynthetic rates of
Chlamydomonas plethorand Nitzschia frustulacultures isolated from kuwait bay,
arabian gulf, and their potential as live algal dofor tropical mariculture. Marine
Ecology 26 (1), 63—71.

Sun, Y., Wang, C., Apr. 2009. The optimal growtmditions for the biomass production of
Isochrysis galbanand the effects that phosphorus?ZiI€0;, and light intensity have
on the biochemical composition tfochrysis galbanand the activity of extracellular
CA. Biotechnology and Bioprocess Engineering 14 225-231.

193



Références bibliographiques

Sung, K., Jan. 1999. Isolation of a new highly,G@erant fresh water microaldgzhlorella
sp.KR-1. Renewable Energy 16 (1-4), 1019-1022.

Sushchik, N. N., Kalacheva, G. S., Zhila, N. O.a@fshev, M. I., Volova, T. G., May 2003.
A temperature dependence of the intra- and exttdaelFatty-Acid composition of
green algae and cyanobacterium. Russian Jourfdaot Physiology 50 (3), 374-380.

Sydney, E. B., Sturm, W., de Carvalho, J. C., Tho#accol, V., Larroche, C., Pandey, A.,
Soccol, C. R., Aug. 2010. Potential carbon dioxictation by industrially important
microalgae. Bioresource Technology 101 (15), 588265

Takahashi, E., Ledauphin, J., Goux, D., Orvain,2009. CSIRO Publishing - marine &
freshwater research. marine and freshwater reséér¢h?), 1201-1210.

Takeda, H., Sep. 1993. Chemical composition ofwalls as a taxonomical marker. Journal
of Plant Research 106 (3), 195-200.

Tam, N. F. Y., Wong, Y. S., Jul. 1996. Effect of monia concentrations on growth of
Chlorella vulgarisand nitrogen removal from media. Bioresource Tetdmo57 (1),
45-50.

Tanaka, K., Yamada, A., Noda, K., Shoyama, Y., KuBg Nomoto, K., Oct. 1997. Oral
administration of a unicellular green alg&hlorella vulgaris prevents stress-induced
ulcer. Planta medica 63 (5), 465—-466.

Tang, D., Han, W., Li, P., Miao, X., Zhong, J., F&0®11. CQ biofixation and fatty acid
composition of Scenedesmus obliquwend Chlorella pyrenoidosain response to
different CQ levels. Bioresource Technology 102 (3), 3071-3076.

Terauchi, A. M., Peers, G., Kobayashi, M. C., Niyad. K., Merchant, S. S., Jul. 2010.
Trophic status ofChlamydomonas reinhardtinfluences the impact of iron deficiency
on photosynthesis. Photosynthesis research 108929.

Thacker, A., Syrett, P.J., 1972. The assimilatioh nitrate and ammonium by
Chlamydomonas reinhardNew Phytologist 71 (3), 423-433

Traviesoa, L., Benitez, F., Sanchez, E., Borja,NRartin, A., Colmenarejo, M. F., 2006.
Batch mixed culture ofChlorella vulgaris using settled and diluted piggery waste.
Ecological Engineering 18 (2), 158-162.

194



Références bibliographiques

Turpin, D. H., 1991. Effects of inorganic n availdp on algal photosynthesis and carbon
metabolism. Journal of Phycology 27 (1), 14-20.

Turpin, D. H., Harrison, P. J., 1978. Fluctuatiamgree amino acid pools @ymnodinium
simplex (dinophyceae) in response to ammonia perturbatimdence for glutamine
synthetase pathway1,2. Journal of Phycology 144@0);-464.

Turpin, D. H., Weger, H. G., Sep. 1988. SteadyeStdtiorophyll a fluorescence transients
during ammonium assimilation by the N-Limited grealga Selenastrum minutum.
Plant physiology 88 (1), 97-101.

Ugwu, C. U., Aoyagi, H., Uchiyama, H., Jul. 200&i0Robioreactors for mass cultivation of
algae. Bioresource Technology 99 (10), 4021-4028.

Valderrama, L. T., Del Campo, C. M., RodriguezMC, de Bashan, L. E., Bashan, Y., 2002.
Treatment of recalcitrant wastewater from ethamal eitric acid production using the
microalgaChlorella vulgarisand the macrophyteemna minusculaWater Research
36 (17), 4185-4192.

Van den Hoek, C., Mann, D., Jahns, H. M., 1995 a&lgAn introduction to phycology.

Vanlerberghe, G. C., Schuller, K. A., Smith, R. &ejl, R., Plaxton, W. C., Turpin, D. H.,
Sep. 1990. Relationship between NH assimilation rate and in vivo
phosphoenolpyruvate carboxylase activity : Regotatif anaplerotic carbon flow in the
green alg&elenastrum minuturRlant Physiology 94 (1), 284—-290.

Varela, D. E., Willers, Crawford, D.W., 2011. Hfteof zinc availability on growth,
morphology, and nutrient incorporation in a coastad an oceanic diatom. Journal of
Phycology. 47(2), 302-312

Vesk, M., Jeffrey, S. W., 1977. Effect of blue-grdeght on photosynthetic pigments and
chloroplast structure in unicellular marine algesnt six classesl. Journal of Phycology
13 (3), 280-288.

Voronova, E. N., Konyukhov, I. V., Yu, Pogosyan |.SRubin, A. B., 2008. Changes in the
condition of photosynthetic apparatus of a diatdga &hallassiosira weisflogiduring
photoadaptation and photodamage. Russian Journ@laot Physiology 56 (6), 753—
760.

195



Références bibliographiques

Wallen, D. G., Geen, G. H., Jul. 1971. Light qualih relation to growth, photosynthetic
rates and carbon metabolism in two species of marlankton algae. Marine Biology
10 (1), 34-43.

Wang, B., Li, Y., Wu, N., Lan, C. Q., Jul. 2008. £06io-mitigation using microalgae.
Applied Microbiology and Biotechnology 79, 707—-718.

Wang, B., Liu, C. Q., Wu, Y., Feb. 2005. Effectrifavy metals on the activity of external
carbonic anhydrase of microal@hlamydomonas reinhard@nd microalgae from karst
lakes. Bulletin of Environmental Contamination drakicology 74 (2), 227-233.

Wang, C., Fu, C., Liu, Y., 2007. Effects of usimght-emitting diodes on the cultivation of
Spirulina platensisBiochemical Engineering Journal 37 (1), 21-25.

Weger, H. G., 1996. Interactions between respmatod inorganic phosphate uptake in
phosphate-limited cells oa€hlamydomonas reinhardtiPhysiologia Plantarum 97 (4),
635-642.

Weger, H. G., Turpin, D. H., Feb. 1989. Mitochomtiniespiration can support NCand
NO; reduction during photosynthesis : Interactionsveen photosynthesis, respiration,
and N assimilation in the N-Limited green algalenastrum minutur®lant physiology
89 (2), 409-415.

Westerhoff, P., Hu, Q., Esparza-Soto, M., Verma&ss, Apr. 2010. Growth parameters of
microalgae tolerant to high levels of carbon diexish batch and continuous-flow
photobioreactors. Environmental technology 31 %$23-532.

Wild, G., Roustan, M., 2003. Détermination expémmade des caractéristiques des
dispersions gaz-liquide. Edition Tec et Doc

Wood, Everroad, Wingard, 2005. Measuring growthesain microalgal cultures. Algal
culturing techniques. Elsevier Inc

Wu, H., Zou, D., Gao, K., Dec. 2008. Impacts ofrgased atmospheric G@oncentration
on photosynthesis and growth of micro- and macga&l Science in China Series C:
Life Sciences 51 (12), 1144-1150.

196



Références bibliographiques

Wu, Y., Gao, K., Riebesell, U., Sep. 2010. LA@duced seawater acidification affects
physiological performance of the marine diatoRhaeodactylum tricornutum
Biogeosciences 7 (9), 2915-2923.

Wykoff, D. D., Davies, J. P., Melis, A., Grossmak, R., May 1998. The regulation of
photosynthetic electron transport during nutriergprivation in Chlamydomonas
reinhardtii. Plant physiology 117 (1), 129-139.

Xiong, W., Li, X., Xiang, J., Wu, Q., Feb. 2008.dHidensity fermentation of microalga
chlorella protothecoides in bioreactor for microdiesel production. Applied
microbiology and biotechnology 78 (1), 29-36.

Yanagi, M., Watanabe, Y., Saiki, H., Jun. 1995.,Gigation by Chlorella sp HA-1 and its
utilization. Energy Conversion and Management 30)(6/13—-716.

Yang, C., Hua, Q., Shimizu, K., 2000. Energeticd aarbon metabolism during growth of
microalgal cells under photoautotrophic, mixotrapand cyclic light-autotrophic/dark-
heterotrophic conditions. Biochemical engineerg37-102.

Yang, J., Lia, X., Hua, H., Zhangc, X., Yua, Y., €h Y., 2011. Growth and lipid
accumulation properties of a freshwater microalGlorella ellipsoideaYJ1, in
domestic secondary effluents. Applied Energy 8853:3299.

Yasukawa, K., Akihisa, T., Kanno, H., Kaminaga, [tymida, M., Sakoh, T., Tamura, T.,
Takido, M., Apr. 1996. Inhibitory effects of stesakolated fronChlorella vulgarison
12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate-induced inftetion and tumor promotion in
mouse skin. Biological & pharmaceutical bulletin (39, 573-576.

Yeh, K.-L., Chang, J.-S., Chen, W.-m., 2010. Effettight supply and carbon source on
cell growth and cellular composition of a newlylated microalgeChlorella vulgaris
ESP-31. Eng. Life Sci. 10 (3), 201-208.

Young, E.B., Beardall, 2004. Modulation of photothesis and inorganic carbon
acquisition in a marine microalga by nitrogen, iramd light availability. Canadian
journal of botanic 83, 917-928.

197



Références bibliographiques

Yun, Y.-S., Park, J., Jul. 1997. Development of gasycling photobioreactor system for
microalgal carbon dioxide fixation. Korean Jourmédl Chemical Engineering 14 (4),
297-300.

Zehr, J. P., Falkowski, P. G., 1988. Pathway of amom assimilation in a marine diatom
determined with the radiotracer 13n1. Journal gfdelogy 24 (4), 588-591.

Zer, H., Ohad, I., 2003. Light, redox state, thgliakprotein phosphorylation and signaling
gene expression. Trends Biochemical Sciences. 2869470

Zijffers, J.-W. W., Schippers, K. J., Zheng, K.ndsen, M., Tramper, J., Wijffels, R. H.,
Nov. 2010. Maximum photosynthetic yield of greencroalgae in photobioreactors.
Marine biotechnology (New York, N.Y.) 12 (6), 70&8(

198



Références bibliographiques

199



Annexes

Annhexes

200



Annexes

Annexe | : Milieu Bristol 3N modifié (Bischoff and Bold, 1963)

Ce milieu comprend trois solutions A, B et micragénts.

Chacune de ces solutions seront préparées séparémesnservées au frais a l'abri de la

lumiére.

Composition du milieu de Culture :

Solution A :

NaNO; 0.75 g/l 759 18.75 g 0.0088
CaCb, 2H,0 25 mg/| 259 625 mg 1.3
MgSQ,,
J 75 mg/l 759 1.875¢ 3.03a
7H,0
FeEDTA 20 mg/l 2.0g 500 mg 575
Solution B :

K2HPO, 75 mgll 754 1.875g 0.00043
KH,PO, 175 mg/| 1759 43759 0.00128
NaCl 20 mg/l 204 05g 3.41E-4
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Solution trace ou microéléments :

H3BO3 2.86 mg/l 2.86 ¢ 715 mg 465
MnCl,, 4H,0 1.81 mg/l 1.81¢g 452.5 mg 1728
ZnSQ, 7H,0 220 ugl/l 220 mg 55 mg 1.148
CuSQ, 7H,0 80 pg/l 80 mg 20 mg 4.220
MoO; 85% 36 g/l 36 mg 9mg 2.3

4.86--7
CoSQ, 7TH:O 90 pg/l 90 mg 22.5 mg

Pour faire 1 litre de milieu :

- 10 ml de solution A

- 10 ml de solution B

- 1 ml de solution microéléments
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Annexe Il : Protocoles d’analyses

Annexe.ll.1. Principe de la méthode de mesure dedacentration cellulaire au

granulomeétre laser

La méthode granulométrique résulte de l'interacgatre un ensemble de particules et le
faisceau laser incident. La mesure se fait paalise de la tache de diffraction du faisceau.
En effet, les particules présentes sur le trajahdaisceau de rayons laser diffractent les
rayons lumineux en fonction du diameétre de cesiquaess. Une lentille convergente forme

'image du faisceau diffracté en forme d’anneaux wordétecteur situé dans le plan focal
(Figure A.1). Un traitement mathématiqgue donne waméitre moyen et la distribution en

taille des particules selon une distribution eruve.

Figure A.1. Ganulométre laser QICPIC (SympaTEC)
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Figure A.2. Principe du ganulométre laser.

La méthode d’analyse par granulométrie laser reposedeux théories fondamentales : la
théorie de Fraunhofer et la théorie de Mie.

- théorie de Fraunhofersuppose que les particules sont opaques, non gsteus
sphérigues, suffisamment éloignées les unes dessade mouvement aléatoire et que
leurs diamétres sont supérieurs a la longueur d'otilileee. Ces particules diffractent
la lumiere avec la méme efficacité. Cette théodesiapplique pas aux particules de
petite taille.

- théorie de Mieest appliquée pour les particules de taille intéeed 100 um. Elle
suppose que le diametre des particules est infédauégal a la longueur d’onde
incidente. On tient compte ici des indices de rdioa et du coefficient d’absorption
de I'échantillon et du milieu porteur. En effet,fe@sceau laser qui traverse la cellule
d'analyse va se propager sans déflection jusquépu'derencontre une particule dont
I'indice de réfraction est différent de l'indice Bephase continue. Ce changement
d'indice va créer une réfraction du faisceau la€ette partie réfractée de lumiere
pénétrant dans la particule va ressortir en étarjptirs soumise aux phénomenes de
réflexion et réfraction dus a la différence desienit. Le faisceau lumineux va enfin

arriver sur le détecteur en ayant subi plusieurstians de son axe de propagation.

Lors d’'une analyse, I'’échantillon est dilué aved’'dau distillée au 10eme ou au 5eme selon
sa concentration cellulaire. 50 mL de solution mefparee. Elle est ensuite introduite dans
lanalyseur a l'aide d'un tuyau gouverné par unempe. Le logiciel WINDOX est
programmé pour effectuer 7 mesures successive€cherachantillon.
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Annexe.ll.2. Analyse de la fraction en azote etganta intracellulaire deChlorella

vulgaris

Les analyses du carbone organique particulaire jRED@e I'azote organique particulaire
(PON) se font a l'aide d’'un analyseur élémentaitA&H 2000 series CHNS/O analyser

(Thermo Scientific) (Figure A.3).

Echantillon ancapsuld
pased & g
.- -—- :;._ Carrougel n=50

= T O o

Passeur

d'échamilions
Wolts

Echantilban
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He
I
Injection dCp

—- My

Flux He conting s
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Combusiion

B5C°C
R !n.d.{.i-::'an
Colonrt
Mz + NxQOy - T LOGR phe e ._m..,
GOz ..-"-\ M Détecteur TCD
Ha0 CO:
Qs+He He z
Saparanon des gar My et COs

Figure A.3. Principe de fonctionnement de I'analyseur élénienta

Principe de I'appareil
L'analyse élémentaire par combustion utilise daiwbe$ installés en série dans une

enceinte calorifugée, chaque tube pouvant étrefighadépendamment. Le premier tube est
le siege de la réaction d'oxydation et le deuxiéetei de la réaction de réduction.
Les réactions :
- Dans le tube de gauche (CHNS)
N — NOx —N2
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C — C0O2—CO02 le catalyseur de réduction est le Cu
H — H20— H20
S— SO3— SO2
- Dans le tube de droite (CN)
NOx —N2
C0O2—C02 combustion
H20 — H20
SO2— SO3— S0O3

Pour s'affranchir des problemes de fractionnensaibpique, il faut que la combustion
soit totale. Plusieurs précautions sont donc prisesce sens. Tout d'abord, un exces
d'oxygéne est apporté lors de la chute de I'éclhamtidans le tube de combustion.
L'échantillon est conditionné dans des capsulestaid'é&ui ont la propriété d’augmenter
rapidement la température de 300°C (phénomene timhabustion flash" ou un flash plus
clair correspondant a la combustion de I'échantidbde sa capsule sont visibles). Enfin, le
tube est conditionné a l'aide de catalyseurs dédation d’oxydation (oxydes de cuivre), et
de fagon a ce que I'échantillon tombe dans la zop&uk chaude du tube.

Les gaz, aprés réduction a l'aide de pailletteswere réduit, passent par un piége a eau
constitué de perchlorate de magnésium - Mg(ClO43@uramment dénommeé "anhydrone”.

lls entrent ensuite dans une colonne chromatoggaphiemplie, qui sépare les différents gaz
élémentaires avant leur introduction dans le cathatre (détecteur).

Le principe de mesure du détecteur est basé sumiductibilité thermique du gaZ7 fjermal
Conductivity Detector — TCD). Le capteur comparedaductivité du gaz a analyser et celle
de la référence grace a un détecteur filament.

Un catharometre est un détecteur basé sur la meesevariations de conductivité
thermique d’'un flux gazeux. Il possede deux cicg@zeux :

- un circuit de référence ou circule le gaz vectaur(Hélium).

- un circuit de mesure balayé par un flux gazeuxmartant le gaz vecteur (Hélium)
ainsi que les gaz dégages par la combustion dbaidition (dioxyde de carbone et azote
moléculaire).

Chaque circuit comporte deux résistances (filamemasiffés) et I'ensemble constitue un pont
de Wheastone dont la tension est nulle lorsquéhééum pur circule dans chacun des deux

circuits.
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Protocole de préparation des échantillons

1.

9.

Préparation de I'appareil a filtration : I'appard# filtration est tout d’abord lavé avec

100 mL de HPO, pour éliminer toute trace de carbone inorganiquis pncer avec
100 mL d’eau ultrapure.

Préparation des filtres : des filtres GF/F (What®gasont utilisés pour les analyses.

Chagque filtre est rincé avec 50 mL d’eau ultragures passé au four 1h a 525°C pour
éliminer toute trace de matiére organique.

Les filtres vierges sont pesés a I'aide d’'une ladathe précision. Ils seront conservés a
60°C dans une étuve jusqu’a leur utilisation.

Préparation des échantillons : Les échantillons semtrifugés (20 minutes, 1811 g), le

surnageant est gardé pour des analyses de carbgaeicque dissous et le culot est
rincé avec de I'eau ultrapure. Cette opératiorré@gsétée une fois. Ensuite, un volume
connu d’échantillon est filtré. Avant filtrationéchantillon est homogénéisé a l'aide
d'un vortex. Le tube contenant I'échantillon essfevant et apres filtration pour
connaitre précisément le volume filtré.

Les filtres sont séchés une nuit & 60°C

Les filtres contenant les algues sont pesés daalénce de précision

Des pastilles de 9 mm de diametre sont découpéds Siire. Le calcul suivant est fait
afin de connaitre le rapport entre la pastille e=ffiltre entier ce qui permettra de

rapporter la valeur obtenue pour la pastille a kéahantillon :

Surface totale =nf'd?)/4 = 3,14%(20,9§/4 = 342,895 mt) d est le diamétre du filtre
Surface de la pastille = 63,585 rhm
Rapport $/Spastile= 0,185

Les pastilles sont mises a décarbonater une nui dueHCI dans un dessiccateur
(apres décarbonatation les pastilles sont gardees ld dessiccateur avec des grain de
silicate et un peu de KOH pour éviter qu’elles rerennent I'humidité et que du
carbone inorganique ne se dépose dessus)

Les pastilles sont ensuite disposées dans dedawmeal étain et analyseées.

Chaque échantillon est analysé en tripliquat (fpaistilles par filtre).
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Annexe.ll.3. Analyse du carbone organigue dissbi@Q)

L'analyse du carbone organique dissous se faitaad d'un analyseur TOC-V CSH
(Shimadzu, Europa GmbH, Duisburg).

Principe de I'appareil

Pour I'analyse du carbone organique dissous (CO&jhantillon contenant des composés

carbonylés est introduit dans un tube chauffé a ®B@ui contient un catalyseur agissant

comme oxydant. Les composés de combustion et dadkigpn sont sous forme de &Qui

est analysé par détection infrarouge et quantdi€égomparaison a une courbe d’étalonnage.
Le carbone organique dissous (COD) référe au carbaganique non volatile, qui est mesuré
en acidifiant I'échantillon au préalable a l'aide Bacide chlorhydrique 1 N et en y faisant

barboter de I'air de qualité ultrapure.

Protocole de préparation des échantillons
La concentration en carbone organique dissous esumde dans le surnageant des

échantillons servants aux analyses POC et PON.

1. Une solution de standard (NaHgst préparée afin de réaliser une gamme étalon.
L’appareil est programmé pour réaliser une gamraiétallant de 0 a 50 mg'La
partir du standard.

2. Si besoin est, les échantillons sont dilués avdteda ultrapure afin de rentrer dans la
gamme étalon.

3. Avant de passer les échantillons on analyse d’abordanc composé d’eau ultrapure
provenant de la salle blanche puis un standargpépéépar pesée). Les échantillons
sont disposés sur le passeur automatique. Entrguehéchantillon un blanc est

analysé. La série d’analyse est terminée par unaatd suivi d’'un blanc.
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Annexe.ll.4. Protocole d’'extraction et de quanéfion de la chlorophylle a

Protocole de préparation et d’analyse

* 1 mL de culture est centrifugée 5 minutes a 6440 g

« 1 mL d'une solution de méthanol 85% contenant 1rBoil_™* de sodium dithionite
est ajouté sur le culot. Le sodium dithionite perohee couper les ponts disulfures des
protéines de la paroi cellulaire, rendant aingdeoi plus poreuse au méthanol (Porra,
1990).

* Les échantillons sont placés 32 minutes a 40°Csdig gardés au noir afin d’éviter
toute dégradation de la chlorophylle par la lum{®fieintyre and Cullen, 2005).

» Apres extraction, les échantillons sont a nouvesirifugés (5 minutes, 6440 g)

e L’absorbance aux longueurs d’'ondes 664 et 650 nmmessurée a l'aide d'un

spectrophotometre.

D’aprés les équations suivantes il est possibleddeerminer la concentration en
chlorophylle a et b (Porra, 1990) :

Chl a (mg.L") = 16.41 Ags— 8.09 Aso
Chl b (mg.L™%) = 30.82 Aso— 12.57 Aea

Annexe.ll.5. Quantification des exopolysaccharsi@sbles (EPS solubles)

La quantification des exopolysaccharides soluldefmais a I'aide du dosage de Dubois (1956).
Le principe de la méthode repose sur la formatiercamposés furfuraliques par chauffage
des oses neutres en milieu sulfurique concentr&éégkgissant avec le phénol ces composés

donnent une coloration jaune a la solution.

Préparation des échantillons :
250 pl déchantillons sont prélevés puis centrijud®é0 minutes, 1811 g). 200 uL de

surnageant est récupére pour le dosage.

Dosage de Dubois :
A 200 pl d’échantillons sont ajoutés rapidement p0@e phénol 5% et 1 ml d430,. Les
échantillons sont mélangés. Apres 10 minutes ditdtdées échantillons sont de nouveau

meélangés. Puis ils sont incubés 15 minutes a 30%am-marie.
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L’absorbance a 488 nm nm est mesurée a 'aide spectrophotometre.

Gamme de glucose :
Une gamme de concentration allant de 50 & 300 Thest préparée. Le glucose est utilisé

comme référence dans cette étude.
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Résumé de these

Face a la montée de la prise de conscience desxe&g®logiques actuels, la recherche se
tourne vers le développement des bioprocédés péwelapper de nouvelles solutions aux
problemes environnementaux. Cette these porte&udé de la faisabilité d’'un procédé de
capture de C@a partir de la culture de la microalgGélorella vulgarisen photobioréacteur
continu. Ce travail a permis d’identifier I'alg@ vulgariscomme une candidate prometteuse
pour cette application. En eff€t vulgarisprésente une capacité de production de biomasse et
de fixation de CQ trés intéressante pour cette application. Lesestudenées lors de ce
travail de thése ont également permis de mettiugles interactions complexes entre les
cellules algales et le G(présent a de fortes concentrations. De méme, elileapporté un
approfondissement a la compréhension des verroissaets pour le développement d’un
procédé de captage du €€t de la nécessité de prendre en compte tousalesnptres de
culture (lumiére, concentration en nitrate). A pades études menées, il a été possible de
proposer un modele pour la croissanceCdeulgarisen photobioréacteur continu. Bien que
de futures études soient encore nécessaires peuerémesure de parfaitement modéliser le
comportement de I'algue lors de cultures en photélaicteur, ce modele présente une bonne
corrélation avec les expérimentations. Enfin unedé@tde pré-dimensionnement a été
proposée qui a permis de mettre en lumiére les reumbpoints d’interrogations encore
existants avant d’étre en mesure d’adapter le péodé laboratoire a une échelle industrielle.

Mots-clés : Chlorella vulgaris bioprocédé, C& culture batch, culture continu,
microalgues, modeélisation, photobioréacteur.

Thesis abstract

Faced with the growing awareness of environmerdalids, the research turns to the
development of bioprocesses to develop new solsitioenvironmental problems. This thesis
concerns the study of the feasibility of a processCO, capture from the culture of the
microalgaeChlorella vulgarisin a continuous photobioreactor. This work hasidied the
algaeC. vulgarisas a promising candidate for this application.ekdiC. vulgaris has a
capacity of biomass production and L£®iofixation very interesting for this application.
Studies in this thesis allowed us to update theptexninteractions between the algal cells and
high CQ concentrations. Also they have provided a deepderstanding of existing locks
for the development of a process for £€apture and the need to take into account all the
parameters of culture (light, nitrate concentratigh model for the growth o€. vulgarisin
continuous photobioreactor has been proposed. mndel shows good correlation with
experiments; although future studies are still eeletd be able to fully simulate the behavior
of algae in photobioreactor cultures. Finally adgtof pre-design has been proposed allowing
highlighting the many questions that still existfdre being able to adapt the laboratory
process to an industrial scale.

Key-words: Chlorella vulgaris bioprocess, Cg batch culture, continuous culture,
microalgae, model, photobioreactor.



