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Résumeé

La production de biopolymés de type polyhydroxyalkanoa{@HA) est une alternative attractive pour

remplacer, en partie, les plastiques produits a partir de ressources fosgkesohtraintes techniques

imposées par les cultures pures (BB E S %o W E]J(] U ¢85 EJ]o]S Ye Ju%oo]<pu v8 pv }.8 E
production de ces bioplastiques difficilement compétitive par rapport a celle des plastiques
conventionnele X >[psS]o]e S]}v HOSUE * vIiv A Vv]<y * % Eudesoltufes %0 0]

pures mais nécessite une étape de sélection des microorganismes producteurs naturels de PHA.

% ES]E [uv ]Jv} popu [ %4 E e Hpvaubstrats de typeacides gras volatiléacide
butyrique et acétique) une stratégie derhitation de la croissance par le phosphore pour accumuler du
PHB a été mise en place. Nous avons étudié, avec les modes de cultdratdedet chémostat le

potentiel de sélection de souches productrices etpteduction de PHAn fonction des paramétres

}% E S}JE « ~5S pA& Joud]l}ve & VA]JE}vv u vs pE ~ PE ojul]s s
e ] v8](]<«u }ve]es uo]J}@& & o ¢ }vv ]Jeev ¢ ouE o E&E£€O [uv o]Ju]é
v ]8]}ve }% & S}]E ¢ U % E} labatdrpes Joudhes sélpdiionnées, et ensuite sur

0 E}]ee v § o[ HMUpO 3]}V \We, démalvche @assoc@antd [Ju vS](] S]}v .

microorganismes en dynamique par une technique de séquencage, une caractérisation cinétique des
microorganisnes sélectionnés, une analyskes procédés 3 o A 0}% % u v3 [uv u} o]e &
cinétiquea été effectu@. >[} i 3]( (Jv o p 3E A Jo Ales psoced§esd Jurdductippvde

PHB en culture on axénique par lgproductivité, les rendemens, le titre final en PHB mais aussi

fiabilité et larobustessedu procédé dans le bude définir unestratégie deproductionoptimale de PHA.

Les performances atteintes lodes culturesen fedbatchse situent parmi les meilleures de la littérature
(70% de PHB intracellulaires v MOSUCE » U]JAES o =« Ve S %o [ VE] Z]** u vs§
microorganismes producteurd_es résultats ont montré le réle de la limitation phosphore sur le

déclenchement de la production de PHB.

En chémostat, v 0Ce * %o aoroki@etiques a partir des sélections microbiennesrévélé

les cinétigues de conversion du substrat carboné en, PidBhasse catalytiquet CQ dépendantes du

degré de limitation en phosphore et du taux de croissarloe.taux de phosphore intracelhire
(dépendant du taux de croissance et du degré de limitation phospharédté identifi€ commele
paramétremajeur gouvernant la conversion du carbone. De plus, ce role a été observé pour toutes les
populations sélectionnées sous limitation phosphadémontrant un comportement universel de ces
populations face a une limitation phosphore. En paralléle, des études dynamiques en batch a partir de

ces populations ont permis de caractériser les parameétres cinétiques des souches, montrant une vitesse



maximaé de production de PHB de 0,6 et 1,2 Cmol/Cmol.h avec acide acétique et butyrique

respectivement.

o ZC%}SZ o ¢« (E 0] - % ES]E e } o« EA 3]}ve A% EJu v3 0 ¢ }VS
nouveau modele cinétique basé sur le réle du phosphoredaitulaire sur la conversion du carbone. La
confrontation de ce modéle aux résultats expérimentaux a conforté et amdboodmpréhension des
processus de dilution intracellulaire du phosphore et de stockage de PHB. Ce modele a égademisnt

[ £ %odr& large gamme de conditions environnementales det prédire les comportements
u] @} ] ve [}EP v]eu ¢ % &} U S HE* S VIV % E} U § pE-X

A partir des résultats observés et du modeéle cinétique établi, les performances de différentes
configurations de pro&gdés de production de PHA, en cultures ouvertes, ont pu étre discutées
chémostat simple ou double étage, fed§ ZU Z u}eS § § § ZXXX > ¢ % E(}EU Vv -
double étage en termes de productivités, taux de PHB intracellulaires, degré decsetiproducteurs

et robustesse du procéd@®. Eu 35 v [ VA]* P & pv § 0 % E} %0 PE v Z



Abstract

The prauction of polyhydroxyalkanoatéPHA) is an attractive alternative for plastics produced from
fossil resources. The techniganstmints imposed ¥ pure cultures (purified substrate, sterilization ...)
significantly increase thproduction coss, crippling its ability to compete wittonventional plasticsThe
use of noraxenic cultures would avoid the constraimmsposed bypure culures but requires a selection
step of PHA producers&tarting from amixed microbialcommunity (activated sludge) andolatile fatty
acids(butyric and acetic acid), a strategy growth limitation by phosphorusin orderto accumulate

PHBwasperformed

From fedbatch andchemostatcultures, we studied the selection of PHpkoducing microorganismand

the kinetics of carbon conversiomased on operating parameters (dilution rate) and environmental
conditions (degree of phosphorus limitation). The sciifiot objective was to improvéhe knowledge
aboutthe role of phosphorus limitation according to the opéng conditions of the procesg§l) on the
selectedpopulations and(2) on the cellular growth and PHB accumulatidrhe approach involvethe
identification of microorganisms by sequencjrifpe determination ofkinetic rates for eachselected
populations aprocessanalysisand finally a mechanistionodel wasdevelopel. The ultimate goal of the
work was the optimization of processfor PHA production in nonaxenic culturein regard tothe
productivity, the yield, the final PHB concentration but algbe reliability andthe robustnessof the

processto define an optimal production strategy of PHA.

The performance achieved during the fbdtch cultures are among the begif the literature (70%of
intracellular PHAcontent) in mixed cultures without enrichment step of PHA producers. The results
showed the importance of phosphorus limitation on the PHB production. Thus, it has been
demonstrated the impdance of degree of phosphorus limitation to maintain cell growdlowing
enrichment in PHA produceraxplaining the high content of PHA obtained. From microbial selections in
chemostat culture, the analysis of maekimetic parameters revealethe conveasion kinetics of the
carbon substrate ito PHB, catalytic biomass and £ @ependent on the degree of phosphorus limitation
andthe growth rate. The limits on the degree of plasticity of the intracellular phosphorus (ranging from
3.8% to 0.045%) were idéfied as a function of the specific growth rate. This intracellular phosphorus
content (depending on the growth rate and degree of phosphorus limitation), is the parameter
governing carbon conversion. Furthermoreetiole of the intracellular phosphorusasexaminedfor all
populations selected under phosphorus limitation in this study, demonstrating a universal behavior of
these populations face to phosphorus limitation. In parallel, stud&sied outin batch reactos with
these selected populationsvere used todeterminethe kinetic parameters of thpopulations showing

a maximum PHB production rate of 0.6 and 1.2 Cmol/Cmol.h with acetic acid and badidic



respectively. These hypotheses made from experimental observations allowed the estabiisbiree

new kinetic model based on the role of intracellular phosphotostent on carbon conversion. The
comparison of this model with experimental results has strengthened and improved the understanding
of the mechanisms of intracellular phosphorus doat and PHBstorage. This model was also used to
explore a wide range of environmental conditions and predict microbial behaviomic@borganisms
(producers and nomproducers)according to the operating conditionsy chemostator batch reactos.

From the observed results and the established kinetic model, the performance ofdifferent
configurationsfor the productionof PHA by nonaxenic cultureswas discussetbr chemostat(single or
two-stage, fed-batch, chemostatndbatch ...The performancend rdiability of a two stage process in
terms of productivities, intracellular PHB content, selectid®HA producergiemonstratethe potential

of using noraxenic cultures for industri®#dHA production.
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Introduction générale







La population mondial ainsi que les activités industrielles produisent une quantité grandissante
[ ((opn vSe § Z 8¢ JEP Vv]<t ¢X o} ] oUo E&V(}E uvs - v}id
eaux résiduaires induit entre autre une augmentation de la production de bo *S S)}v [ %opE S]}v>
En France, ces boues, en accord avec la réglementation nationale et européenne (directive ERU), sont
eSlv O %o v P ~ % @& * }u%}*S P }u vive }u of]v ]v E S]}vX ]\
pollutions entraine des colts® e+ }ve}luu S]}ve [ v EP] SE * Ju%}ES vSeX Vve O
a cette problématique, une des solutions envisageables est de considérer les boues et les autres sous
%o E} U]Se Jeepue O[ ¢ Jv]ee u v8 }uu e PJ]e u vSe polEojrven E VIHA o
retirer un gain économique. Ainsi, de plus en plus de filieres innovantes de valorisation des déchets sous
o (}CEu [JvS GBu ] ]JE& « }EP v]<pu = Z us Ao pE i}pus *}vsS %o E} %o}
E}]ee VS o[ *3 %} ES Anéatde polymeres Metiégradablef} E]JP]v  J}o}P]<pu U }v§ o
Poly-Hydroxy-Alcanoates (PHA). Cegk peuvent constituer une alternative propre et durable aux
%00 *S]<U o Joepe o[]v M*SE] % SE} Z]Jul<«pn X

En effet, la production mondiale de plastiquesgentionnels (a partir de pétrole) augmente chaque

année.En 2013, elle représentait prés de 3d0dont 5 Mt en union européenng-(gurel).

Figurel: Production de plastiques dans leonde ces derniére annéefPlasticsEurope, 2015)
Ainsi, environ 4% de la production mondiale de pétrole est utilisé comme matiére premiere pour
fabriquer des plastiques et autant sont utilisé }uu <}pE [ v CE P Jabrieuepn Goub cela
crée une inquiétude croissante pour la pérennité des matgulastiques comme le polypropylene et le
polyéthyléne; surtout que plus d'un tiers de la production actuelle est utilisé pour le conditionnement,

et donc ensuite rapidement abandonnéehompson et al., 2009)



Les consommateurs génerent en moyenne 25 Mttindéchets plastiquesActuellement, les filieres
[ oJu]v §]}v Sl}u & us]o]e 8]}v . Z 8¢ %00 t238apcyclageeSlao[ v(}u]e-
% E} U S]1}v |Fgu@Ep] -~

Figure2 : Quantité totale des déchets plastiques générés et recyclés entre 2006 et 2011 en Europe
(PlasticsEurope, 2015)

Le taux de récupération des matiéres plastiques augmentgah année (60% en 2011 contre 34% en
2000). Le recyclagies matiéres plastiqueginsiqueo & p% & S]}v o[ v E Rehdeht] . Z
MPu vs E }vSE JE& u vs§ o[ v(}u]*es u vs8X % v vS§U o & C o P -
limité par wn certain nombre de cycle de vie avant de perdre leur propriété mécanidueset Sudesh,
2007) Malgré cela,une trop grande quantité %0 *S]<u ¢ [ HUMUO VS ve o[ VA]E}vv
prennent parf}]* %oope] HEes VvS Jv ¢ [ vv e (Sakhizad¢etdddn LGOsdrecht, Zi).
%oOueU 0} E- o u&E PE S]}vU ¢ }u%o}e o S}AE]J<H » v} J(* *}vs 0] @
écosystemes. Le plastique synthétique est ainsi devenu le déchet le plus commun et le plus persistant
dans les océans et sur les cotes du mofideore, 2008)

Ainsi, comptes v e Julvus]}ve « E « EA - }u pes] o ¢ (}ee]Jo o § 0|
catastrophique de ces déchets, la voie de prtthn pétrochimique des plastiques n'est tout
simplement pas viable (notamment pour I'emballage et les autres applications de courte durée). Tout

0 %o}uee Jve] HIIUE [ZJ] o E zZ &€ Z [ 08 Ev S¢Aéeologiques s %o} U E
sont recherchés.



Les PohHydroxy o v} § « ~W, U o-[acliqueWBLAL le PelButylene Succinate) (PBS), le
PolyEthyléne (PE), le Pefyriméthylene Téréphtalate) (PTT) et le P@Phénylene) (PPP) sont les
polyméres, contenant au moins un monoraesynthétisé via des microorganismes. Parmi egues
PHA, PLA et PBS sont reconnus pour étre biodégradables. Durant ces derniéres années leurs propriétés

§ %o}ee] ]0]S ¢ [ %o%0] S]}ve }vs § Su] - 8§ viu E u@Ehebo E} H]Se
2009)X > % E} p S]}v W, A] e sJUE =+ J}Oo}PJcp e 5 Jve] pv e}lousS]}v
afin de contrer les effets négatifs de la production et la dégradatios plastiques conventionnels
(Kleerebezenet Van Loosdrecht, 2007)

W Eu] e W, U pv PE v v}iu E uovP }%}oCu E » 5 %o}ee] O
J(( E vS ¢ % E}% E] § « & Z E Z -« ~eHythoxyButywht€{PRB) kardetétis= W}oC
% E « ]} PE ]o]S S8}S 0 SU o}E-+<u[]o 8 }pue-ydounyValérdeoCu &E
~W,seU % E ¢« E & E]*8]<U * %ZCs]<u * SE * % E} Z -« 00 ¢ U %o
des produits recherchés est donc le copolym&(3HB:3HV) avec un minimum de 15% de HV dans le
copolymere. Ainsi, les PHA peuvent remplacer les plastiques issus de la pétrochimie dans une grande
variété d'applications : fibres, textiles, films, adhésifs, produit de départ pour la synthése des cemposé
chiraux, matériaux d'emballage, prothéses, articles jetables, sutures chirurgicales et pansépeents
1996)

V ¢ %0 VS8 Ve §8 % E} o u S]«p A o}E]e 8]}v & E pu S]}v

[ 08 Ev §]A A] 0o HUE %0 *5]<u » }VA v3]}vv o [ USE % ESU %o
possibilité de produire des bioplastiques par biocatalysé&, ES]E ¢ }u e [ %opE& Ungv ( Eu v
évaluation du cycle de vie et une analyse financiére de la production de PHA, a partir de boues primaires

§e¢ v JCE - S SJ}v [ %op@E& S]}v HME ]Jv * I [ ((opn v8e }vonvSE U ps
montré le potentiel trés prometteur de cette production de Pt@urieffet Lant, 200).

Actuellement, le PHA est principalement produit en culture pure, par certaines espéces bactériennes
choisies pour leurs performances d'accumulation et pour la spécificité du substrat qu'elles peuvent
assimiler et transformer en PHA. Différents typessdbstrats carbonés purifiés (osidiques, acides gras a
courtes ou a longues chaines hydrocarbonées) peuvent étre utilisés comme précurseurs de la
biosynthese du polymére et sont directement liés a la qualité du PHA pr@khdersoret Dawes, 1990;

Dias et al., 2006)Cependant, les contraintes techniques imposées par les cultures pures (substrat

% UE](] U 3 EJo]S Ye Ju%oo]<pu v8 upv }.8 % E} u 3]}v o A H W,
bioplastiques non compétitive par rapport a celle des plastiques conventio(@blsiet Lee, 1999)En

effet, prées de 11% des codlts totaux de production représentent la stérilisation et la maintenasice de

réacteurs(Venkateswar Reddst Venkata Mohan, 2012)Jn deuxieme facteur important dans le colt de



production des PHA est celui dubstrat. Dans le but de commercialiser les PHA, des essais pour réduire

les codts de production ont été menéSalehizadelet Van Loosdrecht, 2004Jn moyen de réduire ces

co(ts opérationnels est de créer un systeme qui ne nécessite donc pas la stérilisation et la maintenance

des réacteurqréacteurs « low cost »).[ ¢S % }UE<U}ITELY JES]ee VS ¢85 %} ES *uE o[uS
MOSUE » ul]ES » 8§ [ HAE P - % MeGkatbsd@al Repldst Venkal Mohan2012)

KUSE o (]85 <p 0+ HOSUE * u]l]A S « *}] vs e HOSHUE  }JpA ES U Jo
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issus des déchets (boues valoriséggie (} E u [ 'seX

> u & Z ulj- V. %00 O}E- SS Su S v§ % 0] E o[ ve u
SH oo X Jve]U % ES]E }ve}®ES] u] B} ] ve Jeepe } pdu S5 S
potentiel de production de PHA est efftuée en utilisant comme substrat le surnageant de boues

fermentées

Deux processus principaux ont été décrits pour I'enrichisserdenproducteurs de PHA le systeme

« AN/AE», processusalternant conditionsanaérobieet aérobie et le processus defeast & famine»
(alimentation dynamique aérobiet systeme ADF. Des revues détaillées de ces processus ont été
publiées (Dias et al., 2006; Serafim et al., 2008) systeme ADF est basé sur un processus emt@re
aérobie dans lequel les boues sont soumises a des périodes consécutives d'excédent externe de substrat
(feast) et de famine (faminelle pro@ssusest principalement utilisé pour sélectionner et enrichir les
organismesstockeus de PHA. De nos jour$e systeme ADF est considéré comme la stratégie la plus
prometteuse pour la production industrielle de PHA car elle permet un potentiel d'accumulation stable
lors dela phase successive de production en-bedch (Salehizadelet Van Loosdrecht, 2004pDes
teneurs intracellulaire de PHAatteignant jusqu'a90% sont atteintes avec ceystéme lorsquune
carence en azote est appliquée lors de la phase de produlimmson et al., 2009Récemment, cette
stratégie a été appliquée avec succes pour la production de PHA soitia\gstratsynthétiquesoit

avec un effluentéel (Albuquerque et al., 2011Encore plus récement, cette stratégie a été teseéa

o[ Z oo (%alos ét al., 2014a) 'étape d'enrichissement est le facteur clé pour la production de
PHA a des taux et des rendements élewgsprocessus de sélection est relativement long et la culture en
fed § Z Ju%o}e coJU¥]O[JuV e SCE § }v VvVSE X

En partant de ces constatse travail visait une production continue de PHB a partir de surnageant de
boues fermentées, en réduisates efforts de sélection de suoducteurs, et conduisant a de fode

Sv uEs 8§ }v v3SE 8]}ve v W, uoPE& o[uS]o]e 8]}v el *SE S Jop X



Pour répondre a cet objectif, nous avons opté pour une sélection et une production sous limitation en
%oZ}e%Z}E S v8 }vv <u[pv o]Jul]d 8§]}v v § o0 u vS§ ov uto <5} I P
en maintenant une croissance cellulairBour démarrero[ $u U v}pes A}ve %o p VIge %o %o
of £% E] v (}ES [V <p]% p >/" W ~ 0O *pyE 0 % E} p S]}v W,
(( 3U pE SE A p£ §Z + }v Ev v3 0 u]eCupriavidds@Eecatpprt été}u Z
réaliségAragao, 1996; Grousseau, 2012)

Dans notre travail, @ux modes de culture ont été mis en plactedbatch et chémostatUn plan

[ A% E] v § JVveSEU]S %o}UE JUuBE& v E o0 ¢ &E 0 S]}ve VSCE P&
phosphoe, conditions de conduite des réacteurs et les deux objectifs du proaé&d&oir la sélection de
microorganismes s E} L S UE W, § o[s&dhelwsien PHBlidEECellulaire.

%o (Eétude bibliographiqueet la présentation du matériel ates méthodes utilisées pour ce travail, un

% E u]l] E Z %]SE E epos S eCvSZ S]e vS o[ ve U O e (okpoS S A
chapitres suivants ont pour objectif[dv 0C*SE|[ u 0]}E & o0 ¢ }vv Jee v ¢ suE& o0 * U
gouvernant la production et la sélection de microorganismes producteurs de BHRAimitation
phosphore(et carbone)X v (]JvU pv  Ev] E Z %]SE ]+ pus & e % S }v Ev
%0 E } . % E} B S]}v W, § o ( ]striglte] § o[ Z oo ]Jv u
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PARTIE I. Etude bibliographique







Ve O[ S ] 0]}PE % Z]<p & 0] U 0o %E& u]l] E % ESJHyddxy}ve &E
Alcanoates (PHA), leurs propriétés et intéréts. La pastizvante «[]vS (E <emétabdlismes de
production de PHA% E 0 -« S E] WB]}lvo[ =c]B]Ope<u] 0 *CvSZ e Ut %}oCu E
les mécanismes intracellulaires induits par une limitation nutritionnelle ainsi que les régulations
enzymatiquesassociéese } v § §Jooe+ (Jv [ 8 0] o o]v A 0 % &} u S]}v
partie «[]JvS & --diffépeAis modes de production de PHA existants. Enfin derniére partie
[ &S] po  oBggplere [ntracellulairede par saépartition et ses niveaux de régulatiodans la
cellule Cette étude bibliographiqueermet de fare puv. ]Jo v o[ § 8 o[ ES *uE& 0 « u} o ¢
de PHA existants, les mécanismes intracellulaires impliqués dans la synthése etecBtidépondant a
une limitation phosphore.

. LESPOLY-HYDROXY¥ALKANOATES. GENERALITES

I.1. Structures et propriétés chimiques

Les PHA sont une classe de polyesters prodatarellement par divers micarganismes a partir de

ressources renouvelables comme les carbohydrates, les lipides, les alcools ou les acides organiques.

Les PHA sont stockés sous forme de granuledetiulaire visible au microscope optigawec des

propriétés réfractaireqFigure3). Les granules ont des diamétres compris entre 0,2 et 0,7 usormt
constituées ded7,7% de PHA, 1,8% de protéines et 0,5% de ligiKiater et al., 2010)

Figure3A W ~ Z u [Uv I %o P (H§Relpno, 2010 ,
Depuis la découverte du premier PHA par Lemoigne en 1926, plus de 100 unitésnémigues
constituant les PHA ont été deéavertes dans plus de 300 mioranismes différent¢Dias et al., 2006;

Koller et al., 2010)La formule générale des PHA est présentée darglaed




Figure4 : Structure générale des PHAvec R une chaine latérale déterminant le type de PHA (pamneple : pour
x =1 et R = GHPHA =Poly-Hydroxy-Butyrique (PHB)

> Ju%e}e]S]}tv o] Z'v 08 o }Y o[8lu Z & 0o AopuE v § C
monomérique(Braunegg et al., 1998) > ( uJoo o0 %opue }v VS W, S 00O o[
Poly(3-HydroxyButyrate) (P(3HB)) pour lequel = 1 et R est un groupe méthylées monomeres

peuvent avoir des chaines latérales saturées, insaturées, directes, branchées. De maniére géegrale

chaines sont aliphatiquesCertaines bactéries peuvent synthétisées des PHA avec des fonctions
aromatiques, halogénes, pseutialogénes owencore alcoolgKoller et al., 2010)

Les auteurs différencient ces polyesters en deux grandes catégaées constitués de monomeéres a
chaine carbonée courte {CW 5 ou sciPHA pour Short Chain Length PHA) et ceux constitués de
monomeres a chaine carbonée plus longug € 14 aussi appelés m&HA pour Medium Chain Length

PHA). Les monomeéres sont tous dans la configuration chiradel fait de la stéréospécifié des
enzymes impliquées dans les voies métaboliques de synthése. Les PHA présentent donc des propriétés
optiques(Leeet Choi, 1999) o[ & %o §] }MB)(KoW¢red al., 2010)I existe tout de méme une™®
catégorie ou les monoméresont constitués deplus de 15 atomes de carbone {RIHA pour Long Chain
Length)(Koller et al., 2010Les PHAontun ha¥.}] « u}o po ]J&E o{1pd® KBa. La rhakse

ulo 1&E %0 V o[ * %o ul] €} ] vv % E} p SE] ~ M Kollkehet 1(] 18
al., 2010) ainsi que des conditions de culture telles que le phhal@re et la @ncentrationde la source

en carbone

Les PHA sont complétement biodégradahldiocompatible et leurs propriétés sont similaires au
polypropyléne et au polyéthylene dans certains cas. Lors des tigradatiors, ils sont transformés en
eau et dioxyde decarbone en condition aérobie et en métharet CQ en condition anaérobie
(Venkateswar Reddst Venkata Mohan, 2012)

Les propriétés du bioplastique sont fonction du type RIEA synthétiséqui pewent étre dirigées

pendant la biosynthése du PHA, par exemple par le choix des ratios entre sufiSoides et al., 2010)

LelTableaul|présente les propriétés thermoplastiques de certai?idA et les compare aux plastiques

conventionnels. Par exemple, le PHB posséde un fort degré de cristallinité et est donc rigide et cassant.
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Par intrusion de blocs tels que 3HV, 4HB ou 5HV, les caractéristiques de ce thetimapkmnt proches
de celles du polypropylenéoller et al., 2010; Leet Choi, D99) Plus généralement, les rAéeHA
constituent un élastomére avec des points de fusion plus bas et des températures de transition basses
Jve]l <pu[puv (] o E]*S o0]v]s X > pE }ve]es v § § ESUE & °** u 0 V&
(Kolleret al., 2010) Jve]U 0 ¢ }u Jv ¢ [ %% 0] $§]}ve ¢ prodluit}hledase, naléri@y -
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Tableaul : Propriétés mécaniques et thermiques de quelques PétAlastiques dérivés du pétroléKhannaet
Srivastava, 2005)

Elongation avant Module de Young

R . N
Polymére Température de fusion (°C) cassure (%) (GPa)
P(3HB) 179 5 3,5
P(3HBco-3HV)
3 % HV (mole) 170 - 2,9
25 % HV (mole) 137 - 0,7
P(3HBco-4HB)
3 % HB (mole) 166 28 -
64 % HB (mole) 50 591 30
90 % HB (mole) 50 1080 100
P(4HB) 53 1000 149
Polypropyléne 170 400 1,7
Polyéthyléneterephtalate 262 7300 2,2
Polystyréne 110 - 3,1

1.2. Les microorganismes producteurs de PHA

o[Z p&E S o0800migsappganismes sont référencés comme producteurs de PiHPaHdleau

recense les principaux genres microbiens producteurs.

e e}u Z cu] €} Jvv elvs 8§ ] vS8](] ¢ }luu S vsS Palatisspuepupo E p
conditions aérobies et anaérobi€¢€hee et al., 2010)I est possible de classer lggcroorganismesn

deux groupes selon les conditions de culture nécessaita synthése du polyméf€hee et al., 2010)

- Biosynthée découplée a la croissance cellulairé. L pu po dg pelyméreest favorisée par la
disponibilité de la source de carbone par rapport a un autre composé limitant la croissance
oopo ]JGE juu o[ 1} U 0 %Z}*%Z}E }u o[}paCertains Jee}lues }
ul] €&} }u%}e vS8e }tuu 0 <*}u(E U 0 %}S eeJpulU of.5[]vV oo («EU }y

pour Cupriavidus necatat certaires souches dé>seudomonas



Biosynthése couplée a la croissance cellulaire. Lp uation du polymeére a lieudurant la

croissancecellulaire sans limitation nutritionnelle comme par exemple pour des especes des

genresRhodococcus, Nocardia, Rhizobium, Corynebacteri@nderson et al., 1990)

Tableau? : Liste des genrebactériens produceursde PHAKoller et al., 2010)

Microorganismesproducteursde PHA

Acidovorax
Acinetobacter
Actinobacillus
Actinomycetes

Aeromonas Gloeocapsa Photobadterium
Alcaligene®® Gloeothecea Protomonas
Allochromatium Haemophilus Pseudomond?
Anabaenab Halobacteriun® Ralstoni&”®

Aphanothecea Haloarcul&®* Rhizobiurft®
Aguaspirillum Halofera®"® Rhodobacter
Asticcaulus Halomona8 Rhodococcls
Azomonas Halogquadratumc Rhodopseudomonas
Azospirillum Haloterrigenac Rhodospirillurh
Azotobactet” Hydrogenophag®’ Rubrivivax
Bacillug® Hyphomicrobium Saccharophagus
Beggiatoa Klebsiella Shinorhizobium
Beijerinckid Lamprocystis Sphaerotilus
Beneckea Lampropedia Spirillum
Brachymamas Leptothrix Spirulind
Bradyrhizobium Methanomonas Staphylococcus
Burkholderid Methylobacteriunt Stella
Caryophanon Methylosinus Streptomyces
Caulobacter Methylocystis Synechococclis
Chloroflexus Methylomonas Syntrophomona
Chlorogloea Methylovibrio Thiobacillus
Chromatium Micrococcus Thiococcus
Chromobacterium Microcoleus Thiocystis
Clostridium Microcystis Thiodictyon
Comamona¥®” Microlunatusb Thiopedia
Corynebacteriumb Moraxella Thiosphaera
Cupriavidud® Mycopland Variovora®®
Cyanobacteriuth Nitrobacter Vibrio
Defluviicoccus Nitrococcus Wautersid® (actuellement
Derxid Nocardig”® Cupriavidus)
Delftig® Nostoc Xanthobacter
Ectothiorhodospira Oceanospirillum Zoogloed

Erwinia
Escherichia
Ferrobacillus
Gamphospheria

Oscillatorid
Paracoccus
Paucispirillum
Pedomicrobium

#Connaissance détaillée de la croissance et des cinétiques de proddetRiHA
® Accumulation de @polyméres connus
¢ Archae



De maniere généraldes granules de PHA constituent une réserve de carlpooe les microorganismes
UulJe Pouvsdpuyv E e« EA [ v EP] <}pe (}Endersoset DanedEOIWMPap § puE
/E U%o0 U o+ PE VHUO * % UA v « EAJE E }v Vv}IPv 3 JuE [
spores Bacillusspp.) et de sporocysteé\totobacterspp.)(Koller etal., 2010) Plus récemment, d'autres
auteurs suggerent qui granule de PHA posséde également une fonction de réserve d'acides aminés,
de par la grande quantité de protéines structurales (PhaF) mise a la disposition du métabolisme cellulaire
lors de ladégradation du PHAGalan et al., 2011)

L[ Mdupo S]}v W, 5 0 %opes *}uA v3U Jv pu]8 % E pv «SE e« VvUSE]S]
environnement instableDans lesprocédés deboues activéesl « W, }veS]Su v8 ofpv o %o
importantes réserves de stoage du carbongOshiki et al., 2010En effet,des conditions instables

résultant d'un régime plimentation variabledéclenchent le stockage du carbone sous forme de PHA

chez les microorganismes producte(&alehizadelet Van Loosdrecht, 2004parmi ces populations, on

retrouve ks organismas accumulateurs de polyphosphates (polyphospreteumulating organisms ou

PAOQ) et les organismes accumulateurs de glycogéne (gly@@gemulating organisms ou GAO)

Le PHA représentaelonc une réserve carbonée edinsi un avantage sélectif, et méme uneéelle

JVSE Jvs A}opsJA ve @ES3S Jve ulo] HAEX [ USE % ESU pv Hupo 3
[ &} SE o & °¢]*S v o] OOHO J(( E v3e ¢EE eo VA]JE}VV U VS
}EC S](-WZhes eYal., 2007)

1. LES METABOLISMES B PRODUCTIONDE PHA A PARTIR

DI
Les cinétiques de croissancellulaire et de production de PHA en culture bactérienne sont fonction de
I'espece considérée, de la source de carbone utilisée et de la nature de la limitatjo@t « o[ VS

s *}vd [ }E 3]1&0A vihpdes(GEOA syinthEtases

spécifigues. Les AGV activés sont ensuite convertis en biopolyméres selon différentes voies

Ve O oopo U o -

métaboliques. Un méme acide gras peut emprunter plusieurs \atiesrtaines voiesnétaboliquessont

empruntées par difféerents AGV. Enfin féients polymeéres peuvent étre synthétiséslonla nature des

AGV présents dans le milieu et de leur quantéisi quedes conditions opératoired.es mécanismes
moléculaires impliqués dans la biosynthése du PHA sont connus et assez bien daargmaguction des

W, & oA [pv u § tj pemmunia de nombreux miovoganismes. De maniére générale,

les acides grasolatils *}v3 }VvA ES]e v ZC E}EC Co A v3 [JrE¢CE a u@evsSZ §]e« o

enzyme: laPHA synthase



1.1. Assimilation des AGV

> Lide acétique ou acide éthanoique est un acide carboxylique de formy@GEHH. Il est phosphorylé

% E o[ viCu §}1]v-phosphate gud@en acétloA par une phosphotransacétylg&hi et

al.,, 1997) >[ s«Ju]o 3]}v o[ ] MECE]<u ~ ] US v}ib«pCHCHAQQ@HU MO  Z]u
est réalisée par l&=oxydation apres activation en butyrfCoA

YU vS o[ *+Ju]Jo S]}v o[ ] %0 E } %o ] } v ECHCQQ@H)Ysele }3aut\sebfaje via le

cycle du méthytitrate ou via laEoxydation, aprés activation en propior@bA Le cycle du méthyl

citrate permet de former du pyruvate et du succinate qui vont ensuite servir de précurseurs anaboliques

via la gluconéogéneése et le cycle de Krebs, respectivement.
LesAGV présentent desffets inhibiteursqui peuvent étre liés

- aleur fonction acide
- aleur propiété lipophile
- ala molécule provogquant une inhibition spécifique des voies métaboliques leur forme non

dissociée et ainsi une acidification du cytoplasme.

1.2. Biosynthése de PHA

Quatre voies métaboliques majeures de production de PHA sont considéest Choi, 1999)

(1) Pour Cupriavidus necatoro[ 4GA est converti en P(3HB) en 3 étape®ndensation avec
formation de liaison € S 0Ce %l & DZ]80 ¢« (}E&uU vS o[} XSWuPpPCw[ -GdA SCo
réductase NADPH %, v Vv§ § 0oCe 0o &E p 3§]}vCoA el R)8hydréxglmutyryiCoA
(réaction stéréosélective). La troisieme réaction eshlygée par la PHA synthétase qui lie )R-

hydroxybutyrydCoA a la chaine croissante du P(3HB) par une liaison €steisseau (2012) présente un

*Zu E %]Spo vS o[ ve u apartir des A&WhEgures).

(2) Pour les bactéries photosynthétiques tellRbodospirillium rubrumi| existe 5 étapes. Cette voie est
SE « ¢Ju]o JE 0 % E v $Co dat réduit paf uneSr€ductase NARIRdpendante en
S(+)3-hydroxybutyrydCoA et engite convertie en K-)-3-hydroxybutyrylCoA par deux enoyloA

hydratases.

(3) La troisieme voie est rencontrée dans la plupart dRseudomonaX > « JvS GBu | |&E - o]
oxydation conduisent a la pdoction de PHA & moyenne chaimpar exemplePseudompas oleovorans
accumule majoritairement du -Bydroxyoctanoate (3HO) et du-If8/droxyhexanoate (3HHXx) lorsque

cultivé sur octane, octanol or octanoate.



(4) La quatrieme voie est aussi rencontrée pour la famille BesudomonasOn obtient alors des
copolymees de mchydroxyalkanoates (Bydroxydecanoate (3HD)). Les précurseurs pour la
]}eCvsSZ - W, «}vs E]JA « o A}] *Cvs8Z o VIA} [ ] « PE <X

Figure5: ]}*CvS8Z W, § W,s %o -@6A]dk butyy-CoA&Cdo propionylCoA(Grousseau,
2012)

11.3. Polymérisation du PHA : les PHA synthases

Les PHA synthases (PHAase) sont les enzymes clés dans la biosynthése dessPtidalyEent la

conversion des substrats de {Rhydroxyacd } v W, A o o] &E -ér]z}ywneﬁﬁigure}&

Figure6 : Réaction catalysée par la PHA synthase

La séquence nucléotidique de B@nes codant pour des PHA synthases provenant de 45 bactéries
différentes ont été obtenues. Grace aux structures primaires déduites de ces séquences, a la spécificité
de substrats de ces enzymes et la composition des sous unités, 4 classes de PHAsspnthase

définies|Tableaud).




Tableau3 : Espéces bactériennes répertoriées en fonction des classes de PHA syn{ifadas, 2003)

Classes Sousunités Especes Substrats

Alcalgenes eutrophus, Rhodococcus rub
Rodobacter sphaeroides,

Methylobacterium extorquens, Alcaligene 3HA,CoA
| latus, Burkholderia cepacia, Acinetobact [~C3C5],
sp., Comamonas acidovorans, 4HACOA,
Sinorhizobium meliloti, Nocardia corallini 5HACoA, 3MACoA
~ 61-73 kDa .
W E } pe VISE](]
Bactéries de typEseudomonas 3HA.-CoA
Il (oleovorans, aeruginosa, fluorescens, ~H fie
~ 60-65 kDa %ouS] UYe
. . . L 3HA CoA
" Chromatium vinosum, Thiocystis violace (3HA..-CoALC6CS],

~40kDa ~40 Thiocapsa pfennigii Cv Z} Ce*S]e

KDa 4HACOA, 5HACOA)

Bactéries de typ8acillus (megaterium,
v amylovorans, laterosporus, circulans, 3HA.CoA

~40kDa ~22 "
KDa H S]Jo]eU & peU &

Les classes | et |l pesent des engmes constituéesiniquement [in type de sous unité (PhaC). Leurs

U ee* ¢ ujo PO JE ¢ ¢}vS }u% E]s = VSE oOi | SOl X [ @0 0o PE %
et in vitro, la classe | de PHA synthases (tyhgriavidus necatdrutilisent préféentiellement des
§Z]} S E> } [ ] P&« ZC E}AECO * JU%E v VST A S}tu - E }v .

(type Pseudomonas aeruginosapt$]o]e v8 % E ( €E vS8] oo u v8 ¢ §Z]} 8 E* } [ 1]
comprenant 6 & 14 atomes de care. La classe IINfochromatium vinosuincomprend des enzymes
constituées de 2 types de sous unités : la sous unité PhaC (40 kDa environ) avec une similarité de
séquence de 2P8% avec les classes | et Il de PHAase et la sous unité PhaE (40 kDa epViran) %o °

*JulJo E]8 A o0 PUSE * W, ¢ X ¢ VICU * %E ( E vE =« 3Z]} 8 E-
comprenant 3 a 5 atomes de carbone. La classe IV de PHReaskug megateriumnressemble a la classe
[ll, mais PhaE est remplacé par Pf@RkDa environjRehm, 2003)

> Ju% @& Je}v ¢ fid W, « E Ao pv e<Julo E]S e VICu ¢ «pu] AC
aminés. En observant les régions des séquences des acides aminés avec la plus forte similarité, 6 blocs

conserveés onpu étre identifiés. La région-términale (environ 100 acides aminés pour les PHAase de la



0 e [o o8 SE « A E] 0 X 85 € PJ}v V[ *8 % » v ¢ |E %}UE o[ 3]
région G§ Eul]v o X ,uls§ E <] pe |
HV E€0 Ju%}ES vS e Ev] E* %o}upE&E o (}v S]}vv u vSs o[ vicu X

] entigue$ Wans4éy 59 PHAase connues suggérant

hv & E %ZCo}P v S]cp S S o] *pE o * [Mv O]PVv u vS uposS]%oo
classification des PHAase. Cependaarmi la classe | de PHAaBexiste une forte diversité indiquant

u 88§ 0 *c %o}ee * %o E}% E] &+ VICU S]cpu e JA Ee oX > ¢ % E}(]
les classes de PHAase montrent un modéle similaire indiquant une topologiersipdar les protéines

E % S]A +X > Ju% E ]e}v e %o E}(]Joe [ZC E}%Z} ] 18 * QO ee o
uniqguement une différence aux positions 1180 (PHAase d€. necator ou 80110 (PHAase df.

aeruginosa suggérant que cette région cortie a la spécificité du substréRehm, 2003)

>[}EP v]e §]}v P v 8]« e P v . 1}eCVvSZ » - W, A E] v (}v
producteurs(Solaiman et al., 2000).es génes codant pour les PHAase et pour les autres protéines liées
au métabolisme des PHA sont souvent groupés dans les gérmantsiengRehm, 2003)

1. OVERFLOW DE CARBONETEINDUCTION DE LA SMTHESE DE
PHA

Traditionnellement, la formation PHA a été souvent considérée comme une réponse métabolique face a
une croissance déséquilibré¢stal, 1992) Cependant, © ¢85 %o}ee] O [T vS](] & u A .
microorganisme peut se retrouver face a un excés de carbone. Dans un cas, la crosance
microorganismeest limitée par un élémentnutritif, engendrant un excés de la souroarborée
disponible pour la croissanc®ans un secondas le microorganisme faibrusquement face a un exces

E }v 8§ ¢}v Vv }o]eu V[ ¢S % ¢ Vv U *uE ,endendfantleBtoade fe u v
ce carbone sous forme de réserve intracellulaire

Les mécanismes intracellulaires induits par une limitation nutritionngiesi que les régulations

enzymatiques déclenchéessnt § Joo ¢ (]Jv [ 8 0o]E o o pbrvdeRHA A plstiEde pess |

bases, les modéles cinétiques et métaboliques développés dans la littérature sont résumés.

I"n.1. Limitation nutritionnelle  de la croissance cellulaire

Bien que le role physiologique des facteurs limitants differe, les bactéries répordx différentes
oJul]d S]tve [uv ( }v ¢Ju]lo JE X > « usemblpntdonc étre}simiil@ré¢Babel et al.,
2001)



UVIE PV Eo0oU O %Z}+%Z}E +5 ++ v3] 0 %}uE at carhodé E-]}v
elue (}EuU [ dWX > P v & S]J}v [ dW % uS !SE %oope ]((] Jo v ¢]8u 8]
YRY * (}J&uU - S} I P ol v EP] v }ve}luu vS % ¢ [ dW % psS o}E-
Tout le substrat carboné peut alorsrétconverti en PHA et les cellules en limitation de phosphore
stockent en plus grande quantité que dans des conditamaon limitation de la croissancEn situation

oJuld 3]}V % E 0 %Z}*%Z}E U pv lJ*« [ 3]1A]% n dwfydeMesCv3Z -
Krebs, imputables a un manque de phosphore, sont const@kdarzan et Shimizu, 2011) Le
fonctionnemen de la chaine respiratoire est alors ralenti (ainsi que le cycle de Krebs) et la cellule adopte

0}Ee+ 0 +Zuvsd PoC}AECO]<H %}UE % }uA}]E «Cv3Z 5]« & o[}&E o} 3§ §
u s }o]«u -BEétedlutarate, quant a lui, ne peutas étre synthétisé. Or, la deuxiéme étape de la
*CVvSZ - W, § vs }lvv § us lo]du BMBouS @S U Jo 5 %}ee] O [\
gue la production de PHB permette a la cellule de synthétiser ce précurseur métabolique. En outre, ce
N“"HL U S }o]l<pu % EuU S [ e*nuE & o[ <p]Jo] E E& } A 0 oopo X

En situation de limitation azotée, la synthése protéique est ralentie, assurant une redirection des flux de

E }v A Ee 0 +Cv3Z - W, ~v }v3 v v3 % < tlor pSauskiunimpddU 33
sévere sur la croissance cellulaire, en réduisant toutes les activités enzymatiques et donc les cinétiques

[ 8]A]8 u 8 XOoxu]}IVEE J]E U 0 %Z}*%Z}E *S eU%o%o}te LS@EIVIoOUe U}
composé intracellulairéx un autre par réorganisation intracellulair@Aragao, 1996; Grousseau, 2012;
Vershininaet Znamenskaya, 2002; Zavald€tastor et al., 2010)a limitation phosphoréequrrait donc

permettre une plus grande flexibilité que la limitation azotée.

1.2. Limitation anabolique de la croissance cellulaire

Les procédeés dits defeast& faminei E %o}e *HE * C 0 ¢ }u%o}e ¢ [HUV % E]} [ o
source de carbone et élémeSe VUSE]S](* S [uVv % E]} (ulJv X > ¢ % @E} ecopue
production de PHB ont lieu pendant la période déast», permettant aux microorganismes ayant

stockés le PHB, de croitre sur cette réserve carbonée et de survivre a la péiedandine» imposée.

Plusieurs hypothéses alternatives impliquant différents niveaux de contrdle ont été proposées pour

expliquer ces mécanismes.

(1) Un niveau de contréle impliquda régulaion de la croissance au niveau protéomique et
transcriptomique: Van Loosdrechet Heijnen, (2002 ont émis I'hypothése que I'ARN et les protéines
sont produits principalema pendantla période de 4east» et que leur activité chute pendant la
période de €aminex». En effet, la croissance cellulaire pendant cette période ne génere pas de maniéere
équivalente les protéines, ce qui dilue et diminue la teneur en protéinesgiies. Ainsi,ala conduit a

une quantité d'’ARNmoindre par rapport a la croissance cellulairepliquantune redirection des flux de



carbone vers les processus de stockage pendant la prochaine périodeas x.

(2) Un autre scénario est basé sl contréle de la croissance de la production dePHA a niveau
métabolomique impliquantune limitation desmétabolites internesLorsque o [ < <] u] odi3ghstrat
est maximiségla consommtdon ¢ u}o MO ¢ estdMs élevée La chute de ces maléles
limiterait ainsi la croissanceellulaire dépendante de I'ATRThird et al., 2003)Egalement d'autres
niveaux de contréle au niveau métabolomgue peuvent étre impliguéscomme @gtivation et la
désactivation des enzymes allostérigue

[11.3. Reégulation enzymatique du métab olisme de PHB

De maniére générale, la redirection du carbone vers la synthése de PHEgedée de facon
enzymatique et esinduite :

- par de fortes concentrations intracellulaires en NAD{P)H ratio NAD(P)MNAD(P) élevé
- pour wne faible concentration® CoASH et une forte concentration en acégbA.

Le schéma général de régulation enzymatiquéCderiavidus necatast présenté sur |&igure?|et peut

étre généralisé a la production de PHA.

Figure7 : Régulation enzymatique du métabolisme de production de PHA cBemecatoi(Grousseau, 2012)



I11.4. Modeéeles métaboligues et cinétigues

Dans le but de comprendre, prédire lesmportements métaboliques et cinétiqgues impliqués dans la
production de PHA, il est utile d'avoir un modéle qui décrit les conversions biologiques et physico
chimiques dans un réacteur. Un tel modéle peut étre utilisé pour ajuster les données expélanaiia

-1 v3](] E o« Ao puE- e % E u SE& °* ]V S]<p o S edui pAithettenE < o a

une comparaison des données de processus et la prédiction de I'effet des variables opérationnelles.

Actuellement, plusieurs modéles peuvent €tirouvés dans la littérature pour décrire[ ve u o .
processugVan Aalsvan Leeuwen et al., 1997; Beun et al., 2000, 2002; Ciggin et al., 2012; Dias et al.,
2008, 206; Johnson et al., 2009; Pardelha et al., 20#) modéle métabolique pour la synthése de PHA
par des cultures mixtes utilisant 'acétate comme seule source de calf@e et al., 2002; Dias et al.,
2005)a été adapté a partir d'un modéle développé pour une culture Mian Aalsvan Leeuwen et al.,
1997) Sept E S]}ve *}vsS }lve] & ¢ UPE vS 0 Usibckage,[ codissandetS]}v
maintenance cdllaire) et la phase de famine (croissance maintenamteellulaire). Sur la base de ce
modele métabolique, un rendement théorique maximale (en l'absence de croissandaicslide 0,74
acétate CmghdCmok a été déterminé pour une culture microbienmaixte (Dias et al., 2005)Le
modéle a été étendafin dedéaire I'utilisation a la fois de I'acétate et le propionata tant que sources

de carbongDias et al., 2008)

] v <u o[ ve uo e u} o+ A 0}% % EJA vE ] v oedatis®§ eope U]
conditions opératoires définiesfamis et al(2014b)compare les modéles actuels, souléve les points

[ u o]} @&, &fihtde concevoir un modeéle généralisé et prédictif plas procédés de production de
PHA de type &ast& famine».

Le| Tableauwd|résumeles expressions des processies modéles métaboliques anécanistiquesssus de
lalittérature ( [ %o GBamis et al(2014Db).

Tableau4 : Expressions métaboliques et cinétiques couramment utilisés dans les modeéles de production de PHA

Processus Expressions métaboliques Expressions cinétiques
Consommaibn AGV + ATREAGVCOA + i ML—— E—CA° g
substrat CQ+ n NADH N1 GEAO]
. &
Production PHA AGVCoA + pNADH AEPHA Maol Miwos o FsFF *2 % GG
S, E -y, 2*yaoe
. N3 AGVCOA + YipixATP X + 5
Croissance na CQ + ns NADH JL JaoeaaE-la
Maintenance ATP A0 m
Catabolisme AGVCoA &£ng NADH + nCQ --
Phosphorylation

oxydative NADH + 0,5 O&(P/O) ATP -




Les processusonsidérat uniguementla consommation de substrats de typAS&V. D'autres typede
substrats peuvent étre présentpar exemple dans des flux de déchets, conduisant & des dynamiques
différentes. Les processus de croissance et de production de PHA sont souvent représentés par une
équation de Monod. A des concentrations intracellulaiédésvées de PHA, de nombreuses observations
indiguent que la vitesse de synthése de PHA diminue avec l'augmentation de la teneur en PHA
intracellulaire. Ce phénomene peut étre modélispar lintroduction d'une fonction d'inhibition
empirique qui dépend d&a teneurintracellulaireen PHA maximal@/an Aalstzan Leeuwen et al., 1997)

Les valeursnumériquesde k puissance r{) montrent une grande variabilité entre les expériences
~ipgec<pu[ pv ( Sm@g@e lorsqudes especesdentiquessont sélectionnéeqJiang et al., 2011a;
Johnson et al., 2010a, 2010b)

De maniére généraldes modeéles cinétiquesoat construits a partir de la limitation en azote, un

élément non conservateur. Ainsi, les processus de croissance cellulaire et de production de PHA sont
(JEuUpo « % E o & Eu oJuld S]}v & %o[ ES]d\ rdgFactivemBri s} S

bibo]}PE % Z]<u % EuU]e }puo A B Spquu vy ud o3 0] %}IUE 0 % E} |

PHA sous limitation en phosphore, un élément conservateur.

V. LESPROCEDE®E PRODUCTION DPHA

Depuis la fin des années 1980, la biotechnologie industrielle saopé un effort considérable en

exploitant la capacité naturelle dgertains microorganismes accumuledu PHAgn vue de produire des

polyesters biodégradables avec des propriétés thermoplastiques intéressantes et des productivités
élevées. Lavoie prif% 0 u vS Uu% EPuVS ipe<u[ HIi}PE [Zpu]JU }ve]*S v 0o— u o
de fermentation microbienne de cultures pures utilisant a la foistgpes sauvages et des organismes
génétiquement modifiés. Cependant, un intérét croissant est portélasircultures non axéniques a

% ES]E [Muv ¢ 0 S]}v u] E} ] vv ApseSEaojr pségedEe les pkicédé€s industriels
actuellementsur le marché, les recherches et les résultats obtenus en cslhare axéniqus, a partir de

boues activéessont exposeés.

IV.1. te "t +t+e fEco—fe—o o 77+  St77% <ot—e—"<tZ727%

Actuellement, le PHA est principalement produit en culture pure, par certaines espéces bactériennes
Z}]*] * %o}u@E& 0 PE* % E(}EU V ¢ [ HUupO S]}v S %o}uCEeuwvente% ](] 18
assimiler et transformer en PHA. Une production microbienne efficace dépend de la concentration
cellulaire, du taux de croissance, du pourcentage de PHA intracellulaire, des rendements, des colts
Po} unE&hén, 2009)De plus, e % E(}EuU v * u £AJu o ¢ [ MHuUpO S]}V W, %o
§8 JvS » %opMde ( ]JO U VS Vv HYOSUE %opE&E PE unpapdijaig®liqgueds p cCeS u



Bien que de nombreux types de PHA &en § JMA ESeU « poe <p 3E [ vSCE
grande échelle et commercialiséke PHB, le P(HBcoHV), le P(3HBco4HB) et le P(HBcolHFlebeb
recense les souches généralement utilisées pour la productioRHi. Typiquement, la production de

MAE }VvS

PHA par des cultures pures est effectuée en mode discontinu, le temps total de fermentation est compris

entre 38 et 72 heures. En général, une stratégietfatth est utilisée pendant laquelle une croissance

exponentielleest assurée afin d'atteindre une densité cellulaire élevée. Les conditions de limitation de la

croissance sont imposées afin d'induire stockage de PesAmBdes de procédés industriels permettent
[ 88 Jv GE }v. vSE §]}ve ]}u e« <rieBreg a GOug/iz Bveq Ma taux de PHA
intracellulaire supérieur a 50%.

Vv

Tableaus5 W "} Z § &] vv ¢ }luupv u vs psSjo]e

industrielle (Chen, 2009)

* %o}UE 0 % E} p S]}v

Modification IIE EE [Pl MS PHA
Souches anétique et échelle Substrats finale final Entreprises
genetiq (t/an) @)  (%MS)
Ralstonia Non PHB (10) Glucose  >200 > 80% Tianjin quth. Food,
eutropha Chine
. Chemie Linz, btF,
Alcaligenes Non PHB Glucose ou 60 > 75% Autriche
latus (10-300) Saccharose :
Biomers, Allemagne
Escherlchla phbCAB + PHB (10) Glucose > 150 > 80% Jiang Su_ Nan Tian,
coli vgb Chine
. ICI, GB
Ralstonia Non PHBV ~ Glucose+ 15, - 750  Zheliang Tian An,
eutropha (3002000) proprionate .
Chine
Ralstonia . :
eutropha Non P3HB4HB  Glucose + 5100 > 75% Mrieatr?'ki)r?lgéelzetr?tgijonslii
Escherichia phbCAB (>10000) 1,4BD ° ) Chine ’
coli
zj‘t'rs;;?]:‘ phaGe.  PHBHHx (1) Acidegras >100 >80% P&G, Kanekaapon
Aeromonas Acide P&G, Jiangmen
0 b
hydrophila Non PHBHHX (1) laurique <50 <50% Biotech Ctr, Chine
ACTOMONAS o AB +vgb PHBHHX (0,1 ~“®  _50 >50%  Shandong Lukang
hydrophila laurique
P putida Non  mclPHA (0,1 Acidesgras ~45 > 60% ETH, Suisse
P. oleovorans
Bacillus spp. Non PHB (5) Saccharose >90 >50% Biocycles, Brésil

MS: Matiéres SéchesvgbW P v} vS§ o[Z u}Po} ]whtx]ABREenes He synthése du PHB codant-la$}$Z]}o « U o[- §}
CoA reductase et la PHB syadh; 1,4BD: 1,4butanediol; phaGc: géne phaC de la PHA synthase de Aeromonas Gaiide\B: géne codant

-1 8}8Z]}o « § o[ -CaAlredic@se.



IV.2. Les cultures mixtes : Sélection de microorganismes producteurs

>[us8]o]e S]}v p o Stall@s equal le&k Bouwds activées, présente certains avantages : pas de

vV ee]§ %o E} oo S (E]Jo]* 8]}v S 0 %o}ee] ]O]S [uS]o]e & o o
déchets comme source de carbone. Ceci devrait permettre une production plus écomondégquPHA
contrairement aux cultures purg®ias et al., 2006; Venkateswar Reddwenkata Mohan, 2012Flles

permetent pee] o[us]o]e 8]}v [V %opue PE v A E] & U *SCE S v E ]}
organismes productesr de PHA. Un effort considérable a été réalisé dans la production de PHA en
ps]o]e vs * HOSUE « u]l]AES *+ S }luu ey SE S . HAE He ¢ [}E]P]V -
phe  UPV] ]% o0 U O U O e° VvV u & U pier, dekeffluents dgpe]v o ‘.
moulins a huile d'olive, des effluents de réacteur de production de biohydrogéne et des déchets
alimentaires(Verkateswar Reddgt Venkata Mohan, 2012)

> % E u] CE Su (]* vS uvs]}v [pv % E} p S]}v W, % E pv HOS
toov § Z}ZA E pulol pu ¢ vv e 6iX /oeaptive€HA w3 {ppud EJu

[ oJu]v §]}v sphof& @eut accumuler un polymeére contenant des unités HB, HV, efWiillenet

Rohwedder, 1974)Pami les organismes producteurseulx types de métabolismde PHAont été

signalés

1) la production de PHAurantune phase anaérobie par des organismes accumuastpolyRou
du glycogene (PAO/GAO), awate consommationultérieure des substances de résess pour la
croissance cellulairdurantune phase aérobie (Smolders et al., 1994)

2) la production de PHA pales cultures aérobielrsque cellesi sontalimentéespar des pulses

e *3E 35U - |cldigsandeallulairelorsquele substrat est absnt (Beun et al., 2002)

Enappliguant lesconditions environnementales appropriéa® type @& microoganismes pourrait étre

enrichi sélectivement damdes bioréacteurs.

De maniére générale, la production de PHA est réalisée en moeatet en limitanta croissance des

OOMUO ¢ % E ¢ MV § %o — VE] Z]**cuvVvS VvV % E} p S pE- W, X WA
principaux ont été décritsle procédé anaérobiaérobie (AN/AE) et le procédé ddeast& famine» ou
encore appelé Aerobic Dynamic Featy» (ADF). Des revues détaillées de ces procédés ont déja été
publiées(Dias et al., 2006; Serafim et al., 2008)

Le systeme AN/AE de production de PHA comprend une étape d'enrichissdmenlture effectu@
dans la station de traitement par boues activéesH9Tdans lequel les conditions AN/AE sont imposées,
suivie d'une étape d'accumulation pour la production de PHA. Cette derniere étape est effectuée dans

un réacteur alimenté en substrat fermenté content des acides gras volatils (AGV). Le taux de PHA



accumulé dans ces systemes est généralement faible, ne dépassant pas 20% de la masse seche de
cellules(Satoh et al., 1996)nais petiétre augmenté paune micreaération durant la phasanaérobie

du systeme AE/ANpermettant d'atteindre un contenu en PHA variant de 33% a @4toh et al., 1996;

Takabatake et al., 20000 vV %o %00]<u v3 pv o]Juld 8]}v vuSE]S]}vv 00 % E of I

accumulé dans desonditions aérobiegBengtsson, 2009)

Le systtme ADF est un procédé strictement aérobie ou les boues sont soumises a des périodes
consécutives d'exces {east») et de carence en substrat famine»). Dans de nombreux cas, le
systéme ADIest conduit dans des réacteurs SBRS¢guencing Batch Reactor et est principalement
utilisé pour la sélection de la culture pour atteindre une proportion élevée de microorganismes
producteurs de PHA. Par ailleurs, ce procédé est considéré étre tagitrda plus prometteuse pour la
production industrielle, car elle permet une accumulation stable en &afehizadelet Van Loosdrecht,
2004) atteignantdes teneurgusqu'a 67% sans limitation nutritionnel{&erafim et al., 2004jusqu'a
89%sur acide acétiquéJohnson et al., 200®9u sur acide lactiquéJiang et al., 2011b)es expériences

en laboratoires réalisées a partir[d((opu vSe & abouti §érieralementa des teneurs en PHA
inférieures: par exemple,75%sur la mélasse fermenté@lbuquerque et al., 20103t 77% sur eaux
usées]eep o[]v peS E [Jiakg bals POERNEanmoins, lesésultatsci-dessus montrent que

les cultures d'enrichissemern microorganismes producteuggeuvent atteindre des teneurs en PHA
semblables &cellesdes cultures pures génétiqguement modifiés qui sont classiqrenutilisées en
biotechnologie industrielle poua production dePHA Jusqu'a présent, une seule expérience a montré la

capacité des boues activées a stocker directement (sans enrichissement préalable) une grande quantité

de PHA (jusqu'a 56%) avec unmitation N (Mengmeng et al., 2009)e|Tableau6| récapitule les

conditions opératoires, les sélections microbiennes et les performaatteisites en cultures ouvertes



Tableau6 : Conditions opéatoires, sélections microbiennes et performances atteintes en cultures ouvertes

Mode enrichis-

Limitation

z o g - 1 1 2 4
sement Substrats Communautés microbiennes Accumulation PHA croissance OpHB Ronas PHA, Réf.
. ) . Fedbatch (alim. continue, (Johnson et al.,
Dominanes: Jjproteobacteria pH 7, 30°C) Carence N 1,4 0,60 89 2009)
AA nd Fedbatch (pH non Limitaton N~ 0,41 0,70 65  (Serafim et al., 2004)
contrblé,22°C)
1,74 0,61 88 (Jiang et al., 2011c)
AB Plasticicumulans acidovorans Batch (pHr, 30°C) Limitation N 3,64 0,89 88
T AATAB 372 0.82 83 (Marang et al., 2013)
Dominant: Bproteob.
AA + AV (Comomamas, Thauerat L. Batch (pH 9,5, 25°C)  Aucune limitation 0,12 0,43 46 (Villano et al., 2010)
ADF hyaling +Firmicutes
AGV(AA, AP, Fedbatch (alim. continue, S (Albuquerque et al.,
AB, AV) nd pH 8.4, 3-25°C) Limitation N 0,26 0,80 77 2011)
Molasse
fermentée 26% Azoarcsi8%T haurea50% Fedbatch pH non S (Albuquerque et al.,
(AA, AP, AB, Paracoccus controlé, 23-25°C) Limitaton N 0,27 0,62 61 2012)
AV)
Effluents Plasticicumulans acidovorans
papetiers Microoraanismes non stockes: Batch (pHr, 30°C) Limitation N 0,7 0,8 77 (Jiang et al., 2012)
(60% AGV) 9
Limitation N nd nd 45
ADF+ micro  AGV(AA, AP, 71%Firmicutes Fedbatch @lim. continue (Venkateswar Reddy
. . N e et Venkata Mohan,
environnement AB, AV) 29%Proteobacteria pHnon controlé 29°C S
Limitation N + P nd nd 54 2012)
. . . Fedbatch (pH 77, 30°C) 0,44 nd 60
AN/AE AA Dominant:Competibacter Limitation N (Bengtsson, 2009)
(GAOs)
Conditionsaérobies 0,38 nd 49
Sans enrichis Liquide Fedbatch (pH 81-8,6 S 3 (Mengmeng et al
fermenté nd N o Limitation N 0,31 0,37 56 "
sement (VFAS) 21°C) 2009)

T exprimé en Cmol

exprimé en pourcentage de MVS

% expriméen DCO
nd: non déterminé



V. CROISSANCE BACTERIENE\ET LIMITATION PHO®HORE

ve 88 % ES] U o[ Su vise adiaiySeErndgsdegeipns nutritionnels pour la croissandes
molécules phosphoréemtracellulaireset les différents poolsassociésde maniére a identifier des
Uu Vv]eu e 0 ¢ % EuU S5 vS PuAE oO0O0ONO ° * [ on Bstdtideng]le en phosphorpu ]S $]
Enfin, les différents modeles retrouvés dans la fdtare permettant de décrire le comportemermu

phosphore intracellula@ sous limitation phosphore sont exposés.

V.1. Besoins élémentaires pour la croissance bactérienne

Passantd o[ Znmbculaire, cellulaire et o[} &P a]'€ahelle de la planétde phosphoreest
probablement le principal facteur limitarde la produdivité végétalesur Terre au cours degériodes
géologiquesDans les milieux environnementaux, le phosphore peut étre présent sous forme dissoute ou
sous forme particulaire. Trois types de formes de phosphore particulaire peuvent étre distingués, les
formes organiques contenues dans la biomasse, les formes minérales (ou inorganiques) insolubles, ainsi
gue les formes adsorbédkarpentet Champiat, 1988)

LgTableau7|présente les éléments constituants majoritairement une cellule brietée.

Tableau7 : EIémentsmajeurs constituants une cellule bactérienne et leurs fonctions associées

Eléments % MS Fonctions

C 50 Constituant majeur du matériel cellulaire dans les protéines,
acides nucléiques, les lipides o =« & }ZC & ¢

}veS]Su vS pusS E] o oopo |@E,ést

20 o[ %S UE [0 SEIv v }v ]3]}
14 Acides aminés, nucléotides et coenzymes
8 }veS]Spu vS u i HE ¢ }tu%e}le ¢ }EP v
cellulaire
3 Acides nucléiques, phospholipides, acides téichoiques,
lipopolysaccharidesmétabolites
1 Acides aminés et coenzymes

Selon Frankliret al. (2011) la cellule peut étre compartimentée et il est possible de considérer la

8" Z]}u SCE] Po} o E}Ewpo3ovs e 8" Z]}u SE] - (Frarjintet &E,5]Ju v3e
2011)X > ¢ % ESe E o0 3]A -« Z <g Ju% E3Ju vd Alvd puee] Jv(op v @
>[ %% €} Z %o @E } %o} e }vel]ed o0}E- ]JAle & o Jlu e+ Vv }u% ES]u

structurelles de base de la cellule (z), celiées au mécanisme de croissance (g), et celles liées a

o[ <u]*]81}v 8§ o0 }veluu S]}v e+ VUSE]Ju vSe|HgureBluu % E ¢ vS <uE o




Figure8 : Compartimentation cellulaire proposée pdfranklin et al.(2011) a) Compartimentation et flux.b)
Effet dela compartimentation de la biomasse sur les processus cellulaires en croissance limitée. Les fleches
indiquent les effets positifs, négatifs ou variables. La composition de la biomassg €ét,z) a de directs effets sur
la croissance et le transportetu  (( 8 Jv JE U SE A E+ o }v VSE 3]}v o[ o uvs v
affecte la consommation métabolique du nutriment par unité de biomasse produite

e Ju% ES3Ju v3eU A] vv v3 o[ i}u8 E 0 * %}}oe <+ u 3 psdiceccvd EvV o
alarespiration.> ¢ (}v S]}ve «SEU SUE 00 e o ¢lv§ 0] ¢ pulvsdlv § o
membranes et parois cellulairegnsi quedes protéines essentielles. Le mécanisme de croissance est
reflété principalementpar les taux E] }e}u ¢ S effedfd o u v]eu [ *¢Ju]o S]}v .
E s*}uE -+ 5 }EE o o «uvs]s & o] 38]A]s e % E}S Jv ¢« SE veu L

V.2. Le phosphore intracellulaire

Pour les bactériede phosphore est un nutriment essentiel minoritaire. Biecu[]Jo v E % v v «<u
faible pourcentagede la masse séche des cellules, son assimilasbmécessaire a la croissantigoue
MV EE€0 e*¢ v3] 0o v § (Eu quilipre réBdX pourda dellule.

Le taux de phosphoréntracellulaire dépenddu micramrganisme et de ses conditions de croissance

(Bremeret Dennis, 1996)comme la température, le pEt le taux de croissancéegTableau8l|illustre

guelques taux de phosphore référencés dans la littératueé montre les gammes de variations

observées par certains auteurs



Tableau8 : Taux de phosphorgénéraux de quelquemicroorganismegcalculés a partir desonnéeg

Organismes VariationsP,, (g/100gX) Référence
Klebsiella aerogenes 1,3-3 (Neijssekt Tempest, 1976)
A. globiformis
1,2-2,8 (Veenet Paul, 1979)
E. aerogenes
Acinetobacter spp. 1,4-45 (Haoet Chang, 1987)
Bacdéries d'eau douce 0,8-2 (Vadstén et Olsen, 1989)
Bactéries marines 0,3-4,2 (Tezuka, 1990)
Bactérie d'eau douce 1,3-3,8 (Jurgenst Gude, 1990)
C. glutamicum 15-2,1 (Panhorst et al., 2011)

V.2.a Les moléculesphosphorées

Le phosphoreest un constituant des acides nucléiques, des lipopolysaccharides, des cofacteurs et

Jvsd EA] vs§ ve o] & P S o e-transcriptiorhplles dés } potéines, par la
phosphorylationde ces derniéregpour permettre les % E} eepe [ & ¢ P § E }vv ]e
cellulaire notamment. > ¢ % @E]V ]% 0 ¢ u}o pHO * }vS vV VS U %Z}*%Z}E +}vs
phospholipides et lemétabolites. > %0 Z}* % Z} E s Jvs PE Ve 0 ¢ J}u}o HO * e}pue
orthophosphoriaques organiques (molécules phosphorylés, phospholipides, AMP, ADN, ARN..) ou de
%oZ}e%oZ § ¢ YEP v]<cu o }v ve o ~ dWU E |IE WU %Z}*%Z}% E}S Jv sUYe
aussi librement dans les cellules, notamment le pyrophosphate inorganique,usuf@ane de granules

de polyphosphatemorganiquesdans le cas des bactéries PAO (Polyphosphate Accumulating Organisms)

(Panhorst et al., 2011) g Tableawd|récapitule les fradons de phosphore contenues dans les molécules

phosphorées dans une cellule bactérienne.

Tableauld W & E S]}ve %o Z}e % Z}E Ve O * U}O MO * %oZ}e* %0 IR 2018 v oOOMO

Molécules phosphorées gP/100 g MS du composé
ARN 9,1
ADN 9,5
Phospholipides 4,1
Hexosel(ou 6}phosphate 12
Fructosel,6-biphosphate 18
ATP 18
Ribulosel,5-biphosphate 20
2-phosphoglycolate 22
Glyceratel,3-biphosphoate 23

Phosphateinorganique 32




V.2.b

Répartition du phosphore intracellulaire & <o’ ‘"—fe ... 3 T3e ‘7 ti

Slon les conditions environnementales, la fraction de chaque compheéphoré peut varierlComme

illustré par IEigureQ Fuhs(1969) propose de compartimenter les molécules phosphorées en 3 fractions
regroupant les molécules

1/ Structurelles % ®&u 55 v§ ulvs v]E& o[]Jvs PE]S § o A] ]o]s

0]%] * uu EvVv]E X §8§ (& 38]}v vpnednttation eO(phdsphde E o

soluble extracellulaire.

2/ Fonctionnellesnécessaires a la machinerie de synthése et les pools métaboliques (ARN,
intermédiaires phosphorylés). La taille de cette fraction détermine le taux de croissance et
inversement. Une relat}v o]v & vVSE o S puAE [ZE S o S uk&
largement déterminée par les auteufi<arpinets et al., 208).

3/ De stockageen polyphosphates solubles et insolubles. Cette fraction a lieu lorsque le
%o0Z}e%oZ}YE V[ *S % ¢ 0oJu]S S Vv[ (( S % c u S E] oouvS oo

Figure9: Répartition des molécules phosphorées 8rfractions(adaptéeselon Fush (1969)

S U/



La fraction constituée des molécules fonctionnelles est donc dépendante du taux de croissance. Ce
phénomeéne est appelle « Growth Rate Hypothesis (GRHJSterneret Elser, 2002)_e GRH est basé sur
o }EE o3S8]}v}s EA U ve puv PE vV viu E u] €}}EP v]eu U 0]
[ ZE 8§ P ouvsS pu & S]} ZEI% E}S hvec levawode drpissam¢Elser et al.,
2003; Sterneet Elser, 2002)Dans la littérature,ds auteurs ont déterminés des corrélations linéaires
VEE o ZE $pécifigugdéEcroissance en chémostaéfarpinets et al. (2006), représente ces
relations linéaires par le ratio ARN/protéines mais €galement par le ratio P/N selon le taux de croissance

mettant en évidence un facteur 5 en moyenne entre un faible et fort taux de croissance.

LdTableaulOls % E}%}e [ A op E 0 * %}}oe u i}JE]S JE - %oZ}e %o Z}E Ve
}jvv ¢« E (EV * S [ZC%}SZ » X > %}}o us }o]Se+ veo OOMO
inférieur & 1% (arbitrairement). La teneuv %o Z}* %0 Z} E Ve 0 ¢ % E}S ]V e ~%Z}*%Z}EC
des protéines) est évaluée a moins de 1% (arbitrairement). Des calculs de taux de phosphore relatifs a

chacun des pools identifiés ont été réalisés en considérant ces hypothéses. La compobiilaitece

prise en compte est celle générada phase exponentielle de croissanck. coli.

TableaulO: Principales molécules cellulaires et leur teneur en phosphore

Molécule % (g/gXx) %P (&/9) %P rel. (g/gP)
ADN 3 9,12 9
ARN 20 9,5% 63
Protéines 55 <05 <8
Phospholipides 8° 4,1 11
Métabolites <1 28" <9

la Ju%}+]18]}V % E]* VvV Ju%& «Ecoloo P Vv E o |
3 (Elser et al., 2000af (Ames, 1968)¢(Franklin et al., 2011)

[ %0 @& ¢ 0 ¢ *5Ju S]}ve E o0]* *U 0 ¢ %o}}oscraielocehxWo ARNE) u DIEE |E& -
des phospholipides comme identifié par Ehlers et al. (2010Pe plus, &s protéines, représentant plus
de la moitié de la masse cellulaire, et les métabolites trés riches en phosphore, pe&gaement

constituer degools non négligeables de phosphore.

>[ v oCe 0 *8" Z]}lu SE] oopo J&E v (}v 8]}v e }v ]8]}ve E}]e
intervenir de nombreux mécanismes. La réponse des bactéries en termes de variations

8" Z]lu SE]<H - 0 } ¢ RiBalysiéesen §ermes de ratios intracellulaires (globauxycet en

dissociant différents pools (compartimentation). En effet, le pourcentage massiguéde phosphore

dans les acides nucléiquéd®) Jve] <u[puv A E] 3]}v Ju% }ES vitune inpodantd ZEU Jv |
variation du taux de phosphoiatracellulaire selon le taux de croissance (GRH).



V.3. Limitation phosphore et réponses intracellulaires

> o ¢SE S P] ¢ pus]o]e ¢ % E 0 - § E] * % O ° o[ %8 E: o0 o0]u]s
I[[ uPu vs8 §]}v o e<}op ]Jo]s e Ju%o}le ¢ }VvS V VS U %Z}e%Z}E S 0 M

facilitée, mais aussi la capacité a synthétiser des biomolécules avec moins de phosphore.

V.3.a Concentration en phosphore extracellulaire et réqulon pho

> [ ee]tiqmdu phosphore peut étre faite au travers de différents composés, et se caractérise par un
processus en deux étaped o SE ve% }ES e Ju%ole o %oZ}e%oZ}E SE A E- o
%0 Z } * %o Z } E (Vershihirdh& Znamenskaya, 2002)

La source de phosphore la plus commune est le phosphore inorganigud (P}vs o[ v§E Ve O 00
est assurée par différents systémge transport en fonction déa concentration dans le milieu. Lorsque

le R extracellulare est en exces, le Pit (systeme de transport du phosphore inorganique) prend en charge

le R, alors que dans des conditions limitantes eax®acellulaire, le Pts (systeme de transport spécifique

de phosphate) prend le relais.

LaFigurel)| E %o E « v§ o &E Ppo S]}v o[ PBOwEzE.*¢dluLes gériéglao EORtv
régulés par un systéme de transduction de signal, formé de deux protéines. Chez les bactéries Gram
cette paire de protéines est Phad®hoR, alorsquepuE& o « 'E u= -PheR.WZ}W

FigurelO W Z Ppupo §]}v o[ A %o & phodhezE. ap|i(Weérsidibimaet Znamenskaya, 2002)
Les protéines PhoB et PhoR sont des régulateurs de transcrities lient aux promoteurs des genes
pho pour les activer (géngssi ou les inhiberPhoR est une histidine kinasensible a la concentration
du phosphoredans le milieuextracellulaireet qui en réponsge phosphoryle ou déphosphoryle le
régulateurtrans E] % S]}vv oU ¢ Z vS <pu [ *S 0 (}EU %Z}*%Z}ECO ~WZ} W

PhoR aun double rdle, assurer la transduction du signal et interagir avec PbelWlus, ¢ *S pv
protéine transmembranaire, dont la majeure partie est exposée cbté cytoplasmiet une partie plus

petite, c6té périplasmiqueDeux forme=xistant, PhoR le répresseur et PhdRo[ $]A § HE p E Ppo §



PhoB: (1) En exces de;Ha protéine PtsS est saturée, ce qui perturbe le systemetRisrmet & PhoR
~A] W2Z}he [saX#nford@tion de répresseur en formant un complexe avec les protéines du
systétme PtsL[ £ % E e*<]}v e+ P v ¢ pu E P po}2) Aitatién @& Peb @S v[ ¢S %oope
saturé, le systéme Pst reprend airconfiguration «vormale» et PhoR adoptespontanément sa forme

[ §]A 3Ce §Xeme de régulation a pu étre trouvé chez les bactéries Grarm ¢hetz les levures,

les cyanobactéries et leschaea et estdonc considéré comme universel.

Une carence en phosphate induit un ensemble de gélessgéne9si llsfont partie du régulon Pho et

sont soumis au méme contréle physiologique et génétidhiasi, pur certaines bactéries

- les phospholipides membranaires peuvent étre partiellement remplacés par des lipides ne
contenant pas de phosphoreBécillus subtilis Pseudomonas diminutaPseudomonas
fluorescenset Rhodobacter sphaeroideavaletaPastor et al., 2010)Ce régulon est aussi
E *%}ve O o[]v p 3] }lwaABCDBEP&H@L} ¢ode pour les enzymes nécessaires

H & u%o U VvSs o[ ] o8tdnah} du phosphate) des parois cellulaires par
o[ ] § ] ZUE}V]<H U ¢ ve % Z}e+%FJAB eXtagDEF,} Ssp@adables de la
*CVv3Z - o[ 1 S8 1 Z}b«u U «(HoBetal, F00&) %o E]u -

- de nouvelles sources de phosphore peuvent étre utilisées, telles des sources organiques
comme les glycérophosphodiesters ou des phosphonates. Les génes codant pour les
protéines nécessaires au transport de tels composés sont regroupés au[geie E}ve }vS
le(s) promoteur(s) sont sous le contrdle de PhoB.

- des enzymes bactériennes peuvent permettre la minéralisation de phosphore organique.
Cesta- |E «<u[ v . %o E * V us] & }EP v]<p ~ E]-
phosphatases vont hydlgser les esters de phosphates et générer des phosphates
inorganiqueqLarpentet Champiat, 1988)

Les promoteurs des géngho possedent une séquence conservée en positiby, qui est nécessaire

pour la fixation de la sousnité «°de o[ ZE %}0oCu E « U u ]J* v %o}ee V3 %o o $ 00
position-35. Par contre, ils possédentpao box qui se situe 10 nucléotides en amont de la régidhet

qui est une séquence répétée de 7 nucléotides. La protéine PhoB phosphoarigdémgit avec cette

séquence et initie la transcription. Certains promoteupst €t ugp) possedent différentepho box et

0 UHE V]A p [ £%E **]J}v 5 u £Ju o 0}E+«y o0 EPHR SnguiE [vs E
Of £% & e*]}v < P v « o (UPw]¥3SNp&hmerase pour le promoteur.

Ainsi, & mise en place du régulon Pho peutgeu SSE o[ %S Sdilganismes h dE conditions
oJulS S]}v V %Z}*%Z}E % & O i g [pv ve u dMarzarEt Phinuz§]}v SE -

2011; Vershininat Znamenskaya, 2002pe nouvelles sages de phosphore peuvent étre métabolisées,



et la structure de la membrane peut étre modifiée de maniére a privilégier la croissance cellDésre.
options offrent une certaine flexibilité et plasticité du phosphore intracellulaire selon les conditions

opératoires et selon les populations microbiennes.

V.3.b Les pools des nwlécules phosphorées en limitation phosphore

Nolv o Yu%l}e]S]}v o[ oJu v8 8]}v ~o]u]s 8]}v €& }v %oZ}e%oZ}YE U
et méme espécamicrobiennepeut varier deplus de 50%Lgvdalet al., 2008) Par exemple, il a été
ujvSE «u o 8" Z]RsedidBrhonas fluorescemst différente selon le taux de dilution en

chémostat(Chrzanowsket Grover, 2008)

Il semble toutde méme intéressant de remarquer que pour les auteurs, les bactéries présentes en milieu

naturel, souvent soumises a une limitation en phosphofey 0 v3 % 0 * [Ju%}ES vs « A E]
v § Eu - e8” Z]}u S§E] %o} pCECi@ éWorAdntbeah @avec les bactéries

u E]Jv ¢« § [ uqu}présentent les plus grandes variations intracellulaires de phosphore (0,3 a

4,2%).

Slon la répartition des molécules phosphorées proposée par Fuhs (&0@8rritesprécédemmenten
limitation phosphore la fraction de phosphore stockée serait consommée prioritairemevant
[ S <p & 0o (E S8]}v eepE& vS o0 * (}v S]}ve oOOuNdFipEe?1).S v(]v 00 °

Figurell: Répartition des molécules phosphorées en 3 fracti@igdiminution du contenu phosphoré de
chacune en fonction de la limitation phosphoigelon Fush (1969)



>hiypothése de compartimentation de la biomassgon Franklirpermet de modéo]s (E 0[ZC %0 }SZ -« M
S uAk E}]ee v v o]Ju]s §]}v %oZ}e% Z}E § A] v plho%phote E o[]u %o
}vs vp  ve o[ ZHrdansd&celluléElser et al., 2000a)e po} o ARNP deviendrait majoritaire
en situation de limitation par le phosphore poursaser la croissace cellulaire. ]v ¢ JARNH pourrait
lveS]Su E 6i 019 U %oZ}e%Z}E oopo J&E 8}S o0 v poOSUE }vS8]vu o
constituerait 25 a 43% en culture non limit@dakinoet Cotner, 2004)En condition de forte limitation
phosphore, seuleso « u}o HO ¢ %Z}*%Z}E <+ }vS v vS o[ EU 0+ % E}S Jv *
[ e*HE E pv §]A]S « (Bertildsdk ktJaly, \2003plus exactement la structure de la

cellule [Figurell). Une étude de Raven (2013) montre que la limitation phosphore a un effet variable

selon le microorganismeeu@& o (& S]}v [ ZE ¢ v3] ogquil walWne yv&iatidk vS$

génétique dans la fagon dota répartition du phosphoreépond aune limitation nutritionnelle.

V.4. Les modeles définissant le phosphore intracellulaire

Les modéles cinétiques de la @sance microbiennémitée par lesubstrat,ou celleci est directement

liée a la concentration de substrat extracellulaire, tels que le modéle Monod, ne sont pas applicables a

des substrats consenés». Quand un substrat gonsené » est limitant, tel que le phosphore]o v[ A]*S

pas de relation simple entre I'absorption du substrat et la croissartalaire Le taux de croissance est

ici contrélé par la quantité de substrat intracellulaire, qui peut varier considérablersetre un taux de
phosphoreminimal assurant la croissance cellulairg (R et le taux de phosphore maximal nécessaire

pour assurer une croissance exponentiellg (). Ce type de modele a été principalement développé

sur les algues et les phytoplanctons& o Cvv U 1ii1\ét €ru2ado] 1997; Ross Geider, 2009;
Vadstein,1998) Le|Tableaulll %o E ¢ vS o[ £ % E ]}V 0 A]8 e+ e ston JdJ<p E

modéles cinétiques.

Tableaull: Expression des vitesses spécifiques de croissance dans les modéles lingtan@s linéaires, pour
un substrat conservé

Modéles cinétiques Expressions Références
Linéaire J Y 2e)F 2epnEP Geider et al., 1998;
=T 2caaTiF 2e2NEP Moore et al., 20Q

SF 524? NEP
J-1 HTEJ Droop, 1968

E®NEP

s Fo——r
2EgqaTL
Non linéaire 2eF 2epNEP

n [H]

=T ke F 2e pNPE - M
; - SE_S’HZEJFZE@NEP Flynn, 2002
- |m . : y |
=T K2e F 2c o n PE - 3 H'2E4ATLF 2E L NEF

Caperon et Meyer, 197




La forme de la courbelu quota intra oopo |&E o[ o uvs oJul]svs S o S u&E
microorganisme~ ...+ A (E Lne alfu€Elinéaire et fortement hyperbolique, en fonction de I'élément
limitant et du microorganismé-lynn, 2008)Ainsi, les principaux modéles qui permettent de représenter

la limitation de la croissance cellulaire par jesent le modeéle linéairéGeider et al., 1998; Moore et al.,

2001) et les modéle non linéairgaperoret Meyer, 1972; Droop, 1968Flynn (2002) introduit dans le
modele de Caperon et Meyer un paramétre permettant de représenter ces deux types de modéles.

Les parametres;P.i: et B,_exp COrrespondent aux quotas intracellulaires de phesge pour lesquels la
croissance est nulle et maximale, respectivement. Le paramgiteest la vitesse spécifique maximale
de croissanc& Ve O e H u} O % E}v S D C E ~ido6ieU b [ P]S |
nécessitant une calibratiopour chaque type [ o u v$ o].udd&nss8¢ méme modele,kest un
paramétre exprimé dans les mémes unités qydJP §  @]lurke de[la courbe Flynn introduit donc un
parameétre KQ, adimensionnel, permettant de représenter
- le modeéle de Droop lorsque KQEME?%@&
- le modéle linéaire lorsque KQ > 5.

LgFigurel2|représente la relation entre u et3elon le modéle linéaire, de Droop et de Flynn.

Eodvor
KQ\ EowalEodvor

KQ\ 5

Figurel2: Représentation des relations entre le taux spécifique de croissance et le Pin selon les modéles
cinétiques. Parameétres choisiguna= 0,5 R, Rn_exp= 3,8%, R ciit = 0,4%, KQ =1

Ainsi, le parametre introduit par Flynn (ZqQKQ, permet de repréenter différentes relations entre le

1 et le B, dans une méme équation.



VI. SYNTHESE BIBLIOGRAPHQUE, ENJEUXET DEMARCHE

Cette étude bibliographique a permis de dresser un bilan succinct sur la structure des PHA et leurs

propriétés associées. Il en ressorb %0}ee] ]O0]S [} § VIE puv PE v A E] &
[,LC E}AEC o v} S e Vv (}v S]}v p SC% U *SE S S e+ u] E}}IEP v]eu

cette capacité permet de proposer une large gamme de matieres plastigues aux propriétés diverses.
>[]v JE%}E S]}v ursj(e Z Ve %Oue O}vPu ¢ § 0 <pu oOf,s o[Z}u}

particulierement intéressante. Cet aspegti est relativement bien compris et maitriggrousseau et al.,

2014) s E SE& ]S Juu pV % Ee+% S]A [ u o]l]}& S]}v 0O <u 0]S§ noo]]

application industrielle intéressante

>[ vi p SE A Jos AzZvd 3}us [Sp] & 0 % E} p 3]}vprodwlis de % E 3] E
O[ ** Jv]ee u v8X hv § % %E& o0 o0 SE ]S pavf@rmentatian acjddagende E u] &
S v e ]JE Y%}UE o[} § vS]}v E }v esJu]o o. EBe® @Boutit «+ u] &}
principalement, 0 % @&} p $]}v [ ] ¢ PE ¢ A}o 3]0 %% E UE+* pE+ [E 3¢ %]
Z})AE o opx *SE S Su ] - § & *SCE& Jvs o ] Sl<p 8§ pPSCE]«p U
aprés prétraitement des soyw} p]Se }EP v]<d ¢ Jeepue 0 Nous piidierans\vd®ddc les
comportements des populations mixtes de nos cultures sur acide acétique puis sur un mélange acide
S]<u § MUWSCE]«H X E}pue v 0Ces E}ve O[] ((§ M4 epu *8@t SurelpE 0 =+ O
3} | P W, HWSE A Ee [V OCe e Jv i lcue & 53" Z1Ju SE]<H o X > %o
o A EE}veU E ] E ve o[puS]o]e S]}v [uv }4H O o0]Juls S]}v & }v §

La production de PHA industrielle a été pendant lengps effectué uniquement par desultures pures
en raison de la fraction éleeéde PHA obtene, qui est essentiel pour la faisabilité économique.

% v vSU 0 ¢ }JVSE ]JvS ¢ <u[]Ju%o}-e 8 C %o HOSHUE ~°*S E]o0]S U %o
procédts de production de PH&conomiquement pewcompétitifs face aux plastiques conventionnels.
Récemmentdes teneurdres élevées dePHA (90%dnt été atteintes par descultures ouvertesvia des
procédés de type feast & famine» dans des expériences de (ahtoire et tres récemment 70% en
pilote industriel(Tamis et al., 2014afes contenuen PHA sont comparablesc&ux obtenus ewrultures
pures lls représententyv. % E u] E 5 % A Ee+ 0o u]e Vv "uddGEtiohdelPHARA] oo (

partir de déchets avec des cultures microbiennes ouvertes.

En culture mixte, 'étape d'enrichissemenen microorganismes producteursst le facteur clé pour

produire des PHA & des taux intracellulaires et des rendements élesgsaicrorganismesloiventétre
sélectionnés etnrichis dans des conditions appropriéafin de permettre laproduction performante

de PHA.> + %, (E} e [ VE] Z]*s uvS E vVve ¢ Ve ounepiahdéEquapt® de u v vs§

carbone consommeée pour la proction de biomasse dans le réacteur d'enrichissem®d. plus, les



temps nécessaires pour la sélection microbienne sont souvent lorgsvi p 5 }v [ Sp] & o -
possibilités de production de PHA directement a partir de boues activées permettantaindi ((E v Z]E

SRS S %o JUS He [ VE] Z]ese uvS Vv u] E}}EP v]eu ¢ % E} p s pE
systémes sont envisagé@mns ce travail le fedbatch et le chémostat>[ vi p ] ] « & [}%S]ule E
conduite des réacteurs avec pour object{fl) la compréhension du comportement de sélection des
microorganismes producteurs et du métabolisme de stockage de PHB et (2) la maximisation de la
% E} U S]}tv W, X ¢ pAE %}]vSe V[}VS % * S SE ]S *» %}pE < HOSU(

*% S+ 5 0 ule Vv HAGE e HOSUE * JUA ES « « E}vE }v 3Sp] X

La production de PHA est déclenchée par une limitation nutritionnelle. Traditionnellement, la limitation
azote est la plus utilisée car plus facile a mettre en plaes.études réaligs sous limitation phosphore,

e[]JvE E *¢ VS % E]V ]% 0 U vS Hd Ju%}ES u vSs e u] E}}EP v]eu ¢ %
phosphore intracellulaire et aux régulations associées dans certairf€bemnowsket Kyle, 1996; Dicks

et Tempest, 1966; Haet Chang, 1987; Lagvdal et al., 2008; Makino et al., 2003; Pengerud et al., 1987,
Scott et al., 2012Néanmoinspar les connaissances acquises en cultures puadgnitation phosphore

permet de maintenir une croissance cellulaires [ u o]} E €& o d& &R (Ardddo; 1996;
Grousseau et al.,, 2013)v. HOSHE « u]&ES U p pv SE A Jo %% E}(}v] v[ 3§ &E
de phosphore intracellulaire impliqués dans les processus de stockage dd@HhRis il est possible,

dans les filieres de traitement des effluents liquides, de disposer de procédés maitrisés de
déphosphatationphysicechimiques,permettant le contréle duratio carbone/phosphore La limitation

%o Z}e % Z}E S v Z}]°] Ve 5§ S pré He hnhitatiom suv la physiologiees

microorganismset sur les cinétiques et rendements de production de PHA sera examinée.
En résumé ds enjeux scientifiques de ce travail sont, a partir de substrats de types AGV

- Etudier et analyser les mécanismesntrélant la production de PHB sous limitation de la
croissance par le phosphore,

- Etudier les parameétres contrélant la sélection de microorganismes producteurs selon le procédé
et les conditions opératoires,

- Ypol](] & o <« o0 S§]}v u] CElification d¥. lakcomifnunau$é microbienne et la

détermination des parameétres cinétiques.
O[]e* N ded@edeJoo[ vi pu Jv pe§iiESager et3pnalyser les procédés de production
de PHB en culture non axénique : fiabilité, robustesse etdymtion (productivité et teneurs
intracellulaires).
Jve] %o }uE E % }v E e Vi HEU % ES]E [pv }Ve}ES]HuU u] E} ] v ]-

scientifique adoptée est la mise en place de 3 modes de réactéenishatch, chémostat et batch.



Le fedbatch est avant tout une stratégie de production de PHB en maitrisant les apports de substrats et
notamment leur effet inhibiteur. Il peut également servir a sélectionner des populations pmickgte
PHAsous des conditions de limitation en cartgoet phosphore et donc de croissance données.

> HOSUE v Z u}eS SU }vesS]Sp pv }usS]o ZY|AE % }uE o S| Ho tu?
conditions environnemeratiesX E}upue o[ A}ve }v v SHE 00 u v3 p3Joj*3 %e}uE v
conditionsopératoires(taux de dilutiondegré de limitationde la croissance cellulaigar le phosphore

S v SuE o °<}uCE E }v e suE of *cJu]jo S]}v WU %oZ}*%Z}E U
intracellulaire, la production de PHB et les besoins de maintenegltdaire. [ S P o u vS pv }usdjo
* 0 S]}v u] &} ] vv Ju%e}le % & of (( S Jous]}iv e u] E}}EP v]eu » C

inférieur au taux de dilution imposé.

Le mode de culture batch misenplace$ pv }us]Jo [ Spu o (Eués pu dynanmiqus face a
pv  E e U *SE S E }v X Z <p  poOSUCE S Z 5 &E o] % ES]E
microbiens obtenus en chémostdt. E P]u CVv ulj<cg % Eu § [ Spu] & o ((58 o[ §

des microorganismes surdanversion du carbone et de qualifier la sélection microbienne.

. *ME o[ Ve Uu O e (E *p0S S u E}e* }Ho]cH S e u} oe ]Jv s

A 0}% % u v3 [uv VIMA p u} o Jenddonsidérari Ia fidution du phosphore
intracelulaire et son rble dans le déclenchement de la production de RHAv S @&ec& modéleest

[ Sp ] @nélrer b compréhensionles parameétres cinétiques clefs impliqués dans les processus de
production de PHA. De plus] *§ puv A& o @rédcti(usdd % Eu § [ A%o0o}E & ( ]Jo u vs
P uu v 18]}ve A% EJu v o U Vv Ap § BGu]jv E o ¢ }v ]S]}ve } %o

Ainsj apres la présentation des matériels et méthodes utilisés (Partie Il), les réssitatslécrits et
discués dans la partie IlfFigure13) « o}v o[} E E Leghphitre3Dprésente o[ ve u o .
cultures réalisées en réacteurs feaatch, chémostat et batchet expose legésultats macroscopiques

obtenus Le but est delécrire les résultats majeurs des cultures réaliseggv [ u v B 0 ]* Hee]}v o

résultats pour tous les chapitres suivants

Chapitre 2: Etude des parameétres gouvernant la conversion du carbone sous limitation carbone et/ou
phosphore >[ vi p *$§ + } @0 pAra@Eétres gouvernant le devenir du carbone selon les

conditions environnementale$% Eu 335 v3 o[ § 0]*e u v3 [pVv VIMA p u} o ]Jv 8]«u

Chapitre 3: Etude des parameétres gouvernant kgevenir du carboneen culture continue Dans un
premiertempsI[ vi g 8§ § l&s phraniEtres cinétiques despulations sélectionnéegar le
modele cinétique epar la suite, [ S JoHv (o u vparametrescinétiques et opératoireselon les

conditionsenvironnementalegtaux de dilution, degré de lingtion phosphore et source de carbone).



Chapitre 4: Etude dela dynamique microbienneet détermination des paramétrednfluant la sélection
de microorganismes producteurs de PHA[} i S]( <8 lesgr@midiiesdes populations
selon les conditios opératoireset de mettre en évidence les paramétrepératoiresgouvernant la
sélection microbienne de populations productrices de PHA.

Chapitre 5: Evaluationdu potentiel de production W, L oe Jv [pvindsirellE >[ vida

ce chapitreess [ Sp ] €& S ] us & o[ ve u o e }vdé Prodactoh} de %0 E }
PHAenvisageablesous contraintes industriellesiu vu de nos résultatsbtenus puis de les comparer

aux modes existants.

Figurel3:Déma® Z A% EJu vS§ o U ¢ }lv p]S » + HOSUE ¢ § O[}EP v]e 8]}






PARTIE Il. Matériels et méthodes







. CONDITIONS EXPERIMENALES

Pour ce travail, 3 modes de cultures ont été utiliséed-batch, chémostat et batch. A parir de boues

activéesde STEP, 2 modes de culture EA v § 0 (}]* %}uE o S 0o ¢« o0 S§]}v u
producteurs et de la production de PHBt été mis en place fed-batch et chémostat. Quatre
expérimentations en modeefl-batch (cultures nonrmées FBRinsi quel3 expérimentations en mode
chémostat(Cultures nommées A ou B selon la source de carbone utibisdeté réaliséesA partir des

sélections microbiennes obtenues au cours des réacteurs chémostat, des cultures en batch ont été
effectuées pour qualifier les performances des populations sélectionnées en étudiant leurs réponses
cinétiques en dynamique face a un excés de carbone.

I.1. Les consortia microbiens

W}UE o[ ve u o e A% EJu v3 §]}ve uv U 0 ¢ }u « Pdifffkentesfjvs § Jee
M (France), T (France), C (France) et B (Belgig@)ableaul2|récapitule lesconsortia microbiens

utiliséscomme inoculunpour chaque expérimentation.

Tableaul2: Consortia microbiensitilisés pour les expérimentations fethatch et chémostat

STEP FedBatch Chemostat
M FB1 et FB2 -
T FB3 A6 et A7
C FB4 -
Al a A5
B - A8 etA9
Bl aB4

Tous les consortia utilisés sont issus de STEP traitant des eaux usées urbaines classiqudd. ttaits TEP
actuellement 6 300 Mli}JuE - PAE pHe ¢ HE Jv X * IV(]JPUE 5]}V & % E} Z
Ettinger modifié. Les STEP T, C et B traitent respectivemer@0D] 84400 et 275 000n*/jour d'eaux
uséesurbaines. Ces trois STEP sont desatatbiologiques a boues activées diteBorte charge> dans

lesquelles un traitement physieoZJu]<p % ES] po] E +8 u]s Vv %0 %o }UE o 1}8 &

Pour les 4 culturefed-batch 3 boues activéesnt été prélevéeddansdes STEP différees de France
Pour FB1 et FB2, la bouéi# prélevée dans ISTEP M deux% &]} ¢ ](( & vS .Pouré&B2vv
et FB3, la boue &té prélevéee danses STEP T et C, respectivememvant de lancer les
expérimentations, les boues ont été tamisées & 40m puis lavées 3 fois par centrifugation afin
[ o]u]v REolable dans le surnagearin effet, aprés chaque centrifugation de 15 min a 4100 g, le
HO}S E H% &E § @& u]e V epe% Vve]}v ve pv ulu A}lopu [ M %ZC-]}



Pour lesculturesen chemostatA6 etA7, le consortium utilisé est un inoculum issu de la baatvée de
la STEP @&t traité comme décrit précédemmenCeluici a alors été homogénéisé durant 15 min pour
solubiliser le maximum de P dans le surnageant. Pour tol@&sautres cultures en chémostat, les
expérimentations ont été inoculées avec une boue activée de la STEP B, quicané@ntrée,

VSE](UP U o0]<u}s § (Jvouvs }vP o o[ 1}8 o]«2p°CAadmmE v (]v !
de lancer les expémentations, la boue est décongelée penddith a 4°Cpuisle protocole de lavage

A} % G uu v3 3 u]e VvV %0 (]Jv [ oJul]v E 0 ¢« E *] pue ve 0 ouC
cellulaires et le P soluble. Enfin, afin de réactiverdellulesun fedbatchde 4 heures A ol £ASE& ]8
de levure est réalisé.Les consortia microbiens de chaque cultwmet ensuite été inoculé a une

}v v8SE §]}v ]v]S8] o [ %0 % E}AEMVSJA[WNVSIOIUPIRS]0]s % }UE 0+ posdp

correspond ad communauté microbienne sélectionnée au cours du chémostat correspondant.

1.2. Les milieux de culture

Pour les cultures febatch, les solutions de substrat carboné (acide acétique) et de phosphore sont
apportées séparément de maniere a pouvoir contrdler ldora&C/P apporté. De plus, les solutions
utilisées sont concentrées afin de ne pas faire varier significativement les volumes des réacteurs a

chaque puls¢Tableaul3). Les sels et les oligoéléments sont apportésalement puis régulierement en
o[ oeUE VS <4 * HO O %0Z}*%Z}E |Tabdeand4)o u vS oJu]s vs ~

Tableaul3: Solutions concentrées de carbone et de phosphore pour les culturesbizdh

Solution concentrée Composé Concentration (g/L)
Acide acétique GH,O, 161
D|—hydrogenophosphate de KHPQ 12
potassium
Phosphore Hydrogénophosphate de
sodium NaHPQ, 12 HO 180

Tableaul4: Solutions concentrées de selss [} aélBrhents pour les cultures fedatch

Composé Concentration

H:BO; 6 mg/L

CoCJ, 6 HO 4 mg/L

ZnSQ 7 HO 2 mg/L

Oligoéléments Mn,Cb, 4 HO 0,6 mg/L

NaMoQ,, 2 HO 0,6 mg/L

CuSQ@ 5 HO 0,4 mg/L

NiC}, 6 HO 0,2 mg/L

Apo (- Smmpnium (NH4)SQ 100 g/L
Ferrigue ammonium citrate GHgO;FeNH 1,2 g/L
Sulfate de magnésium MgSQ, 7 HO 10 g/L

Chlorure decalcium CacCl 0,2 g/L




Pour les cultures chémostat, les réacteurs sont alimentés en continu avec une alimentation principale

contenant la source de carbone, les sels minéraux ainsi que lesédigents et une alimentation

contenant le phosphore. L€ableaul5|présente o Ju%}e]S]tv e ¢}lousS]}ve [ o]Ju vS S]}v

pour les culturesLa solution dephosphore utilisée a été élaborée de la méme fagcon que pour les

cultures fedbatch (comme décrit dans|Eableaul3).

Tableaul5: Composition <« u]Jo] WA [ oJu vS8 S]}v ¢ Z u}eS S
Solution Concentraion finale
Acide acétique 3,5 g/t
Acide acétiquebutyrique 30/70°soit 1,05/1,8 g/t
GHsO;FeNH 25mg/L
MgSQ, 1 HO 50mg/L
KCI 175 g/lL
H,SQ 96% 0,035 miL
: . e H:BG; 0,03 mg/L
Alimentation Principale CoGl 6 HO 0,021 mg/L
ZnSQ, 7 HO 0,011 mg/L
Mn,Cb, 4 HO 0,004 mg/L
NaMoO,, 2 HO 0,003 mg/L
CuSQ@ 5 HO 0,02 mg/L
NiC}, 6 HO 0,001 mg/L
NH,OH 28% 1,4 mL/L
Elément limitant Phosphoré Selon la limitation imposée
! Cultures A1 a A9
2 NoSHE +« i § dU o cide acklique &Butynifue est exprimé en pourcentage Cmol.
® Comme décrit dans
M u EE P Z <u E % E]Ju vs S]}vU o[l ooCoSZ]}uE ~71 uPlI>-

inhiber toute réaction de nitrificatin etainsilessiver les bactéries nitrifiantes.

}v. Ev v8 0 ¢ HOSHE ¢ v § ZU of[]v} HoOpU Jeep <« E S pEe+ Z u}e+s §
nécessaires en excesur les bactériesAinsipour les études menées en condition de production de PHB
(carence deP), uniguement des pulses de carbosent ajoutéset pour des études en conditions de
croissance cellulairgles pulses de carboret de phosphore sont effectuéka source de carbone est la

méme que celle utilisée lors de la sélection miceoiie.

1.3. Les réacteurs

> e E S PE-* psS]o]e » %o}pE S}uS c 0 ¢ A% E] vV ¢ }vs <« E S uE- }
*$ E 0] % E pv £ A ES] o upv] UWE SUE Jv o ZpeZ8}v p ili 8§
E S uE <35 -udeE whdrndenselir pour éviter les pertes pawvaporation (AGV et eau). La

températurea étérégulée a 25°C par une double enveloppans legexpérimentations ertchémostatet



batch,le pH aété régulé par ajout de solutions basiques et acitespectivement KH 1M et HCI 1M),

de maniére a étre compris entre 7,25 e8.7/Rour les expérimentations menées gracteurfed-batch, la

régulation du pH est faite par le biais des pulses de substtats.o0}P] ] o [ <u]*]8]}v % Eu $§ o
ligne de la température, i %o, U O[}ECP v Jee}lue § LaFiggretrepréSe¢hteXin

schéma des réacteurs fazhtchet batch(A) et chémostat (B)tilisés lors des expérimentations.

Figurel4: Schéma deséacteurs fedbatch et batch (A) et chemostat (B)

Pour les culture$ed-batch, les volumes utiles initiaux des réacteurs sont 8 L p@dr9 L pour-B2et
6,5 L pourFB3 et FBX > § Gul]v §]}v o] }veluu S]}v [}ECP Vv S (E 0]
res% ] E}lu SE]J<p ~Tii u>e }vv § ME E& S pEe <u]%o HV]<H u vS [upv

OOUO % Eu 3§ [(( U E =+ C o u *puE 0 A]§ e Jveluu 3
Jve EA VS PNV %% }ES [ ]E }vs]vu P vémenpunE recBcyladoX eftredavs] oo
cellule et le réacteur via une pompe péristaltique permet de renouveler le milieu de la cellule. Entre

Z <p & J& po 8]}vU o OOMO S uv E S uE ( CEu § % Eu § [ «p
dissous au courspt 3 U%oeX > A]S e }veluu SNV FH%CEdSthémrminée apres
MV S U %oe S U%}E]s 8]}v Jve] <p[puv A o PHE < plo u]vidanbung] &£ oo

décroissance linéaire.

Pour toutes les cultures chémostat, slumes des réacteurs sont 6 L. La détermination de la vitesse de

}veluu S]}v o [ } A6, eBt réalisé@directement dans le réacteur de maniere séquentielle via le
o}P] ] o [ <ul*]8]}vX hv A o pE + plo u £Ju o odur Aesl Pixée Jee}pue
% Eu 33 v$ }u% E o[ E 3]}v 8§ 0 HO E 0 A]E e }veluu 3]}v

calcul de la mesure est le méme que celui de la cellule respirométrigué « of] EE'S o[ & S



ol & S]}v ‘U ( %e leEca)ed duss Ld k& de surface étant bien inférieur aypkau sein
HE 3§ UEU 385 upE E *3 E % E » vs §]A o[ 3]A18 u] G} ] vv
o[ v oC- e E *p0¥3vS°E 0 ® k0 « Vv S v v§ landeSsurface [dé@miriée avec

Of U H % E o0 0 X

Concernant les cultures batch, le volume des réacteurs est. 2|5 configuration est exactement la

méme que les réacteurs fdohtch avec une cellule respirométrique externe.

1.4. Stratégie de production de PHA

W}UHE o[ ve u O * MHOSUE U o0 <}upE E }v ps]o]- S o ] S
le P. De plus, en travaillant dans des conditions aérobids  }uu <}uGE & }v o 1] §]«

et butyrique seul le polymeére HB egisé.

Concernant les cultures fdohtch, différentes phases ont été appliquées tout au long des

expérimentationsX % @E « o[]v} po 3]}v achivéeUo PUVIPp % E u] E %o Z o [ VA]E}vV
}ve]es vS§ E o] & pv]<g u vs * %o O eret donsoniiner le P ads@bé aux

cellules. Ensuite, la deuxiéme phase consiste a appliquer un 1@tR). par pulses de solutions

concentrées dd’ et C Les pulses sont effectués suivant les paramétres pkb.dtarsque le pH atteint la

valeur haute de6U® }u 0} Ee<pu[uv Zpd ]RP8]I(JvA W @® (] o Alopu [ S

est ajouté selon leqP)a, *]E X % v VvSU ] pv Mupo S1tv | 3}« EA v
H UV %o HOe *pH% %0 u v3 JE V[ *8 (( Pw Vi&ZJ}v fp &3 ]JPv puv A o

inférieure a 50 mg/L. Par conséquent, il est tres important de différenci€l B, du ratio consommé

par les bactéries@P).ns Les différents@P),p, pour les 4 cultures fethatch sont récapitulés dans le

Tableaul6

Tableaul6: Récapitulatif des conditions expérimentales imposées pour les culturestfatth

STEP Culture (C/P)pp (Cmol/Pmol)
M FB1 962 et 1961
FB2 962 et 3226
T FB3 Carence et 1961
C FB4 Carence et 1961

Pour les cultures chémostat, les volumes et débits sont fixes et imposent le taux de dilution. Les
conditions expérimentales des culturdiferent par le degré de limitation P, par la source de carbone et

par le taux de dilution (D). Ce Ev] E S v}$ uu v§ o[}E]P]V L 0 **]A P e %o
% E(}EU VS ¢ § % EuUu S ]Jve] [uv & pv o0 S]}vu] E} ] vv X



Les expérimentations ont ainsi été menées comme présenté dafBSiglare 15[ en augmentant

progressivement la limitation appliquée au cours du temps. Chaque changement de limitation P a été
(( S % & « o[} S v3]}v |[pstalisé’(parartetresisables obtenus-adela de 5TSH.

Figurel5: Stratégie de degré @ limitation en phosphore imposée au cours des expérimentations chémostat
§S *SE S P] % EuU]e 0 (}]s o[ Spu * CvVv udugevenir du aarb8rigve Jve]

pour des populations sélectionnéest productrice de PHB (le cas échéant)

.  TEGHNIQUES ANALYTIQUES

Des échantillonnages sont effectués tout au long des expériences pour suivre les paramétres cinétiques
et moléculaires. La fréquence des prélevements est fonction du modebéteth/chémostat) ainsi que

de la période de la culturérégme transitoire/permanent).A chaque prélevementdes analyses sont
effectuéese uE o[ Z v3]ewlevsuinageakt aprés centrifiation a 7000 g pendant 30 mét sur

ce dernier surnageanfiltré a 045 um.Pour les analyses moléculaires, les préfaentsde 0,5 mLsont

JVP o « ®l[quips et conservés-80°C, pour une analyseposteriori

I.1. Mesure des substrats

I1.1.a Dosage des Acides Gras Volatils

Les acides gras volatils (AGV) ont été dosés par chromatographie phase gazeuse (CPG) sur l& surnagea
de culturefiltré. Le systeme chromatographique CPG Varian 3900 utilisé est constjitu& Jvi § puE
1177 split/splitless, [uv (}JME S U% & SPE % E}PE uu o -WaxS8]B-APJEB }olvv

[uv 8§ S u&E ]}v]e S]}v .Ldgwoonditions &jératoires utilisées sont les suivantes

gaz vecteur azote (débit 25 mL/min).
- S Uu% & SpE aHwe § puE

température du détecteur 275°C

gradient de température du four (colonnep0 A115°C a une vitesse de 30°C/min puis 115
A130°C a une vitesse de 1,3A@n et 130 A£230°Ca une vitesse de 70°C/min.



>[ § o}v ]Jvd Ev ps8lo]e -2-bityrigie A1 g&Z Qe of 1 }ESZ}%oZ}e%oZ}E]<H

mélange échantillon/étalon interne est réalisé dans des proportions 2/1.abang étalon utilisé est

comprise entre O et 1 giX > ¢ & U%oe & S vS]}v e Ju%o}e o v OCe * ¢}vs TUbBI
Sl<p 8§ 6UGO u]v %o} pButgriqué. §ZCo

11.1.b Dosage des orthophosphates

Les orthophosphates sont dosés dans le surnageardutturefiltré, par colorimétrie selon la méthode
référencée NFT 9023. v u]o] p ] S V % E v utoC S [ uu}lv]puU o « }C
}vv vS pv lu%o £ %Z}*%Z}u}loC J<p <p]U E p]S % E o ] « }E ]«
bleue évaluée par dosage spectrophotométrique. Le développement de la coloration est accéléré par
o[us]o]e 8]}v [uv S oCe nEU o S ESE S8 JU ]S [ussS]U}]Z vES oo }% g v
mélangés a 1,6 mL de réactif (acide sulfurique a 7,5%Cmol § [ uu}tv]pu 0 PI>U § ESE §

[ v8Ju}]v 8 %0}S ee]uu TUiogPI>e S 1UO u> [ ] e }E ]« Tl PI>X
}o}& S]}v ~ii u]lveU o[ <}E vV *S u uCE 0i1 vuX > IHE [ S o}wv

mémes caditions a partir & solutions d&KHPQ, dans la gamme @1 mg/L.

Il.1.c ‘ef%t tE Zifoe'—% fes'ecf..f2Z

>[ 1}8 uu}v] o <& }e ve 0 U VYiltFe, pasla méthans d€B\essler référencéee

NFT 960152. Il s'agit d'une méthode spectrophotométrigu: le réactif de Nessler réagit avec les ions

NH," en présence de KOH ou de NaOH (milieu basique); il se forme un composé brun/orangé. La
concentration en ions est calculée a partir de la mesure de l'absorbance a 410 nm effectuée avec un
spectrophotomeétreX > A 0}% % U V3 o] }o}E S]}v 8§ 0 E % &E o[uS]o]
tartrate double de potassium et de sodiunr. }uCE [ § o}vv P S E o] % ES]E
NH,CI dans la gamme 010 mg NNH,/L.

1.2. Mesure de la DCO

Le dosagele lademande chimique en oxygéne estréalis@E o[ Z vS]oo}v §}8S oU o <upCEvV P
et filtré par la méthode au dichromate de potassium (AFNORIDA0 1969). Les matieres oxydables
ve o[ Z v8]oo}v ~1T u> [ Z vS]oo}v %eeddarun éaes deediclirorhdEeCde
potassium en milieu acide {8Q ¢ Z p ~i Zz iATE X >[ £ - ] ZE}uU 8§ %o0}S
S }e % E v *}ousS]lv * 0 D}IZE V % E& * Vv [uv Jv] 8§ puE }o}C
DCO est réaliséear microméthode: kit HANNA Instruments COD reagent LR et MR pour des gammes
de DCO de respectivementt@50 mg/L et 0t 1500 mg/L.



I1.3. Mesure 1 1 aZdte total

> u pE o[ 1}3 3}3 0 % 3E (¢[ ¥ShithadauWETOE CSNEIlle est effectuéesur

o[ Z vS]Joo}v §}5S oU o e*pEvV P Vs U 0 |pQeteur fair gyrdig)Est tr&ngmisAE X > |
un débit contrélé de 150 mL/min a travers un tube de combustjonest rempli avec un catalyseur de
décomposition thermique et chawdifa 720°C. Lorsque le systéme injecte I'échantilltams le tube de

Ju pe3]}vU of 1}8 &} Xams I¥cBantijion se décompose thermiquement pour créer du
monoxyde d'azote. Le gaz porteur portant le monoxyde d'azote a partir du tube de combustion est
refroidi et déshumidifi¢ dans le déshumidificateur avant de passer dans un détecteur de
chimioluminescence, ou le monoxyde d'azote est détecté. Le détecteur de chimioluminescence utilise la
chimioluminescence en phase gazeusendonoxyde d'azote et I'ozone,edtelle sorte que le signal
analogique du mongde d'azote forme un pic détectablee }v(E}vS S]}v of] ] u <]Pv 0 }
réalisée avec une courbe de calibration réalisée a partir de solutions dg(BN@00 mgN/L), pour ainsi

déterminerla conentrationde o[ 1}§ &g 3¥échantillon

1.4. Extraction et dosage du PHB

Les PHAont extraits etdosés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) suivamiéthode de
butanolyseadaptée du protocoleroposée paWerker et al.,(2008) Un volume suffisant de miliede

culture est séché a 7€ pendant 48 ou 72 hdans untubev % CE AX veul]d U pv Alopu TUI
a 37%de 1,5mL de butanol § Ui u> [ ] vi}b<p ~ 11 Plssontwajoutfs. Lps v}ioe
tubes sont placés dans un minéralisateur sec chauff®@C pendant 8 h. Aprés refroidissement, un
volume de 25 u> [Z Aetded4 u> [ U HOSE %opE <*}vS i}pus X > }vs v Z
ZYUu}P v Je % v VS i1 oX > %eZ e <UL U ~%Z ¢ Jv( E] LE[* S & S]|E
ultrapure suivi o[ § % [Z}u}P estrépgfd \La phas organique est prélevée puis analysée

par CPGUne gamme étalon (0 a Ihg) estpréparée dans les mémes conditiogse les échantillons.

>[ %% E Joo Rt upsS)@HG de modele Varian 480i est compsé d[pv Jvi § pE iioo
split/splittess d[uv (}U&EU% E SPHE % EIPE uu o <StdBibwaxPA (B0 mpoQRbv

mmx 05 um), d[pv § 8§ p&E ]}v]e S]}v .Ldsocanditiorsfopératoires utilisées sont

- gaz vecteur azote(1,1 mL/min)

- S UuU% & SpE 2pwWC § p&E

- température du détecteur. 300°C

- gradient de température dans le four (colonn&0°C pendanB minutesV. pPu vS S]}v ipde<y]

230°C avec une vitesse de 5°C/mmaintien de la tempeture & 230°C pendant 5 minutes.

Les temps de rétention sont respectivement2i25min et26 u]v % }u® o W, § o[ § o}v Jvs &



11.5. Visualisation des cellules

Afin de visualiser les microorganismes, des observations sont réalisées au microscope optique a

}IVEE *§ %o Z o o[} i S]( Aill e}ue Juu E-]}v [Zu]o

- Sur des suspensioffi@iches (états frais)

- Aprés une méthode spécifique de coloration des granules de PHA

La coloration des granules de PHA est réalisée par un colotarmoir de SoudanLa méthode de

coloration a été adaptée a partir du protocole décrit ggandolfi et al (2007). Premiérement, une

goutte de suspension bactérienne est étalée puis séchée a température ambiante sur une lame. Une
%0

*Jous]lv v}l E At v ~iUT PI> 019 ~AlAe [ §Z v}oe 3 %o}

Vv

la lame. Aprés avoirenA o[ /E *lousS]ivU o o u S E]v Ve UV ¢}ous]}v

séchée a température ambiante. Enfin, une solution de safranine est déposée et laissée en contact avec

0O OUuU % v v3 ii X >[ Z v8]oo}v & (]Jv o VLAvS EGy p Jv3]ow vE -
observé au microscope. Les granules de PHA sont colorées en bleu/noiyttpiasme des cellules en

rose.

11.6. Approche moléculaire

Une analyse moléculaire permettrao[ A o p quplitative de la diversitémicrobienne grace a
o[uS]o]e 8]}v [}uS]oe ulo po ]E - sdifférdritpspultures, jediveustEesmicrobienne a

été évaluée ertiblantle géne universel codant pour la sous unité i8S [ ZE & Jal{APNr16% Ce
génepermettra donc de cibler la totad 0 %o}%po S]}tv § E] vv X %ooeU ]oO
la fois degégionsuniverselles et spécifiqguesine séquence conservée chez tous les procaryotes permet
de cibler la communauté bactérienne totale alors deerégionsvariables permtent de différentier les

différentes populations présente®ans le cas des cultures fedS ZU o[ Su o JA E-]8

Z

o[

S

% ES]E  SE ve E]S P Vv ~o0[ ZEGS-FI¥ands U@y lescultureB 31 d

chemostat, seuls |leBDNr 16S sont analysés, par la technique de séquencage lllumina MiSeq effectué a
laplate (JEuU P viu]l<p & SE ve E]%S}ulcp o[/EZ ~ pl AlJoo U &E v

11.6.a Extraction et purification des acides nucléigues

> 0C- oopo |&E *§ E o] FastRrefE (20 k] B80S §Eqondess & 4 nsLe kit
« PowerMicrobiome RNA Isolation KitMoBio) est utilisé selon les instructions et permet deegtraire
les ADN et les ARN. Par la suite, la purification des ADN/ARN est réalisée viaAkPkép<DNA/RNA

mini kit » (QIAGEN) suivant les instructiahs fabricantX > <y 0]8§ § o «p vs]s e AESE ]

[ ZE <}vs § Gulv ¢ % E o0 SE}%Z}E - v Po [P &} Jve]
NanoDrop 1000 (Thermo scientific).

E

. X



11.6.b >e—S°et tF 7Zi émentdie (ADNC)

Dans le cas des cultures fbdtch, 1 « ZE }vS § & SE}SE ve E]Se vV E o[ ] [ u}
(Roche). Une étape de dénaturation des ARN et des-bbgaméres a été réalisée dans un volume de
10 Lcontenant50.D [Z £ u E ¢« S 11 VP [ ZE ~ul& i*X 838 8§ % <[ S &}
UjvXx > o Z v38]oo}ve }vs wvepu]s § %0 o ve 0 Po A vs o[ § %o
cela, une solution de tampon 1X, 2,5 mM de chaquegsucléotide (ANTP) et la reverse transcriptase
sont ajoutés, dans un volume de 16(mix 2). Les 2 mix ont été mélangés et mis a incubdera242°C

Avs [ISE SE ve( E ve o Po X

11.6.c Amplification par PCR

X Pyroséquencage 454

>  eu]Aj o[ A}da XJersité microbienne en réacteur fdxhtch, a été réalisé par

pyroséquencgage 454. Des échantillons prélevés a 0, 23, 38, 50 et 71 heures pour FB3 et 0, 23, 50 heures

%}UE & 6 }vd § SE ]88+ Z pv A pv 8 P ~]v [ euis séqoencesdhesEu $3 V&
U}E < psS]ole ¢ %}IUE 0 %CE}e <y ACRGTIVGATEMTGGCI®ARG 5[ 0 NidZ

~fJTNTTACNGCGGCKGC[IG v & vS 0 « @&3RIgsvARNI 16@umar et al.,, 2011)Une

seule étape de PCR de 30 cycles a été mise en place, avec le kit HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen,

Valenda, CA), sous les conditions suivantes : 3 minutes a 94°C suivi de 28 cycles de 30 secondes a 94°C ;

ol « }v o ATE %op]e I ulvpus O0TE V % & - 0 MV S % (]v o [ o}

minutes a été réalisée. Ce programme a été réalisé amdbermocycleur Eppendorf Mastercycler pro S.

> §]Joo u (E Puvs <38 A E](] % E 0 SE}W%Z}YE ¢« Vv PoOo [P &} ~

% E ¢ 0 W ZU S}pue 0 ¢ % E} nlse o[ u%o](] S]1}v e ](( €& vs- z
mélangés a deoncentrations équimolaires. Le pyroséquencage a été réalisé sur le systeme 454 GS FLX
conformément aux instructions du fabricant (Roche). Les amorces, les courtes séquences (< 200 pb) avec
des bases ambigiies ou encore les séquences avec des homopolyladres de 6 pb ont été enlevées

des séquences obtenues.
X Séquencage lllumina MiSeq

> ep]A] o[ Alopus3]}v o JA E&-]8 u] &} ] vv Ve 0« E 3§ PE- 7
séquencage lllumina MiSeq effectué a la piene de génomique et transE] % S}tu]<p o[/EZ
~ pul AlJoo U &E v *X > e <cpv P Joopul]v 8§ % E (E % E o <u]s
grand nombre de séquences, de meilleure qualité et & moindre colt. A partir d'échantillons d’ADN
génomique, 440 pb de la régior3V4 trés variable du géne de I'ADNr 16S ont été amplifiés, en utilisant

* U}E - § E] vv + upv]A E-CBHATCGCCRAGACGATGCTCTTCCGATCTTACGGRAGG



CAGCAQG |- § Z060&GECAATTAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACRRGIRRATCAT*X hv
premiére étape dePCR a été mise en place, sous les conditions suivantes : 1 minute a 94°C suivi de 30
cycles de 60 secondes a 94°C ; 60 secondes a 65°C puis 60 secondes a 72°C ; aprés cela une étape finale
[ o}vP 8]}v  OTE£ % v VvS ii u]lvpus -« § émpeode POR thevl2 cycles avec les
ul}@& « &WIAATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCAQTACACGACZWT ~A[
CAAGCAGAAGACGGCATACGHBAMIGTGACTGGAGTTCAGACGATST % Eu § [ i}psS E pv Jv
propre a chaque échantillon et les adaptateurs de séquenihgeina.

Les produits de PCR résultants ont été purifiés, chargés sur la cartouche lllumina MiSeq selon les
JveSEWM S]}ve H ( E&] v8 § e <p v X > «<«u 0]S8 M e <p v P S }
Sequencing Analysis Viewer. Les lectures ne régunpas aux filtres internes du séquenceur lllumina

ont été éliminées. Les réactifs de MiSeq v2 permettant de jumeler des lectures de 250 pb, chaque paire

de lectures, chevauchantes sur 20 pbeté rassemblée avec Flash v1.2.6 en une séquence unique de la

région V3V4, de 460 pb environ. Chaque séquence a été affectée a son échantillon original grace a

lindex intégré pendant 1a®?° PCR.

11.6.d Analyse des données de séquencage

> e o cp VvV ¢ }vs vepul]s§ S SE ]5 - o[ ] [LV %o |9tepodés paRiotkgre vS s uE
v 1.33.1(Schloss et al., 2009)\prés avoir passé des filtres qualités, les séquences chimériques ont été
retirées en utilisanta fonctionUhime deMothur. Les unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) ont

alors été définies en utilisant toutes les séquenckms le cas du séquencagd4, ou un sous

échantillon aléatoire de 10 000 séquences par échantillon en MiSeq, regrolgsastquences ayant au

moins 97% de similarité (ou 3% de divergeribowd et al., 2008a, 2008b, 2011; Edgar, 2010; Eren et al.,

2011; Swanson et al., 2014yec les paramétres par défaut de Mothur. Les OTUs représentant moins de

il e <cpv  }vs § (JoSE X >[ ((]Jo] 8§]}v S A}viu]JyppusS]lo]Kkatss o[ %o %CEE }0
bayésienne naive implémentée dak®thur et la banque de référence LTPs115. La taxonomie des OTUs
principaux a été vérifiée et affinée en utilisant BLASTn dans une base de données de GenBank. Les tables

[ }v v « E o 3§ générées paklothur pour chaque niveau taxonomique.

1. CALCULS OPERATOIRES

I1I.1. Facteurs de conversion

>[ ve u o e E *puos 8¢ 5} 3 vpe VP KI>X p IuE- SE A JoU }v C
CmollLetg/L. (Jv [ A% E]Ju E o0 * % nial, des f&cteursvdé’ddnversion ont été appliqués

et sont présentés dans|Eableaul 7




Tableaul7: Facteurs de conversion appliqués

gDCO/g g/Cmol
Acide acétique 1,067 30
Acide butyrigie 1,82 22
Biomasse catalytique X 1,42 25,1
PHB 1,674 21,5

[11.2. Détermination de la biomasse totale (PHB + X ()

La DCO particulaire (Dg@st déterminée par différence entre la DCO totale et la DCO soluble filtrée. La
concentration en biomasse catalytigu) est déterminée par différence entre la DG le PHB. Par
conséquent, Xreprésente la communauté bactérienne totale incluant d@sroorganismes producteurs

et non producteurgsie PHA.

> § Gulv §]}v o[ 1}8 HPoc@dhupdang@e*SEo ](( E v VEE of 1}§ &

(Shimadzu TOE CSN 3§ o[ 1}8 uutv] o Wn euEV P VvS§ poS U est > S EL
P ouvs (( Spu v *3Ju vd <u o[ I1}8 % ES3] pe G€He eGEintadidh a v3 19
donné des valeurs proches}u % & o[ *3]Ju 3]}v A] o K 8§ o W, %cda uu vS§

signife que notre détermination de @ést plutdt précie et aucun autre métabolitejue le PHBv4 été

produit. De plus,ds bilans DCO ont montré que le PHB était le composé na@jernent stocké.
La teneur intracellulaire en PHB est exprimée en pourcentaggo ¢ o}v o[ 4u S]}v

* L EA)) .
2*$y 4L TAsR ST Equation 1

[11.3. Etablissement desbilan s et calcul des vitesses de réaction

Le bilan matiére pour une variabld § § *§ 0 po % E2]E o[ <u §]}v
x 0 x| .
8 E# . L 3vacwH#pacnF SeaactFeaa B HE Equation 2

Avec:

A . }v VvSE §]}v o AE] o [§8 veo E 35 uE

\Y : Volume de liqude dans le réacteur

Qentrée 15 [ oJu v8 §]}v

Qsorie - Débit de soudirage

ra : Vitesse de conversion de A (< 0 si A est consommé, > 0 si A est produit)



11.3.a Réacteurs batch

Le bilan matiére pendant le batch est calculé de la maniére suivante
x 0 x|
87@E #79 L 3paepHH#zaenF 3eaacdHFeaacBHN HB
Le réacteur batch étant un réacteur fermé homogene a volume constant, la vitesse nette de conversion

se calcule de la maniere suivanté—(:; L N(négative pour une variable consommée et positive pour une

variables produite). La vitesse spécifique de conversion de la variable A est calculée en ramenant la

vitesse nette de réaction a une unité de biomasse (pour la biomasse, la vitesdaapéest notée )

&
M L_N'

1.3.b Réacteurs fed-batch

Le bilan matiére surlefed § Z <[ &]$ 0 uv] @ <p]A vE X v U o Alopu
V[ *S % ¢ }veS v§ W

@#8
_@I} 3pappH#gacwF 3eaacdHfeaacBHN HB

Pour les variables, le calcul des vitessstsprésenté dans [€ableaul8

Tableaul8: Equations pour le calcul des vitesses pour le réacteurthadch

s E] o« | Vitesses nettes de réaction Vitesses spécifiques de réactiol
S NOL—2|3M¢§JH5M@F@25;;P MO'—:EZ
N I\¢L§I3@3Q@H0@3Q@F@8@wp;p ML
PHB I&A>>L§|—@8§*P$;p I\&A»L%”

11.3.c Réacteur chémostat

Le bilan matiere pendant le chémostat est calculé de maniéere suivante :

Q# @8
8—@,E #_@I]-" 3pacpHAgaewF 3easciHfeaacBHN HB

v }ve] €& v3 o A}lopu }veBdewend] <p 3]}v
@
@
En régme dynamique le terme [  pupo S]}v v % PSS % ¢ !SE Vv Po]P U o 0O MO

#
8 IBSﬂég@H#ﬂég@F3aeéégt‘$aeééQE@’lH8



exprimé dans Igableaul9

Tableaul9: Equations pour le calcul des vitesses pour le réacteur chémostat emme&glynamique

Vitesses spécifiques de

s E] o [ Vitesses nettes de réaction réaction
S N@L—SlF3®é@H5gé@E3waagU&/AE8@“B MOL%
N |\¢|_—8|F3Q,a®Ho@a@E3aeaagb|@ es2 % I\&,L:—%
PHB Ma L= 132aacH2" $Es@@;§ M 4L m‘/\
X Mol < 13aaactanE 82/ L0
H E PJu % €&u v vS8U o § CEu [ Hupo S]}v <[ vwnptee de réactioro po o]

o[} 8] V& % ES]E

s
1Y L_8 Braacd F 3gacwH#oaom

Avec Quree = Qorie €t D = Q/V, I ableau20jmontre les équations pour le calcul des vitesses en régime

permanentdes variables indiquées.

Tableau20: Equations pour le calcul des vitesses pour le réacteur chémostat en régime permanent

s &] o« | Vitesses nettes de réaction Vitesses spécifiques de réactiol
& NoL &H:5,F 54 aa; MOL%
N N L &H:0 F Og4es M;L:
PHB Ma,L &H2*S$ M 4L MA
X Mol &H:y, L Mo

- 1/

1.3.d Vérification des bilans

En effectuante bilan DCO, avec les dosages des substrats solubles en entrée, dans le surnageant de
culture etde la DCgQ et enfin avec le calcul du 300 ]Jo v K 3 A E](] %}IuE of ve u

expérimentations.

v (( pvd o Jov EU A o uu}P] oo[vI}8SE U o[ 1}8 ve 0 *uE
HOSUE ~E ++0 &« Upartkulaire ¢hinjadzu TOE CSIN le bilan N est vérifié pour

o[ ve u o e /fE% E]Ju v8 §]}veX



1.3.e Calcul des rendements

Les rendements théoriques limites notés Y, choi%is} u E SE A ]Jo *}vs S]E - o §z
Grousseau (2012), déterminée par un modéle métabolique développé avec la sCGuctecator Le

Tableau2l] E % @& » v§ o0+ A o uy@Ee =+ E Vv u vSe 3Z }E]<psionaps]s « Jve

rendements observésotés R

Tableau2l: Valeur des rendements théoriques limites (Y) et expression des rendements observés (R)

Croissance Production de PHA
Rendements Acideacétique el L ravre | Kygdp% | K H TEAsi L r&x% | KeH 8% | K §i
théoriques . . o | Ktd0r | L ok won | I
limites () Acide butyrique el L r&wd% | Kgde% | K H TEA»] L T&2Z% 1 KeH 0% | K K
Rendements  Acideacétique 1 Mg L M4,
observéqR) Acide butyrique 4o LT W 4eari L

O

11.4. Détermination des degrés de limitation en phosphore et _du
phosphore intracellulaire

Il est important de différencier la limitation phosphore giguée (C/P),, de la limitation phosphore
consommeée (C/Rspar les microorganismes. (C{REst calculée en divisant le flux de phosphore par le
flux de carbone imposé et est exprimé en Cmol/Pmol. (G4Bst calculée en divisant le flux de
phosphae par le flux de carbone consommé par les microorganisrhe¢Tableau 22| récapitule

O A% E ]}V 0 o]u]sS S]}V %eZ}e%Z}E X

Tableau22: Expressions de la limitation phosphore appliquée et consommée

Limitation phosphore Expressions
% 3 H 5a 5
Appliquée: (C/P) - p AJBA
PP 2 =LL SAJ&NHZAJ&N
; % N -
Consommeée (C/P)ons I-p L

2 2xk30 Nxo

Le phosphore intracellulaireexprimé corme un rendement observé g est exprimé en Cmol/Pmol

A ee L ==L . Ce paramétre est également calculé en pourcentage massique deotaasse

catalytique: 24l % Tsrr.
|
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des cultures realisées en bioréacteurs







. INTRODUCTION

(Jv [ 0] € o« ( &8 pE+ P}pA Ev vi 0o + 0 §]}v u] E} ] vv %o E} U S
ce premier bapitre expose les différents moyens mis en place ainsi que les résultats macroscopiques

obtenus pour les 3 modes de culturdéfinis.

Les cultures fed-batch sont & la fois un outil de sélection de microorganismes producteurs et de
production de PHA. Ellesont été menéessousdes conditions de limitationen carbone etphosphore

maitriséeset donc de croissance donnédsnsj dans notre travailce mode de culture été utilisé&

- pour évaluerle taux de producteurs de PHB préseimialementdans des bougactivées

- pour produire du PHB directement a partir de boues activées sans étape préalable de
sélection microbienngun enrichissement a lieu au cours de la cultie:batch),

- pIHME Sp ] & of (( 8 phosphoiesus [E}jaomportement micralen. Ce dernier

point sera repris plus en détdors o[ voCe usS }o]<p U Z %]SE 1

La culture en chémostat est un excellenoutil pour I[ Su u métabolisme cellulaire dans un
environnement contrélé.E}pe o[ A}ve }v v SUE oo u andlysedi]olé 5 %odp }v ]5]}ve
opératoires(taux de dilutiondegré de limitatiorde la croissance cellulaien phosphoreet nature de la

source de carbonjesur o AV]IE P ep*SE S & }v X ]Jve]U o[} dapacjtés de s &
réorganisation du phosphore intracellulaire et Iparamétres gouvernant la production de PHE {pe

de culture continuea également été utilis€omme outil de sélection microbienne profitant alors de

o[ (( $ ]JousS]}v <« u] E}}IEP v]eu - sahce f¢rieusap t@ix de difijipmposé Au

final, I[} i S]( o[ ve u o * MOSHUE « &E o] tovjours dodble:}étadigr less

paramétres gouvernant la sélection microbienne et la production de BalBulture continue estnfin

un procédé de productiomui sera évalué&n tant que tel notamment pous}v JvS E!S % }uE& o[uS]o]e

de substrats dilués et sa robustesse.

Le mode deculture batch mis en place darss travaux esttoujours E 0]« % ES]E [pv }veld
séledgionné enchénm+s §X /o [ P]S SIS } U SJIAE {leS peponses cinétiques en dynamique

face a un exces de substrat carboné. Airsirégime dynamique%. Eu S [ SU(( $E étap |
physiologique des microorganism@mposé par les conditions opératogre&luchémostat)surle devenir

du carbone. veu]s U u} HOSUE % Eu § [ Aop E o E S E uE %o
microbienne sélectionnée en chémostadr la détermination desgsmaxobservés |l vient donc préciser

la qualité de la&lection microbienne effectuée.

WInE Z <u 5C %o MOSHUE U « E % E e VvS [ & o u} v 4] U

des résultats macroscopiques obtenus.



. CULTURESFED-BATCH

1.1. Mode de conduite des cultures fed-batch

Quatre cultures fedbatch ontété effectuéesavec comme inoculum des boues activékesdifférentes

origines.Toutes ¢s cultures ont été réakkes en deux phases successives

- Phase 1 Alimentation unique en carbone (A8Jr une courte période aprés inoculatiafin
de conditionneres populations microbiennes a une limitation phosphore par la suite. Cette
étape sert également a consommer le phosphore résiduel dans le surnageant en vue de
maitriser le degré de limitation C/P apporté au cours du temps.

- Phase 2 Alimentation contrélée v E }v ~ ¢ 8§ %Z}*%Z}E (]Jv [ %o%0]<p
limitation (C/P) désiré.

LgTableau23|récapitule les conditions opératoireppliquées au cours des cultures fiedtch FB1, FB2,

FB3 et FB4, ave¢ } (E ] Pévinocula utisés ainsi que les degrés de limitation en phosphore appliqués.

> (( S [UV  %o%0] S]}v [uVv PE oJuls S]}v V %0Z}e%Z}E % E}PE
&i 8§ & 171X A O°* HOSUE ¢« & T § & 0U o[ (( 8§ [uv ]Jve(E<«u o0} )P} Vb Z
des boues est étudié.

Tableau23: Récapitulatif de la conduite des culturesfed § 2z & iU & TU & 7 § & 8 v § Bu * []v} HOM
degré de limitation phosphore appliqué

STEP Cultures Temps (C/P)app (CmdPmol)
0t5h Alimentation C
FB1 10 t58 h 1000
M 60 t68 h 1950
0t5h Alimentation C
FB2 12t30h 1000 +£ 150
35t80h 3500 +£500
0t21h Alimentation C
T FB3 21t68h 1960
0 t85h Alimentation C
¢ FB4 21t72h 1960

1.2. Analyse macro -cinétigue des cultures fed-batch

I1.2.a Cas des cultures FB1 et FB2

Les deux premieres culturdsB1l et FB2nt été réalisées a partir de boues activées de la station
[ % U@E 3]}v D % E o A - T % E]} <« ]1(( Efévidereet ma). Jua@Egurel6p|[ vv



montre I[ A} o &} eours du temps de culturéle la quantité produitecumulé de X, du contenu
intracellulaire enPHB(PHR) et des ratios (C/P) appliqgués et consommeés pour les 2 boues activées
Figurel6] pour la culture FB1 @3 pour la culture FB2Jes deux culturese distinguent pate
degré de limitation phosphore appliqu#l cours du temps de culture

Figurel6: Ewlution du degré de la limitation en P appliqué et consommé, de la quantité cumulée de biomasse
catalytique produite et du taux intracellulaire de PHB au cours du temps pour les cultures inoculées avec la boue
3§1A 0 *3 8]}v [ %ouE 3Pperiddés difécentes FB1 (A) et FB2 (B)



Aprés la phase 1 de la culture (duranZ>U }EE *%}v VvS 0 %opu]e u vE [ %Z}*% Z}E

dans le surnageant de culture dans ce cas, la phgmait2étre facilement identifi@ % @& O %o %00] S]}v

la limitation phosphore ((C/Ry)) progressive. Pour la culture FEgurel6/), rapidementa production

de PHBa eu lieuse traduisant par une augmentation @ontenuintracellulaire enPHB pour atteindre

environ 30%La premiér oJu]s S]}v %Z}*% Z}E iiilT u}olWu}lo %o%0]c<u e <}
simultanément la production de PHB (53%) et de cellules catalytiques (800 Cirlengjjnentation de la
teneurintracellulaireen PHB était plus lente que dans la premiére phaseaddivision cellulairainduit

une dilution de PHB dans les cellules produiRs. la suite, la deuxiéme limitation de 1950 Cmol/Pmol a

été appliquée pendant quelques heures a partir de 60 h, ralentissant la croissance microbienne et
augmentant le taux deV, JvSE oopo JE ipecpu[ AO9X

A partir de ces résultatd, peut étre conclu que la culture fdoatchconduite sous un degré de limitation
phosphore de 1000 Cmol/Pmol germis o[} § vS]}v [uv (}ES PHB dirpaEmen(sans
enrichissement)avec une boue activéeDe plus o[ oJu vS§ §]}v  }wdS]vw]o] p Jubmée vS
limitation P a conduit au maintienla croissance cellulaire et, par augmentation deqlantité en
biomasse catalytique, a permis une augmentation dguantité globale de PHB da le réacteurUn

degré de limitation phosphore plus élevé (1960 Cmol/Pmol) a conduit a la production uniquement de
PHB (et non de&), indiquant que le carbone a étnsommeé pour le stockage &HBpar les bactéries
productrices.Compte tenu d'une tenauen PHB de 50%€mol/Cmol)pour I'ensemble de la biomasse
avant que cette forte limitation at été ap%o]<u U ]Jo 3 %o} e Heola crpissarice®@aire

résulte d'ure teneurtrop faible dePintracellulaire en raisonella limitation enP exessive.

Pour la culture FB2 reutilisantun inoculumde la méme boue activégFigurel6B) mais avec n degré

de limitation en phosphore supérieumposésur une plus longue périogden vise avaluer l'influence

du degré de limation sur la croissance cellulaire et $ynthésede PHB.Les évolutions initiales des

teneurs intracellulaires en PHB et de quantité desoht semblables a celles observées lors de la culture
précédente FB1. Un plus fort taux intracellulaire en PHB aldt&énu (40%), pouvant étre expliqué par
MV § UWAE %opde 0 A pov uvs o[ E£% E] v X }uu % E ApU o— pPu
au-dela de 1000 Cmol/Pmol a entrainén fort ralentissement de lacroissance catalytique etine
augmentation dela production de PHBContrairement a la culture FB1, le ratio C/P appliqué a été

différent du ratio C/P consommé signifiant une accumulation de carbone (AA) dans le surnageant de
culture. Par conséquent, on peut conclure p[pvtrop forte limitation phosphore conduit a

o0— Mdupo S]}v | ve 0 suEV P v8 8§ }v pv  1((] pos P & E 0 ¢C-¢

Jvel]U o }v ul]s s UAE % E} e e}pe puv V]IA oJulS S]}V %oZ}e*%oZ]
§VUEs 0A ¢« v W, (]Jvoe+ ~ipkup[FB2)069 A o



I1.2.b Cas des cultures FB3 et FB4

LgFigurel7lmontre I A}opu3]}v M IUE* p 5 U%oe HOSUE cumulée defo, 8|S %o E} |

contenu intracellulaire e?HB etdes ratios (C/P) appliqués et consommés pour les baotiées de la

3 31}v [ %ol , culture FB3) et [Figurel7B, culture FB4).

Figurel7: Evolutionde la limitation P, de la quantité cumulée de biomasse aigtique produite et du taux
intracellulaire de PHB au cours du temps des cultures inoculées avec la aciise o *S 8]}v [ %uC&E S]}v
et C: FB3 (A) et FB4 (B), respectivement



Pour ces deux cultures,u UV %o Z} * %o £Eppar{é pendant les 11lrpmieres heures des cultures
engendrant une périod@ousséede carence en phosphore. Cette étape a été réaliafe de diminuer
trés rapidemente taux de phosphorétracellulaire et ainsi Sp 1] €& o[ (( § [pvV E v V %0Z}e
sur le comportement ciétique et microbiologique des cultures. Au cours de la phase 2 des cultures, un
degré de limitation phosphore de 1960 Cmol/Pmol a été appliqué. Dés le début de cette phase, le ratio

IW  }veluu S Jv( E] HE p & S]} W %o%o]dw [v EV=}eo <spdfEv Bu e IS
Une diminution du degré de la limitation phosphore a 31 h de culture a été réalisée afin de permettre

une consommation o % &E uu vs§ MUpo X

Bien que les comportements cinétiques des 2 cultures semblent étre affpatéda périodede carence
en phosphore ces expériences ont permis de confirmer la capacité de production de PHB a partir de

boues activées sous contrainte de limitation en phosphore.

Pour la culture FB3, une accumulation rapide de PHB (50%) sans cmwisshnaire significative a été
} o EA U JUE- 0 % E]} E v V %Z}*%Z}E X « 0 u3
phosphore apermis une augmentation de la biomasse catalytigd®0 Cmmol) engendrantine
diminution de la teneur en PH&ar dlution de la croissance cellulairén outre, la concentration élevée
[ accumulé dans le surnageafl,5 dL) a partir de 20 h, se traduisant par un ratio C/P consommé
inférieur au ratio C/P appliqué, a conduit a un fort ralentissement de la synthéseHB et de la
croissance catalytique § }v(]JCEuU o E S & ]vZ] ]5 uE o[ ] SJ< ol

bactérien

Pour la culture FB4, une accumulation rapide de PHB concomitante a une croissance cellulaire a été
déclenchée au cours de la période carence en phosphore et a été poursuivie pendant les 8 heures
suivantes (47% de PHB intracellulaire et 180 Cmmol de biomasse catalytique formée). A partir de ce
momento U pv (}ES pupo SJtv | § }ves§ § ~i Pl>e 8ela pv usda
S v u& Jv8E oopo |E v W, v]| § }« EA u oPE o Julvus]iv n
appliqué a 31 h de cultur@endant les derniéres heures de la culture-bedch,la teneur intracellulaire

en PHB etla quantité de cellulesont légerement diminué.Une période poussée de carence en
phosphore au début de la culture semble avoir un effet négatif autant sur la croissance cellulaire que sur

o[ uWupo s]}v. W, X

En conclusion, les cultures féatch ontdémontré la faisabilité de larpduction de PB directea partir
de boues ativées de différentes originedl a ainsi été mis en évidencqu'un pourcentage élevé
d'organismegroducteursde PHA étaient présents a l'origine dans I®ues activéegffrant la capacité

[uv VE] Z]8s v o E} p § pE* § ]Jve] O O S [} § V]CE }vv ¢ % E
UJAES « e ve 5§ % [ VE] Z]ee> vS]%8H}vo po XuAk % E} u § p&E- Jv]s] o



T §]JA U Jve]l <p 0o ( 8 PE [ VE] Z]e- quewpérinderdaiiofvesttadpi@& Z
v e Arnexe A : Estimation du taux de microorganismes producteurs lors des expérimentations fed
batch >[ Alous]}v o JA E-]3 * %}% po 3]}ve u] &} ] vv e S]A s pu }p
% CE}e <u v PZEiOOGf <3 A& %o }[AnnexevB Evplution de la diversité microbienne pu
cours des expérimentations FB3 et FBds points clefs[uv o0 § pliRtch(conduites sous limitation

phosphoresont:

- La limitation phosphore déclenche la production de PHB
- La maitrise dudegré de la limitationphosphore limitant la croissancecellulaire est
indispensable afin deondure a desperformances élevéesn mode fedbatch Un taux de
PHB de 70% a été obtenu en 80 h ddwel le meilleur résultat de la littératuresur une
culture sans enrichissement préalable
- Un apport minimaket contr6lé v %o Z}*% Z}E 5 }v v o JE (]Jv [ *pE &
cellulaire des microorganismes producteurs pour un enrichissement fepérien vue
[ u.Puvs E o § p&E JvSE oopo JE Vv W, (]Jv oX

Ainsj & partir de ces résultatso }VA] v3 [ 3u ] & %ope Vv 3 Joe O[Ju%}ES Vv Il
en phosphoe sur les réponses métaboliques et le devenir du carbmmesommé pailes populations
microbiennes

[1. CULTURESCHEMOSTAT

(Jv [ %% E}(}v ]E 0 ¢ % E Ja convessiomde aatborme selon le degré de limitatioteet
taux de croissance en culture mixte, révélées par les expérimentations du tyatielt le choix déa
ule Vv "HAGE <[ *3 r$@@q cuBured chémostaCela permetaprés sélectiomicrobienne de
S Jo]e & o0 ¢ u] E}}IEP v]eu - ve uv  VA]E}vie dewedir gw phosphord Sp ] E
intracellulaire et en conséquendes flux de répartibn du substrat carboné&ntre croissance, stockage

et maintenance cellulaire

I1.L1. Démarche expérimentale menée en réacteur chémostat

Contrairement au mode de culture fdghtch, la pression environnementale supplémentaire imposée

(par le taux de dilution) asserunetrés forte sélection microbienne. De ce fait, % ES]E [pv }ve}ES]
microbien mixte, la sélection demicroorganismes producteursioit d'abord étre atteine avant

o[} § vS§]}v E P lainétiquesfiSéudaostables On considére donc toujours Zpodes pour les

cultures continuesW o % &]} e 0 S]}vu]l] &) ]lvv S 0 % E]} [ Sp Mou

régimes pseudatabilisés selon les conditions de limitation en phospHlqareé sont intensifiées par palier



au cours du temps)La|Figure 18| récapitule les conditions expérimentales testéms cours du plan

[ £ %  hatre de lasource de carbone- P o u v8 }vv pE ,[taox d&@lptionet type
de limitation ennutritionnelle appliqués (carbone, carbone et phosphore ou phosphoregs cultures
nommeées A sontonduites sous acide acétiquet les cultures nommées B sont conduites sous un
uovkP [ ] MSCE]«H S ] §]l<u ~06ilii & 8]} uloeX

A partir de boues activées, un taux JousS]}v Jve] <u[pv SC %o o]u]éordjtjonsvuSE]S] }H

différenciées dans J&igurel8|par descouleursdifférentes ont été imposés initialemenPar la suite, si

un changement de conditions tels que le taux datdin ou le type de limitation nutritionnelle a eu lieu,
il est indiqué par un nouveau taux de dilution ou un changement de coutspectivement Pour les
expériences AlA2, A3 A6, A7 le degré de limitation en phosphore imposé a été progressif paanet

0C E o0+ I}v e }u o o]Ju]sS SJ}v & }v S %Z}*e%Z}E ipe<u[ S8
phosphore. Dans le cas des expérienc@sAX, B1 et B2une diminutiondu taux de dilutioren cours de
culture a étéeffectuée.Ce changement a étéalisé en vuel'étudier les réponses métaboliques lors de
la diminution du taux de dilution &iu d'évaluer la capacité atteindre une teneuintracellulaireen PHB
supérieure LesexpériencesMd, A5, B3 et Bdont été conduites sous des conditions deubte limitation
sans changement de taux de dilutidgne condition de limitation phosphore unique a été imposée tout
au long de la culture AA.[ £% E] vived sy pv 3§ vs §]A }JE]P]v o [ A% 0}E 3]
S C %o oJu]d 3]}v A évalers@oupson §ffet sur la sélection microbienrea culture est
initiée avec une condition de limitation en phosphore puis en carbone et enfin une condition de double
limitation.

Pour rappel, les cultures A6 et A7 ont été inoculées avec un camsodifférent des autres cultures
(boues 0 *8 8]}v [ %ou@E S]}v deX



Figurel8: Récapitulatif des conditions expérimentales imposées au cours des cultures en chémdstatrce de carbone, taux de dilution et type de
limitation nutritionnelle ; Lesexpériences soulignéesnt étéinoculées A pv  }p 1A 0 3 8]}v [ %opE& S]}vd o0}Ee* <p 0 ¢ S
A o }pu 1A 0 3 3]B [ %uE 3§]}v




I.1.a Mise en place de la sélection microbienne

Bienquel[ v oC- o Cv u]«u 0 + 0 S&ditréaligéeElang wvchapitre suivatd
sélection systématique de microorganismasgement dominants eproducteurs de PHB a été mise en
évidence Ce point est tout a fait remarquable et posera laestion de la causealu caractére
systématiquede cette nature desélectionmicrobienne En effet, tousds résultatsobtenus en culture
continue sous limitation en phosphomt montré une sélection rapide de producteurs deAadpartir
d'un inoculum proveant de boues activéesRour tous les taux de dilutioet les différents degrés de
limitation en phosphoreappliqué en chémostatune ou deuxespéces microbiennes dominantes ont
toujours été sélectionngés Néanmoins, les variations dynamiques des espaiesbiennes peuvent se
produire au cours d'une expérience lors de la modification du taux de dilpéorexemple En outre,
différents microorganismes peuvent étr&lectionnésd [ine expérience a l'auttemalgré le méme
inoculumde départ Par conséquentcette étude a démontré que, en dépit de variatiaggotypiques
une stabilitéphénotypiqueassurant la fonctiorde production de PHB a été sélectiomngt maintenwe
guelles que soient les conditions opératoires appliquées. Cette stabilité fonctionaehtét assuré par

la pression de sélection appliggiéau chémostat a savoir conjointement, le degré de limitationen

phosphore eta naturede la source carbonée (AGV).

l.1.b Exemple de éponses microbiennes types e Zif—%oefe—f—<'e t— t1% "+ T3 Zcoc—
phosphore

S]SCE [ Aes Bpondéds mnicrobiennes des populations sélectionnées en culture chemostat

(régimes pseudastables)a une augmentation progressive de la limitatiem phosphoresont présentés

dans la|Figure 19| pour un taux de dilution de @45 h' (Expérience A6 Les évolutions de la

concentrationen biomasse catalytiquéx), la teneurintracellulaireen PHB (PHB et les degrés de
limitation en phosphore appliqués et consommes ((GHt (C/P)ons respectivemernit sont présentées
en fonction du nombre d&SHdans &figure A Les évolutions des concentrationssdeomposés solubles
(P-PQ¥, N-NH," et AA) dans le surnageant sont préseetéen fonction de nombre déSHdansla figure
B.



Figurel9: Evolution des degrés de limitation appliqués ((C{f) et consommés ((C/R)9, de la concentration
en biomasse catalytique (X et du taux de PHB intracellulaire (P), ainsi que des composés
solubles @ns le surnageant PQ° et AA)[Figure19B) en fonction du nombre de temps de séjour hydraulique

(TSH) pour un taux de dilution de 0,045 texpérience A6)

A la fin de cette premiére étapde sélection microbienngsoit 12 TSHyour cdte expériencg, la
}v vSE S]}v Vv ]J}u e S oCSJl«<p S o S u&E W, JvSE oopo JE
des valeurs stables % 48 Cmmol/L et PHB= 126X >[ =« v %oZ}e%Z}E *}OH O s

surnageant met en évidee une conduite du systéme sous double limitation carbone et phosphore. Par



la suite,deux autres niveaux de limitaticen phosphore ont été successivement impesé savoib67 et

1024 Cmol/mol. Cette augmentation a été effectuée en changeant seulemantdncentration de

phosphore dans l'alimentation. L'objectif était d'analyser la variation de I'utilisation de la source de
carboneentre la croissancde stockagede PHBet la maintenance cellulairpour déterminer leslegrés

de limitation critiquespour chaquetaux de dilution imposéCette limite correspond a frontiére entre

la zone dedouble limitation carbone et phosphort la zonede limitation phosphore uniguemenkElle

estobtenue lorsquda source de carboned® ve v}SE acceumslp dange surnageante culture

Du fait du caractére inhibiteur deo[ U o I}v oJu]d S]}V %oZ}e%Z}E V[ *S %o °
fonctionnement adéquate. La présence de substrat résiduel dans le surnageant de cahdigét a une

inhibition dela croissance miobienneconduisant a I'éliminationles cellulegpar dilution (wash out)

Lorsqu[in degré de limitation en phosphode 667 CmdPmol a été imposé, une forte augmentation de

la production de PHB et une baisse consécutieela concentration en biomasse chtique a été
observée L'augmentation de la teneuntracellulaireen PHB a été progressivigu e < 4 [ SS gne E

valeur de 44% stable pendantT®&H hv  (}]e %oopueU O o v %oZ}e%oZ}E °*}OH O
surnageant de culture confirme le maieti de la conduite du systéme sous double limitation carbone et
phosphore.

L'augmentationdu degré de la limitation phosphore de 290 a 667 CRmbl (correspondant a un
facteur de 23 uniqguement lié a la diminution de la concentration Bna multiplié par2,7 lateneur

intracellulaireen PHBout en diminuant la concentration en biomasse catalytique par un factgur 1

> Julvus]iv Y %eZ}e% Z}E ve o[ oJu v8 8]}v v[ % ¢ VvP Vv E o ulu
biomasse catalytique que de multiplicatio * uE o0 PE oJu]s S]}v ve o[ oJu v8 §
supposer une nette diminution du taux de phosphore dans la biomasse catalytique. De plus
'augmentation du degré de limitatioen phosphore aconduit a diriger le flux dearbonevers le

stockagede PHBau dépend dda production debiomasse catalytiquelLe taux de croissanceégfique

est toutefois maintenu § v8 }vv <p[ p pv de leedultuie mixte sélectionmév] & } o EA X
Ainsi, une nouvelle augmentation du degré de limitation en phosphore (1 024 Cniéimol) a
logiquement rapidement augmentéla teneur intracellulaire en PHB jusqu'a 58%t diminué la
concentration en biomasse catalytigjuesqu'a30 Gnmol/L. Une augmentation d'un facteur 4,8ans le

rapport GP appliquéa conduit dans ce cas a une teneintracellulaireen PHB multiplié par 1,23 eta

une diminution de 1,2 enbiomasse catalytique.

Dix TSHapres ledernier changementdu degré de limitation appliquéjne faible concentration A a
été détecté dans le surnageant, pua teneur en PHB a soudainement augmenté jusqu'a Ea%méme

S U%°*U pv %ope (}ES pupo S]tv | Ve 0 *uEV P v3 L) poSuCE



obligeant a interromprd‘alimentation pour éviter ledssivage desellulesmicrobiennes epermettre au
substrat%cE o0 o0 u vS éuaigoosoniméCes derniers événemengxpliquent I'écart entre le
degré de limitation en phosphore appliqeé consomméconstaté au cours deette période.De plus,d
forte instabilité observée apres l'impositiatu degré de limitationen phosphore de 1024 Cmot®l a
montré que la limitede fonctionnementdu systémecontinu a été atteine pour ce taux de dilution de
0,045h™.

I1.2.  Analyse macro-cinétigue t1 Ziteetedefdultures chémostat

la méme «SE $ P] njedatton @ ]éte réalisée avedifférents taux de dilution en réacteur
chémostatcouvrant le domaine d'intérét pounne étude de la production de PHBampdes bactéries
hétérotrophes(0,05 X phax< U < 0,8 X k). Une augmentation progressive du degté lalimitation en

phosphorea été effectuéepour chaque expérimentatiovluF(guj-X Jve]U o «8CE 8§ P] [ Vv oC
scinde en 2 parties(1) les régimes dynamiquémitiaux mais aussi observés en cours de culture lors des

changenents de conditions opératoiregyincipalement liés a la compétition microbienne et a la mise en
place de la sélection microbienng?2)les régimegpseudastablesidentifiés par les paramétres maero
cinétiques stablesur une durée de 5 fois le TSH

1.2.a Les régimes dynamiques

% ES|E [HVv }IVe}ESJHU u] &} ] Vv UJAES U 0 ¢ %@E *<]}ve e 0 S]}v
conditions expérimentales conduiseatune dynamique des populations pour aboutir a la dominance de
souches microbiennesNéanmoins, ds varations dynamiques des espéces microbiennes ont été
observées dans certains caspmme par exemplelors du changementiu taux de dilutionou encore
o[ pupo 3]}v <]Pv](] 3]A SWeEEKE & <&u}v P op[BuiorU

o[]u%e 0 vet def}variations dynamiqeales souches microbiennes selon les pressions de sélection

sera effectuée(Partie Ill- Chapitre 4) Cependant, pour une premiére visualisatiola|Figure 20

représente les principales dynamiqueissdectionsde populations bactériennesbservéesau cours des

expériences en chémostat.

Une population du genrécinetobacterS§} us o0 S u%oe % E ¢ vS ]Jv]S] o u vS *[Ju% o0 VvS§
non limitation P et a D élevé seulement lorsque la source de caebd\ est utilisée seule. Cette

populationnes[Ju% 0 vS i u ]* Vv %o.Ellesemblefait avoir une tres forte affinité poar .

Une population du genralikia «[Ju %0 vS (}ES u vs § uv] € &} pesS VvV % E -
mais ne persiste malorsque un D inférieur & 0,21 bst imposé initialement.

Une population du genrgoogloeas[Ju %0 vS (}E&S u v8 § uv] € E} peS %}pE o0

carbone, lorsque un D de 0,12 bst imposé.



Pour des D inférieurs a 0,12 hles réacteurssélectionnant de maniére forte et robuste une seule
population microbienne sont les réacteurs A6, A7 (population du gBreiehymonagset A9 (population

non référencée de la classe d&proteobacteria). Les conditions opératoires des réacteurs A6 ebAl7 s

VRY; oJu v3 8§]}v ¢ <pu vs8] 0o % ] §]<u § %}uyE o & S uE oU
nutritionnelle en phosphore uniquement. Ce sont des conditions qui visiblement, surimposent des
pressions de sélections comparé aux autres conditionsatpiges dans les réacteurs. En effet, les asitre

cultures menées a un D de @®h*, souvent deux souches microbiennes sont sélectionnées et sont en

compétition au fur et & mesure du temps de culture.

Figure20: Principales olervations des dynamiques de populations bactériennes au cours des expériences en
chémostat



En conclusion, nu fort D augmenteait les pressions de sélectionv }usS]ee v8 [ US vS %Ol M
monoculture. Un faible D, réduit les pressions de sélectiomaaff & un plus grand nombre de

u] E}}EP v]eu ¢ 0 %o}ee] ]O]S A 0} %0 % E X V[ *S <pu[ v & i}usS vSs
*U% %0 U VS |]E ¢ «pipvZ ulvd « o SJ}vv ~% E o SC% [ oJu vS S]}v }u
limitation nutritionnelo «X >[ vi u o[ Su 0 0 S]}vu]l] &} ] vv - &E 0 °
aux autres en termes degarametres et donce comportements cinétiques, classement génotypique. Un

lien entre type de sélection microbienne et conditions opératoires de Bétesera discuté dans le

chapitre 4.

1.2.b Les régimes stabilisés

Les résultats de ce travail ont montré une sélection rapide des producteurs de PHB a partir d'un
inoculumde boues activéesEn effet, pour tous les taux de dilution et les (GfP)res peu d'speces
microbiennes dominantes ont été sélectiorase généralement une ou deuka stabilité fonctionnelle

retrouvée pour toutesles expériences donngotentiellement 'occasion d'étudier les cultures mixtes
sélectionné&s comme un seul microorganisme vetuCette approche a déja été utilis@our le controle

des produits de fermentatiorors des transformations anaérobiedRodriguez et al., 2006Pour ces

raisons, vipe A op E}ve o[]Jvd E!S § o0+ E SE] 8]}ve [néponses 0C- i
métaboliques globalesbtenues selon legaux de croissancet les degrés de limitation phosphaor€ette

hypothésee (E & u]- o[ Su § ] us Ve 0 Z %]SE 11X

LgTableau24{résume les valeurs de tenauintracellulairesen PHB (PHB, des rendements observés

Rwers Rrueis Reep pour les états stabkeobtenus. Les résultats sont pe&ntés par ordre décroissant de
taux de dilutions et croissant de ratios C/P appdisjpour chaque taux de dilutiohe paramétre Rp
correspondantau ratio C/P de la biomasse catalytiqake par conséquent a la teneur goshosphore

intracellulaireexprimé en CmdlPmol.

A partirdes résultats présentés dangTableaw24| 'augmentation progressive de la teneur en PHEet

diminution de la concentration de cellulesA o[ pPu v3§ §]}v falimRaiion en phosphore

ont été confirmées. La teneur intracellulaire en PHB a vai&0 & 80% en fonction des conditions
opératoires Quant au taux de phosphore intracellulaire, celuia varié de 37 a 211 Cmatiel. Un

degré de limitation phosphore élevé ne peut étre imposé erimégstable que pour utaux de dilution
appliquéfaible. > « & P]Ju ¢ 8 0 ¢ v}iv } § vue *}vS8 He ¢ % E o[ Hupo S]}v SC
*uEV P vS § o[]vZ] 18]}V % & Ev] E o &}]eev u] &}]vv X }
régime S o Vv[ % !SE } § vupX > }v u]S e}ude oJulS 8]}V %oZ}e%Z}E |\
accumulations de substrat carboné et une grande difficulté a maintenir le systeme. Cette culture servira

HV]<p u v SE |5 Etioh milssobignme par lauste.



Tableau2Z4 W W E u SE -
dilution et le degré de limitation en phosphore appliqués/ec AA comme source de carbone

lv §lcp »

§ +8" Z]}u §E]<p o

§ Eu]v -

% ES]E

D (ClPhw  (ClPlos PHB,(4e0) Ras(tec)  Rues2ec)  Rapltec) oot
] CmolPHB/  (CmolXc/ CmolPHB/ CmolXc/
h* (CmolS/Pmol) (CmoIXtot) (CmOIS) ( CmolS) ( Pmol)
0.31 78 78 <1 0.47 £0.01 nc 37+1 Al
0.31 98 98 <1 0.48 £ 0.01 nc 46+ 1 Al
0.31 118 117 22+0.2 048+0.03 0.01+000 55+ 3 Al
0.21 66 95 <1 0.41 £ 0.02 nc 38+2 A2
0.21 92 92 <1 0.40+ 0.02 nc 3712 A2
0.21 144 144 <1 0.39 £ 001 nc 57+0 A2
0.21 145 145 3.8+06 0.39+0.02 0.02+000 56 + 3 A3
0.21 206 206 55+£06 0.39+0.02 0.02+000 56 + 3 A2
0.21 251 251 6.5+1 0.38+0.02 0.03+0.01 96 + 6 A2
0.21 276 267 10.3+0.5 0.37+0.02 0.04+0.01 98+7 A2
0.16 147 147 3.7+£0.1 0.38+x0.02 0.01+000 56 + 3 A3
0.16 177 177 83+08 0.36+0.02 0.03+0.01 64 + 3 A3
0.12 154 154 41+01 03710.01 0.02+000 61+1 A4
0.12 222 222 6.6+05 0.36+0.01 0.03+000 84+4 Ad
0.12 282 282 13.4+05 0.33+£0.03 0.05+000 97 +8 Ad
0.12 402 Régime stable non obtenu A3
0.045 58 245 <1 0.37 £ 0.01 nc 90+5 A8
0.045 264 264 <1 0.37 £ 0.01 nc 96 + 3 A8
0.045 312 312 126+14 0.33+0.04 0.05+0.01 103+ 11 A6
0.045 385 385 204+29 0.29+0.01 0.08+0.02 113+ 4 A7
0.045 530 530 31+0.3 0.26+£0.01 0.12+000 137+ 3 A5
0.045 626 626 39.9+06 0.23+£0.03 0.15+0.02 142 + 20 A7
0.045 667 667 43.8+1.6 0.22+0.01 0.17+0.02 145+ 6 A6
0.045 706 706 445+1.7 0.21+£0.02 0.17+0.03 147 £ 14 A5
0.045 1044 1044 56 + 0.6 0.17+0 0.22 £ 0.01 175+ 0 A6
0.045 1100 Régime stable non obtenu A7
0.023 1943 1943 74.2+3.4 0.09+0.02 0.27+0.02 183 + 44 A7
0.023 2850 2850 79.8+1.8 0.07+0.01 029+0 211+ 24 A7

ec: écarttype
nc: non calculé

.« & P]



LgTableau25|résume les résultats obtenus lorsque le mélangel@butyrique et acide acétique a été

testé comme source de carbone.

Tableau25W W E u SE ¢ ]Jv SJ<pu ¢ 8§ 8" Z]}u SE]J<pu ¢ 8§ Eu]v ¢« % ES|E
dilution et le degré de limitation en phosphoreppliqués avec un mélange AA et AB comme source de carbone

-« @ P]

D (C/ P)alpp (C/ P):ons PHR, (ieC) RXc/S(ieC) RPHB/s(iec) RXC/p(ieC) IEe):]F:‘,zI-

) CmolPHB/  (CmolXc/ CmolPHB/ CmolXc/

h* (CmolS/Pmol) (CmoIXtot) (CmoIS) ( CmolS) ( Pmol)
0.31 78 78 1.2+02 0.55%0.01 001+0 43+1 Bl
0.31 98 98 51+0.2 0.53%0.01 0.03+0 52+ 1 Bl
0.31 104 104 59+0.2 0.52+0.03 0.03+0 55+ 3 Bl
0.31 113 113 82+0.2 0.51+0.02 0.05+0 57+2 Bl
0.31 120 120 94+0.2 0.51+0.02 0.05+0 61+2 Bl
0.24 237 Régme stable non obtenu Bl
0.21 145 144 1.5+06 0.54+0.02 0.01+0 78+ 3 B2
0.16 133 132 21+0.2 0530 001+0 690 B2
0.16 157 156 861 0.51 + 0.02 0.05+0 806 B2
0.16 195 195 18.2+05 0.46+0.02 01+0 907 Bl
0.12 149 149 32+0.1 0.53%0.02 0.02+0 793 B3
0.12 330 330 30.3+0.1 0.44+0.01 0.19+0 146+ 1 B3
0.12 339 328 24.8+0.8 0.46+0.02 0.15+0.01 151+ 3 B2
0.045 410 410 11.1+05 0.44+0.01 0.05+0 180+ 4 B4
0.045 527 527 258+05 0.4+0.03 0.14+ 0 210+8 B4
0.045 707 707 40.2+0.5 0.36+0.03 0.24+0 251 +8 B4

ec: écarttype
nc: non calculé

Avec une autre source de carbone (le mélange acide acétique et acide butyrigaejnémes
comportementsdes cultures continues en termes de réponsesune augmentation du degré de
limitation en phosphore pour différents @nt été observés. La teneur intracellulaire en PHB varie entre O
et 40% et celle du phosphore de 43 a 251 Cmol/Pmol. Bien que la géastéede degré de limitation

o[ ] S]lap HV]<p <}pCE
(78 & 707 Cmol/Pmol contre 78 & 2850 Cmol/Pmpl), } « EA <] GnsSlg Jratio IGAP.

intracellulaire est supérieur dans le cas du mélange Butyrate/acétatea@aur 1,2 fois plus grand est

en phosphore a & nettement plusétroite <u[ A }uu

ulu

trouvé). On peut donc supposer que la nature de la source de carbone influence le rendggent R

En conclusion, les cultureen chémostatont u}v3SE en dépit de variations génotypiques @n
stabilité fonctionnelle du sickage de PHB a été systématiquement sélectionnpeis toujours
maintente au sein dda culture continue quelles que soient les conditions opératoires applig{caties

conduisant a un état stable bien siette observation est tout a fait nouvelle eti@un résultat



] 0]}PE % Z]<p V[ E %% }ES pv Sde microdiganisines preductedrlde PHA a
% ES]E [puv Jv} popu SE « JA E-<](] . Seul leg systemesfpast & famile»s
(Albuquerque et al., 2012; Jiang et abl2c)ou avee alternance anaérobie/aérobigBengtsson, 2009)
avaient montré cette capacité de sélection de producteurs de PHartir deces résultatobtenus en
chémostaf Jo }VvA] v8 [ 8u ] E % ope v § ]oe ditionEehuvironderogdntaless(taux }v
de croissance, degré de limitation en phosphore, nature de la source de carbonkdssaponses
métaboliques et le devenir du carboifehapitres 2 et 3) mais aussi sur les dynamiques des populations

microbienneset les séctions microbiennes finalgshapitre 4)

V. CULTURESBATCH

> e pOSUE - § Z }vs S ul]*ee* VvV %0 (v [ Syes]dEcooversi@addeo fve «  C\
carbone selonles populatbns microbiennes sélectionnéest selon les degrés de limitatiorde la
croissance appliqués (par le phosphore et par le taux de dilugote r6le de la nature des sources de

carbone sur cette conversion]ve] U otffjJdé ce mode de culture est

(1) de qualifier la sélection microbienne par la détermination des vitesgEifiguesinstantanéesde
production de PHB et de croissance celluleirear la teneur maximale de PHB pouvant étre atteiliia

effet, on vise la sélection de microorganisme ayant pligghde plus élevé possible.

(2) PBtudier lelien entre unétat physiologique défini par un régime stable en réactelémostat et la
dynamique en réacteur batch. En effet, ce lien nous renseigne sur le potentiel métabolique des cellules

v (}v 8]1}v ¢ }v ]S]}ve [}% E S]}v p Z u}eS §X oxcompredthed®u S }v
comportement du phosphore intracellulaire et la bascule croissance/stockage de PHB.

(3) pnalyser et comparer les comportements métaboliques selon les sources de cathomeitude
E}]e v§E o Z ul*s 8§ S o S ZoYWo((EX 8 uf] & Sk] o p&vis[ S o]E .
[Hv <}pE E }v X

IV.1. Démarche expérimentale menée au cours des réacteurs batch

>[]v} Hopu pS]o]e % }pE o0 ¢ pdirep@mentdesSlazultae dhérmostatliaFigure2l

récapitule les différentes expérimentations en batch en indiquant les inocula issus des réacteurs

continus.



Figure2l: Récapitulatif desexpérimentations réalisées ebatch a partir des cultures en chémostatlon le
nombre detemps de séjour de la culture chémostat

De maniére générale, les réponses cinétiques sont étudiées sur la globalité du batch. Les évolutions au
cours du temps des vitesses spécifiques de consommation des substrats, de production de PHB et de
croissance cOoopo |E <}vS } DCP] (X S>[[ Buidn @&tre o[ § § % ZCe]}0o}P]cu s
composition cellulaire deo [Jv} pofw « E %o}ve o v S]c<pu o CV uJcp o } o« EA X >]
o[]v} pHopu p Enkfféhsa différencier par

- ladiversité de Igpopulation microbienne
- la source de carbone préalablement consomn(giéet mémoire)
- le niveau de limitation nutritionnelle de la croissance déterminé a la fois par le taux de

croissance et le (C/R) préalablement imposés en chémostat



IV.2. Analyse macro-cinétique des cultures batch

>[ voCe o HOSUE » v § Z 35 :(UneFfianalyseiinstaranée réalisée sur 1

heure de la culturepuis une2*™ étape avectv v oCe Po} o o[ A}opu3]}vutam % E u 3

long de laculture batch. S]SE [ £ uU%0 U 0 HOSUE [RigureZ22% E « vS§ <<uE o

Figure22: Evolution des vitesses spécifiqués) et du taux de phosphore intracellulaire (Pet du taux de PIB
intracellulaire (PHR) (B)au cours du batch 2a

fo [ P]S [upv pOSUE }T Jv]S] o u vS pv A - %oZ}e % Z}E S %o E -

premiére réponse est en fait une croissance cellulaire avec un taux de croissance maximal mesuré de

038 Hh & pv A]3 e« u FEJu o [ *c]Ju]lo §]}v Y *hXSE S[VSE 1VOD|UWS 5]}
phosphore, un maintien de la croissance cellulaire est observé avec une chuytghgressive tendant

vers une valeur minimale de 0,5%ucun décley Z u v8 & +38]«p W, V[ *%udnsd€EA X hv <
0,03 h' est mesuréPour montrer un exu% 0 }VSE ]JE U o[ Alous]lv + % GE u $E « u -

la culture batch Bla eseprésentéesur laFigure23

Figure23: Evolution des vitesses spécifiques (A) et du taux de phosphore intracellulajgk ¢(f1 taux de PHB
intracellulaire (PHR) et de la proportion de consommation du substrat AA par rapport a la totalité des substrats
(B) au cours du bah A7a



Les parametres cinétigues maximaux sont mesurés durant la premiere heure de la culture expliquant la

premiére analyse instantanée réalisée au cours dadsules expérimentations en batch. Une vitesse

spécifigue maximale de production de PHB estsmée de 0,8 1, initialement puis dcroissante

% VvV VS 0 ¢ 0 Z U ouha @leurde«45h Lateneur intracellulaire en PHB tend vers une

valeur maximale de 90%. La croissance cellulaire diminue tout au long de la culture avec uneatiminuti

progressive du; comme observée précédemment. Le mélange de substrat carboné (AA + AB), présent

en exces dans le milieu de culture, est consommé dans les mémes proportions que dans la culture
}vdlvp u 83 vs v Al v o[ (( 8 u uldu@iquessdes}jopulatiohs. En 4 h, la

%0 E} %} ES]}V 0 }veluu S]}v (o]] Zpus iT 19 % E}PE *+]A u v3 u}

pour o[ ] K S C @ahsp ces conditions opératoiregpour ces populations microbiennes

sélectionnées.

En conclu®n, les régimes dynamiques permettent de renseigsemr o[ § § % ZCe]}o}P]J<p .
populationsmicrobiennesmposé par les conditions dans les réacteurs chémostiasi, les lienseront

surtout analysé®t établis entre levitesses spécifiques de prodiart de PHB et de consommation des

sulstrats, les populationsmicrobiennessélectionnéeset leurs parametres intracellulaires associés. Par

cette premiére étude, des réponses métaboliqes différentesont été observéesll sera étudié par la

suite en déail les raisos de ces différences observées.

V. CONCLUSION

Dans cette premiére partiep[ ve u 0 expérimentations ont été décrites et analysées. Lebatth
% EU S [ SH] & o CV U] E}]ee v S % E} H SYpystem&, S [
entermes [ pupo S]}v JvSE OOMPVP@ES t WZ X}eS SU Jo % Eu § [ ((E
0[Z]*S}E]«M oopo |J&E § S Jo]e E oétatphySolggFlechdisiuLe plarve pv

[ £% E] v u]* Vv %o0 %oUltE grafide plage dg d&s différents étgts montrent des
performances de productivités ede teneurs intracellulairesde PHBtrés élevées lIs pourront étre

utilisés pour évaluer la pertinence de ce mode de production & une échelle industrielle.

Les cultues fedbatch ont permis de dégager de premiers indices concernant les problématiques du
%oZ}e % Z}E v § v <u[ o u v8 oJu]8 v8 epuy& o <+ o0 S8]}v u] E} ] vv uj
ainsi que sur les réponses intracellulaires du devenir du carborgen@ant il est difficile de savoir au

e Jv [V %o }% po §]}VeSed@mportesh@ats intracellulairedu fait de la diversité microbienne

(au sein des producteurs et des non producteurs de PHA), de la dynamique de cette diversité au cours

des cultures 3§ 0[Z]*S}E]«H oopo JE X Kv A}]% -baictoem colfurgdmixtegpurv u}  (

étudier de maniére approfondie Igmramétres cinétiques impliqe&dans la production de PHB



L u]e v "UAE * MHOS U@ confitm& dV Lu %o } & lev rOle essentiel de la limitation
%oZ}e % Z}E 0 (}]® *ME o[ VE] Z]** u vS § ebsur lostoéldge dePEBE} n S pd
>ififensité du degré de limitatiojoue clairement un role essentiel sur la conversion du substrat carboné

en PHB ebiomasse catalytique.

Les cultures en batctealiséesa partir des sélections microbiennes obtenues en chémostatraritré
laforte réponse dynamique dstockagede PHBors decondition de carence en phosphores excés de
carbone.Cependant,o [ ] v § éwdeLstte réponse estout de méme souches sélectionnées dépendantes.

Par une analyse plus détaillée des réponses métaboliqueesliérois modes de cultures, les prochains

Z %]SE * % EUSRS|IEEVS® [E€0 U Oo[Ju%}ES v aur la opgerSiphvdube Z } ¢ %o Z }
carbone et les conséquences engendrées sur les réponses métaboliques et les réorganisations
intracellulaires associée€ette analyses[ %o %] €& U E jofyusip]o §]]v, éthblia partir

des mécanismes observés



Chapitre 2. Etude des parametres gouvernant la
conversion du carbone sous limitation carbone

et/ou phosphore







. INTRODUCTION

>[ v oCe * % E u-dri@iques a @/EIé des cinétiques de conversion du substrat carboné en
PHB et biomasse catalytiq dépendantes du degré de limitation en phosphore et du taux spécifique de
croissance. En cohérence avec la notion de double limitation proposée par Egli (1999), nous avons
recherché les frontiéres entre les zones définies par la nature de la limitadola @droissance avec

o[ ] S]<pu }juu pv]<u <}UE zone de IEmitation unique par le C, zone de double
limitation C&P, zone de limitation pée P uniguement. Dans chacune de ces zonegpartition de la

X

conversion du carbonest étudéeatraverso[ v oC- e EV uvVvse } e EA - JIu e
et de production de PHHEENsuite le comportement du taux de phosphore intracellulaire selon le degré

de limitation et selon le tax de dilution est analyséA partir de ces observatioe 3§ [} « EA 3]}ve
rapportées par quelques travaux de la littérature, nous avons construit un modeéle cinétique do

o[} i S8]( <3 [ tontaréhemsion des processus de dilution intracellulaire du phosphore et de
stockage de PHB. Ce modéle a égalermpour ambition decomprendre etprédire les comportements

ul] &} ] ve [}EP v]eu ¢ % E} p S HE* S v}V %E} B S HE* » o}v 0 * }Vv ]8

continu ou discontinu.

. LES ZONES DE LIMITATN NUTRITIONNELLES

1.1. Mise en évidence et définition des zones de limitation selon le

taux de dilution

La conduite des cultures en réacteur continu a différents (g/R)permis de déterminer les différentes
gammespossiblesde limitatiors nutritionnelles de la croissance selon le taux de dilution appliqué e

pour la population mixte sélectionnée.

I1.1.a Exemple de résultats pour D=0.21h-1 et 0,045 h-1

§]1SE [ A u%o0 U o+ i}jve @& & E]* * % E 0+ §E}]* 5C% + o0]u]s

pour les expériences réalisées aux taux de dilution.a@é 6" et 0.045 K. Ainsi, zh|Figure24 montre les

concentrations résiduelles en phosphore et en AA obtenues a chaque régime stabl pdil H* (A)
et D = Q045 H" (B)représentésen fonction du degré de limitation phospte appliqué ((C/R),). La zone

de double limitation C&P de la croissance est matérialisée en gris sur le graphique.



Figure24: Concentrations résiduelles en phosphore et en carbone (AA) selon le degré de limitation appliqué
pour les taux de dilution de 0,21"h(A) et 0,045 (B)

Pour chaque taux de dilution, un comportement typique a été mis en évidence

(1) (C/PYyp < (C/Pdons: Une zone de limitatiorle la croissance par la source cibone a faible ratio C/P
avec unaiminution progressive derésiduel dans le surnageant lors de l'augmentation du (&/P)

(2) (C/P)p = (C/P)ns: une gamme de (@), oU ni phosphore ni carbonéAA) v[ <3 S dadis le
surnageantgammegue nous identifionglorscommeune zonede double limitationnutritionnelle ;

(3) (C/P)pp> (C/PYons: une 1} v oJu]S S]}Vv %oZ}e% Z}E E 3§ &Avsésidiel Gans

le surnageant de cultura une concentration supérieure a la limite de détection.

%0 E



Dans le cas du ©0045 ' [Figure24B), aucune évolution du carbone résiduel ne peut étre représentée

dans la zone de limitation phosphore unique. Comme expliqué précéden‘rﬁigmelg , aucun régime
S 0 ve 335 Iwetrevfittedat p (13 o [ ] vde]la]&disgance cellulaipar le substrat

carboné

11.1.b lllustration pour tous les taux de dilution

Afin de définir la zone de doubldimitation carbone et phosphore, les ratios GZBhsommésont été

calculés et sont ragsentés dans |&igure25|selon les taux de dilutiorCes résultats regroupent donc

toutes les valeurs obtenues pour les différentes sélections microbiennes stabilisées en réacteur continu.
A titre de comparaison, les résultat® da thése de(Frank, 1999pbtenus avec Acinetobacter spp.
représentant les frontiéres entre les zongsur les taux de dilution de 0,185'let 0,1 h' ont été ajoutés

au graphiqueAinsi, en considéranin comportement de cette population similaire au comportement

des populations sélectionnées au cours de nos travaux, il est possible de délimiter cette zone de double
limitation de la croissanceAvec Acinetobacter spp.Hao et Chang (1987) ont étudié drea
concentrations différentes d€éo Z } * %0 Z } E ve 0], doha 4vrdvealikwde limitation en phosphore

a 9 taux de dilutiorfde 0,042 & 0,67 1) avec AA comme source de carbongaktir de @s résultats, ils

ont obtenu des conditions de croissancmitées par le carbone et le phosphore représentées sur la

Figure25

Figure25: Formede la zone de double limitation carbone et phosphore obtenue a partir diesinées issas des
régimes stables en chéastat (cercles noirs) Gercles blancs résultatstirés de la Thése de Frank (1999%Cercles
gris résultatstirés des travaux de Hao et chang (1987)



La zone Ju o o]Juld 3]}v  A] piss lafgegieviétaux de dilutiondiminue. Au contraire
cette zonerétrécit a taux de dilution élevé etstnondétectable lorsque le taux de dilution est proathe
taux de croissance maximurog qui donne une formecbananeiU § oo «<ufgpar @&rh et al.
~7iide A [ USE *» SC%o * oJu]s §]}vX

1.2. Caractéri stiques de la zone de double limitation

Les résultat®btenus a partir de dtures mixteghon axéniquepviaune large gamme de taux de dilution

ont démontré I'existence d'une zone de croissanceddeble limitationsimilaire a celles observées en
culture pure. En outre, la zonde DLNidentifiée dans notre travaila été observée ve o une [
limitation C&P contrairement a celle classiguement mis en évidence pour une double limitation C&N
(Durner et al.2000; Egli, 1991; Huijber&t Eggink, 1996; Preusting et al., 1991; Zinn et al., 2004)

Comme le montre IgFigure 25 avec AA commesubstrat carbong des frontiéresentre les zones

cohérentes avec celles de nos travaux ont ééervées paFrank,(1999 avecAcinetobacter gp., pour

des taux de dilution de 0,185%et 0,1 K. Quelques autresésultats de dépendance entre D et (G(R)

ont été rapportés sousdoublelimitation C&Pmais avec umombre limité de taux de dilutioet pour des

bactériesdu genreAcinetobacterBonting et al., 1992; Hagt Chang, 19879u PseudomonagPengerud

et al., 1987; Zinn et al., 201Tjoutesles conditionsobtenues au cours des travaux de Hao et Clamng

*]Su v§ o [ JdeSla@heud@&ouble limitation Pour un D = 0,045"hla frontiére entre la zone de

oJu]s S]}v s "W S 0 MO P8 u}olWulo A] o[ £% E]Ju vs 3]}v 6

En outre, ldargeur de la zonde double limitationrdépend également de la nateirdes élémerg nutritifs

limitants. Par exemple, dans le cagpuv o]Ju]s S]}v 0 E}]ee v % Gleozoned® }v S o]
double limitationvarie entre 6 et 30Cmol/Nmol selon l¢aux de dilution o} E-e* <p Ve O e [HV
limitation carbone et phosphorealplage de degré de limitation C/P qui peut étre appliquée est au

moins de 80 a 3000 CniBmol. Par conséquent, la capacité d'adaptatides souches face a une

limitation C&Pest 7 fois plusmportante quesous une limitationC&N Cela peut étre expliquéap la

différence entreles besoirs en azoteet en phosphorgour assuretta croissance cellulairéa limitation

en azoteaffecte la synthése des protéines alors que la limitagonphosphoreretarde seulement la

syntheése @sacidesnucléiques et/ou la poduction d'énergi§Cooneyet Wang, 1976)Ainsij lalimitation

phosphoreoffre une plus grande flexilié & la croissance cellulaipar rapport a la limitation azote

Pour les autres études précédemmaniteées, il est plus compliqué de compaltes résultats de (C/R)s

en fonction du Davecles ndétres & o <}uE & }v § [ v EBhmeddmllee E& vS§
% E <]Jvv § o0oX ~7iid*U o v SpCE §§ <}luCE e r@énhdpments [ v E|
oopo JE U § ]Jve]U %0 o I}v Ju o latwjte ssiiyFigureasiquesle%oope A G

degré d'oxydation du substraist éleve.



En conclusion, ahs des conditionsle croissancdimitées par lecarbone et le phosphoteles cellules
sélectionnées ontine certaineplasticité vis-a-vis du phosphore, et ainsi, une capacité a réorganiser le
contenu intracellulaireafin d'assuretune division cellulaireaussi maximale que possibl€ette plasticité
est toutefois considérablement réduitrsque le taux de dilution appliqué est proctie la vitesse de
croissance spécifigue maximaleconvient }v U % }uE o0 e u]Soud doubdeulirhit@ion carbone

et phosphore selon le degré de limitatioen phasphoreet le taux de croissance(1) la répartition du
carbone consommé entre croissance, stockage de PHB et maintenance cel(@pleeplasticité du
%Z}*% Z}E JvEE oopo |E p @ de @Hosphom[ingeeluia]ey p 3§

1. ANALYSE _ CHIOMETRIQUE SOUS DOUBLE LIMITATON
CARBONE ET PHOSPHORE

1".1. Rendements observés dans les zones de limitation__nutritionnelle

Egli (1991) a souligné que, dans woadition delimitation de la croissancear un élémentunique, les

cellules présentaient une coropition cellulaire globale assez constante (N, protéines et produits de
stockage contens), alors quepour une condition de doublelimitation, leur composition déperait

fortement du ratio des substrats limiints et egjustait a la disponibilité réelle desleux éléments

nutritifs. LalFigure26| u}v3 @& o[ A}ous]}v « E v u XSet de PHBAar rapport au
substrat(Rset Rongss respectivement) et déc par rapport au phosphore (&) avec D =045 K. Le
rendementRqp E % E » v3 o[]JVA E+ pn § uA& %)% Z}E JvSE oopo JE

Figure26 : Rendements observés d¢&-et du PHB par rapport au substrat {R&et Royg/s respectivement) et de la
Xcpar rapport au phosphore (R;s) en forction du degré de limitation phosphore appliqué ((C/g)) pour une
culture continue conduite & = 0,045 H ; la zone deDLNest représentée en grisles lignes pointillées simulent
les évolutions des rendements observésoriquesdans les zones de liitation carbone ou phosphore



L'augmentation du degré de limitatioen phosphorea entrainéla diminution du rendement de
croissance obseryvéune augmentation duendement observé en PHEar rapport au substratet une

augmentation du rendement de la bionsescatalytique par rapport au phosphore.

Cette derniereobservationtraduit donc une diminution du taux de phosphore intracellulaire et donc un
changement das la composition élémentaire en phosphore de la biomasse catalytifjuparalléle de
cette augmatation de Rep 0} E o[ pPu vs sS]}v p PE&E oJulsS S]}v VvV %oZ}* %oz
du carboneest plus orienté& vers la production de PHBu dépend de la production de cellules

§ 0CSJ<u X %00 e U uv]  E u E«<p oroglobadd d((Jubstldt carborjéveh E « ]
carbone particulaire (X+ PHB) est relativement constante quel que soit le degré de limitation en
carbone, comme souligné par Egli (1991).

Il est utile de rappeler que ce comportement a été obsemuécours de nos travapour des souches
sélectionnéedifférenteset pour une croissance limitée par le C&es évolutions montrent donc un
comportement relativement généralisé de la réponse de bactéries qui stockent du PHB face a une
oJu]s §]}v vuSE&]S]}vv omplitudedde \cette F€ponde dépend de la nature et du degré de

oJu]s S]}v o[ o uvs <«<u] oJul]s o E}]ee v Jve] <« MU D&8SUAE % ]
parametres cinétiques de chaque souche sélectionnée pourraient alors avoir une influence nanlpas s

nature des réponses cinétiques mais sur leurs amplitudes de variations.

[11.2. Devenir du carbone dans la zone de double limitation C&P

1.2.a Répartition du carbone entre croissance et production de PHB

LgFigure27lu}vSE o[ A} e pehilpments observés de la croissance et la production de PHB selon

le degré de limitation phosphore pour 2 taux de dilution (0,21 et 0;31 h

Figure27: Evolution des rendements observés en biomasse catalytique et PHBg@oart au substrat carboné
selon le degré de limitation en phosphore pour D = 0,21() et D = 0,045 h(B)



>[ pPu vs S]}v PE oJu]sS S]}v Vv %Z}*%Z}E ]Jv H]S pv
production de PHB au dépend de la production déutesd catalytiques avec un rendemeparticulaire
total % = W, « [ vB3IZEnwl/Cmol avec D = 0,21 ét variant de0,33 & 0,37 Cmol/Cmol avec D =
0,045 H-.

Pour une vision global o[ ve u o e (Hes godutions des rendements obsesvB s et

Reneisobtenus pour les taux de dilution testés en chémostamt été tracé en fonction du degré de

limitation consommeé ((C/Ry.9 surlaFigure28

Figure28: Evolution des rendements obseés de biomasse catalytique et du PHB par rapport au substrgtéR
et Royp/s respectivement) en fonction du degré de limitation phosphore consommé ((G/B)pour tous les taux
de dilution testés; les traits en pointillés représentent les limites da kone de double limitatiorselon le D

Commeattendu, une valeur élevée deyks proche du rendement théoriquémite de croissancele C.
necator (0,5 CmadlCmol déterminée sur la base d'un modele métabolique par Grousseau (261g
mesurée a D = 0,31", condition qui correspond & ués faible degrée limitation en phosphorsans
guantité significative de PHoduit. Ensuiteune diminution des valeurs deRet une augmentation

des valeurs defRgis}vs & } « EA « A o[]v Gveawde &]imitation\en phosphore et

la diminution du taux de dilutionCompte tem des allures des courbes dg.Bet Rygisde IgFigure28

une forte diminution deRyys concomitante aune forte augmentation de drg;s pour une petite
diminution du niveau de limitatioen phosphoren'a été observé que pourdes taux de dilutionélevés
et des faibles valeurs de (C{R3i(< 500 Cmol/Pmal)

Une caractéristique inverse a été observ@eur des valeurs faibles de D et des degréslithitation

supérieurs a 1000 Cmoltiol. Dong plus letaux de dilutionest élevé plus une petiteaugmentation du

E

1E



degré de limitationen phosphorese traduit par une forte augmentation de la production de PHB. A un

taux de dilution de0,021 K, pour un degré de limitation trés élevé, IBsa chuté jusqu'a 0®

Cmol/mol, correspondant & uneenheur en PHBntracellulairede 78% (Cmol/Cmol)En raison de la

tendance asymptotique de la courlb&s=f((C/P)ond, du D faible appliqué et du (CiR)elewe, la valeur

de 0,08 Cmolimol est probablement prochée la valeur de R&sminimale qui peut étre atteint dans un

réacteur chemostat.En effet, la teneur en PHB de 9%8intracellulaire est proch&e la teneur

intracellulairemaximaé reportée.

Pour un ména niveaude limitation en phosphorgda valeurde R-yg/speut étre différent selon le taux de

dilution. En effet, pour utméme niveau de limitation en phosphorde 270 CmdPmol, lavaleur de
Rensisest nulled D = 0,045 halors quélle estde 0,03 CmalCmol (10% de teneur en Pliiracellulaird

a D = 0,211 Ce résultatraduit un effet du taux de croissance sur le déclenchement de la production de

PHB. Il existe donc une dépendance entre le taux de croissance imposéégibtese métabolique

conduisant au stockage de PH&ce alalimitation en phosphorequi sera analysée en détail par la suite.

1.2.b Notions de maintenance cellulaire

Une distribution des valeurs dexR a faible valeur de (C/B)s pour chaque taux de dilution est
constatée: 0,43 Cmol/Cmol lorsque D = 0,31'h 0,38Cmol/Cmol lorsque D = 0,21 bt 0,33Cmol/Cmol
lorsque D = @45 H* (Figure27]* X pH pv % E} p $]}v

W, v[ & & &

%o}UE o E

La diminution deR¢ysavec la diminutiordu taux de dution résulte de I'effet classique des exigences de

maintenance, comme décrit pdtirt, 1975; Tempest, 1978vec un rendement théorique limite dex

Cmol/Cmol sur acide acétique (Grousseau, 2012), le rendement observé a D 2 eepiésente94%

0}E -« <mP,045H, il représente 76% drendementthéorique limite.Des résultats similaires ont été

rapportés par Frank (1999) et Durner et al. (2000). Par exersqles, limitation unique de carborevec

A. johnsoniet AA comme source dearbone, Frank (1999) a observé gleevaleurla plus basse d&s

(mesurés a D = 0,07 ) représentait60% @ la valeur maximale (0,49 Cm@thol) mesuréa D = 0,55

h, valeur prochalu tauxde crassance maximale des bactéries.

Pour un méme taux de difion, une lIégére augmentation du rendement totat ,KPHB) est constatée

A o[ puPu v3 §]}v |imitafo@Ephosphore comme le montre [&igure27

En représentant le coefficient de maintenance pour le taux de dilufig®v5 K, selon le degré de

limitation en phosphorg et le R¢p correspondant

fFigure 29

la valeur de cecoefficient varie

linéairement entre 0,045 et 0,11 Cmol/Cmol.h dans la zone de double limitation nutritionhelle.

limt $]}v % Z}*%Z}E& pPu vs [pv (

S u& TUn o } ((11] vs

ulvs vy

=



Figure29: Evolution du coefficient de maintenance selon le (C/RXA) et le R¢r (B) pour tous les
régimes obtenus lorsque D = 0,0451h

Neijsselet Tempest, 1976 u}vEE v3 <u 0 AJS ¢ % J(]<u }veluu S]tv [} A
limitation phosphoreest nettement plus importante écteur 6) que sous limitation carbone a faibles

S uA Jops]ivX }tuu % p [ Sp ¢ }vVvSs o C e P uu - S uA ]
phosphore pour la production de PHiB,est difficile de calculer et deomparer les coefficients de
maintenance agc nos résultats.

En conclusion,[l S U AV]E p E }v e+ o}v o< }v ]S]}lve }% E S}|E - %:
comme source de carbone a ainsi révelé

@o[ ((S p P& oJul]s S]IX x %R6AE4%pZ3EV W, S [ispss aus %oope (
dépend de la croissance microbienne, que le degré de limitat®ta croissance par le phosphore est
important. > u JvS v v oopo J&E MPuU vS§ [uv ( 8§ uE TUA v }v ]8]}v
uniquement.

2) o[ (( 8§ pn 8§ pAE -%eroissdnge Enchémostat, le potentiel de redirection du carbone vers la

% E} U S]}v W, i %o V o] JIu e § oC3]«u S [ US vS %oOpe ]I

dilution est faible. Cette répartition est taux de dilution dépendante et donc tapécifique de

croissancelépendant.

Lephosphore intracellulairsemble étre la clé de la compréhension de la bascule croissance/stockage de
PHB [ *3 %o} ul@&devkhir du phosphore intracellulairgelon les conditions opératoiresst étudié

en détail.



11.3. Etude de la dilution intracellulaire du phosphore en conditions

de limitation de la croissance

La[Figure 30| E % E + v o[ Alous]}v p E wp (inverse v t@A de Zohosphore
intracellulaire) pour tos les taux de dition testés.

Figure30: Evolution du rendement observé de la biomasse catalytique par rapport au phosphoggpRelon le
E S]]} IW }veluu %}uE o[ ve u 0  § W Ales traite grsdgintil s Bpreksentes la
frontiére entre la zone de double limitation et de limitation phosphore pour chagbandiqué

Pour D = 0,31 h la zone de doubldimitation révéle un R, variant de 37 & 55 Cmol/Pmol
(correspondant & P= 3,8 et 2,5%lors que pour un D = 0,045, celuici varie de 90 & 175 Cmol/Pino
(correspondant a P= 1,5 et 0,8%)A chaque taux de dilution, une réorganisation intracellulaire du
phosphore est mise en évidence selon le degré de limitation en phosphore et dépend du taux de dilution
imposé.Celaimpliqueque:

- laréorganisation intracellulaingotentielle p %o Z}*% Z}E ¢S [ US vS %ooues Ju%}E
S uAE Jopud]lv 3 (] o U G %% 0 v3 o[ 0 EP]e+ poudes o 1I}v
taux de dilutionplusfaibles,

- le besoin erPest taux de croissance dépendant <p o[}v viuu E %o a0 °*H]S 0O W

- ]Jo AE]*3 pv e}V u]vl]u 0 V %Z}e%Z}E %}uUE <u[pv , JA]]}v
<p o[}v viuu E % @& @& °H]S o W

A un niveau trés élevé diegré delimitation en phosphore (lorsque le taux de dilution est le plus fajble)
le Rwp atteint 230 CmolPmol, une asymptote (correspondant a % de taux de phosphore
intracellulaire) Cette valeur est sans doute proche de la plus faible teeauphosphoreassurant une

vitesse de croissance cellulaire non nulile serapar la suiteappelée Pin_crit et estimée a300



Cmol/Pmol soitenviron 0,004 gP/gX. Bien que ds valeurs plus faibles deaux de phosphore
intracellulairecritiques aient été rapportés, ces dernieresv[}vS % ¢ § } Sculjure continue.

Par exemplegn culture fedbatch Grousseau(2012)rapporte des valeurs comprises entre 65 et 500
Cmol/Rnol selon le degré de limitatiophosphore appliquée avec C. necator La valeur de 500
Cmol/Rnol a été calalée pour une culturesans apport de phosphorgarencg. Desrésultats similaires

(515 CmdlPmol) ont été rapportégMakino et Cotner, 2004; Tezuka, 1990) ]- Ve . ekl Jo v]
pas clair si les auteurs ont exclu les composés de sjeckle la biomasse towlen vue d'examiner
seulement la biomasse catalytique

V. ANALYSE CINETIQUE SEIN LA LIMITATION NUTRITIONNELLE

§8 % ES] [ voCe Jv §]«u %o tu@E& } i S]( § Eu]l]v E o0 * 0}]°
comportements de croissee et stockage selon les degrés de limitation gnAur cela, nous allons
(Jvl]® Stus [ }E& o - e}Jve VvV %Z}*% Z}E =+ 0o}v O S Uk E}]ee v

gualifier les bornes minimales et maximales de ces besoins. Ensuite, @rwossvcomment le carbone
est orienté de la croissance cellulaire vers le stockage selon la teneur intracellulaire en phosphore. Cette
réorientation en flux sera étudiée au travers des valeurs @gggadpservés en régime dynamique lors des

expérimentationsen batch utilisant les inocula produits par les expérimentations en chémostat.

IV.1. Besoin en phosphore selon le taux de croissance

LgFigure31frécapitule les valeurs de,Rninet B, maxObservées pour les taux de dilution appligué
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Figure31: Représentation desaux de phosphore intracellulaires minima et maximabservésrespectivement
en conditions de limitation phosphore et en condition de limitation en carborex fonction des taux de dilution
appliqués; les traits en pointillés ainsi que la zone grise montrent une estimation de la zone de DLN.
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[ % E[Fgwe3l| le R, minet Ry maxdépend de la nature et du degré de la limitation de la croissance.
Ces deux taux sont] U8 v8 %opue (] o« <p 0o § pA >[Eele]ler]o S]E (U]%BZKe %o Z}C
dépend donc des besoins en phosphore pour la croissance cellulaire et des conditions

environnementales. En effet,nelimitation carbone uniquement, leyga D = 0,31h* est de 33
Cmol/Pmol (R A TUB9e o0}E-+ <u[ pY il edt delBBEMA/Pmol (B 1,5%), soit un taux de
phosphore intracellulaire 2,5 fois plus faible. Aigsirésultat meen évidence que le taux de phosphore
maximal oté P, ma) estD dépendant A 0 HE [ pS V3 %o 0 [+ DREE élevé Laulittérature

indique que le taux de croissance spécifique élevé nécessite une teneur élevée en ARN et inversement
phénoméne appelé le growth rate hypothesis (Ehlers et al., 2010; Elser et al., 200Dbydal et al.,

2008) Le pourcentage massique €levé @ ve 0 -« ] ¢« vH o J<pu o ~89U Jve] <u[pv
Ju%}E&S v u § pA ddndiedimportant® variation di?, selon le taux de cissance.

Basé suta compartimentation du phosphorparticulaire de Fush (1969)ne limitation en phosphore
affecte théoriquement en premier les composés de stockagmeés les composés fonctionnels et de
structure engendrant une diminution du taux de croissance et une variation du taux de phosphore
intracellulaire entre une valeur maximale et minimale (constantes). Pour voir spécifiquement la variation
%oZ}*% Z}YE JvSE oopo JE 0] MAE %}}oe [ ZEU o0 ¢ }u%o}e - .
>[ E% E&]Ju vS $ditwmised évidence ce besoin momeden phosphore aun faible taux de
croissance (0,045 a été conduite sous une dynamique de limitation phosphore impo&#eeffet,
cette expérience a été menée, dans un premier temps sous forte limitation phosphore, puis sous
limitation carbone unique Une telle dynamique du degré de limitation phosphdiavorise une
organisation du phosphoréntracellulaire <p] A& op o[ Mupcompbppes de stockage du
phosphore Ce comportementa été observé par Hao et Chang (1987). Dans leur étude, lorsque le
chémostat est conduit sous excés de phosphore, le taux de phosphore intracellulaire varie entre 3,5 et
4,5%. Au contraire, lorsque les cellules sont conduites sous une condition de limitation phosphore
décroissante, le taux de phosphore a partir duqueldétectent du phosphore dans le surnageant est
bien plus faible que le taux de phosphore déterminé en condition non limitante de phosphore. Ce
0o P 3 /AE%o0]<p % E o[ dephosphoudlites geosteckage.

Ainsi, nos expérimentations ontpermis de mettre en évidence les variations dgsmR et Rn max
principalement assoc&s W A& %o }} o0 eas$uiai la fonction de la cellul€e R, ma varie entre une

valeur dePR,, nécessaire lorsque P =k (P exp) €Stimée a 3,8% et une valeumite (P, im) lorsque p

tend vers0, estimée a 1%Franklin et al., 201150us limitatiorP uniquement, achaqueD appliqué un

minimum de phosphore intracellulaireP{ mne ¢S v ¢ ] E (Jv [ L& E o E}]ee v

imposée par le procédéette valeur est donc tex decroissancedépendante et tend vers une valeur

critique Bn_cir) €stimee a 0,4%rsque lep tend vers 0Ces 3 valeurs sont représentées siifilgure31




IV.2. Capacité de production de PHB selon le taux de phosphore

intracellu laire

Pour montrer la relation de la conversion du carbone vers la production de ®iHdnse dynamique

sur la premiére heure des cultures réalisées en batch est étudiés. populations microbiennes
productrices des expériences batchchoisies pouanalysercette relation représente plus ded% de la
communauté microbienne totale, permettantle faire 0[ZC %0 }SZ - [Uv predtiphE  u}v}
productrice. /o [ P]S§ o A% E]u V3E, 843 eeBlbsB2a,b,c,d, B3a,b,c, Bdes vitesses

spécifiques initialesde production de PHBalculéegnotées Grsmaxobservésksont représentées selon le

taux de phosphore intracellulair|§igure32 .

Figure32: Evolution de la vitesse spécifique de productide PHB en fonction du taux de phosphore
intracellulaire en réacteur batch avec les populations microbiennes sélectionnées en chémsastet AA et
AA+AB: symbolesronds=Zoogloea spp(sélectionnée a D = 0,12'tet 0,045h1) et symbolestriangles=Malikia
spp.(sélectionnée a D = 0,31'fet 0,21 h') ; les lignes pointillées simulent les évolutiones thpmadbservés

selon le R, et la source de carbone

dips [ }E <<p o0 <u }]S o S uA&E %o Z } « Bastyl&E de Jla Thissapcevae E U 0
stockage dePHB en condition de carence en phosphore iestnédiate Une valeur maximale est
observé pour un R, compris entre 1,8 et 2%0,6 et 12 Cmol/Cmol.h pour AA et le mélange AA+ AB,
respectivement) En decga et adela de cette valeur, less@smx 0bservés chutent drastiquemeifsurtout

observée lorsque le substrat est le mélange acide acétique et butyrigoeque Rtend vers R e, le

taux spécifique de production diminueg@&ement supposant que le mi@manisme privilégie alors sa



croissance atdela de 2% de ;P De méme, lorsque;Ptend vers RcitU *H %o %o}e VS <p[pv SE} % (
teneur en phosphore limite la redirection du carbone vers le stockage de PHB. Il y aurait une répartition

du phosphore intracellulaire optimale permettant deaximiser les flux de conversion du carbone vers la
production de PHB. Cette valeur élevée ggBur un Gusmax Milite pour un effet du niveau[ 3] AdLS

us }olJou 0A %}uE !SE % 0 [ 385 ]v E pv A]S e % ]J(]J<p o0 A

Les vitessespédfiques de production de PHBbservées avec le mélange AA+AB sont supérieures

Ju% E oo+ }Svpe A o] Juu S}uE E }V i flivdsty <p o <
évidentqu o[ (( 8} « EA PEIAN] ¥3}uE E }v lationjmicrobnheble

OpHemax} S VR A 3 U0 ulol u}oXZ o0}E+ <p[ A o 12Cmo¥€mol.h= U ]Jo
pour un méme RX >[ (( § itp pv EE€o § Eul]v vS *uE 0 % E} p S]}v \

Marang et al. (203). Avec la souchBlasticumulans acidovorasglectionnée en conditions defeast&
famine»U o[pnS]o]e S]}v MSCE § }u [HV u O VP S S| UuSCE 8§ ~iWie
production maximale de PHB (3,7 contre 1,75 Cmol/Cmol.h).

Il est utile de rappelegue cette relation est montrée pour deux populations différentes sélectionnées

sous 4 conditions de taux de dilution différenttsavec différentes sources de carbone

V. ETABLISSEMENT DUN MODELE CINETIQUE

Cette partie vise a établir un modéle cinétiqueaxtpy des données de la littérature et des observations
expérimentales exposées et discutées précédemment. Ainsi, en &despoints clefa représenter

par ce modélesont les suivants

(1) Les besoins en phosphore pour la croissance catalytique (attre % &]v ]% 0 u vS8 WA %}}oe
sont dépendantsiu taux spécifiquele croissance cellulair€es besoins évoluent entre uf R et un

Pn_maxselon le degré de limitation phosphore impose.

(2) La limitation phosphore entraine une dilution du phogpk intracellulairequi se traduit par une
augmentation de R,pou une diminution du R

(3) Il résulte des processus cités précédemment que le taux spécifique de consommation de phosphore

(ge) doit étretaux de croissance dépendant et degré de limitatem phosphore dépendant.

(AL}Ee<u 0o E}]ee v 3 0Juld % E 0 %Z}*%Z}E U o[}A E(0}A E
intracellulaire de PHB une vitesse spécifigue maximale lorsque 2% S Jv( €] PE o} E-<y O]
o[ &S @8 A o

Jvel]U o vi u 8§ E % E& « vS§ &E o e HO vVE§E o E}]ee v § oCS

gouvernée par le taux de phosphore intracellulaBans les parties suivantés o[ £ % E <+]}v + A]S o



cinétiques est établie étape par étape entsesant sur les résultafréalablement présentéa la fois en
batch (régimes dynamiques) et en chémostat (régimes stabilisE)ue oo}ve S}us [ }E ( ]C
0[ZC%}SZ » <« e % E} eepe ¢}vS E % E ¢ vS S](° S}ue o més] E}}EP
Nous affinerons ensuite pour prendre en compte des spécificités des souches (en termes de valeurs de
paramétres cinétiquesilans le chapitre suivant.e modéle cinétique nous permettra de tester des cas

[ 34 Vv}v JUA ESe E% EJu vE]Jo EV Jupw@E Z vel]}v « % E} eope ]
phosphore, croissance cellulaire et stockage de PHB.

V.1. Construction du modéle cinétigue

La biomasse totale est divisée en 2 compartimerts biomasse catalytiqgue {Xet le PHB @%9. Le

phosphore paiculaire correspond a la variablee™ % Eu 38 vS§ [ A% E]Ju E o S pA&

intracellulaire R, égal auwapport X sur X LgFigure33|représente les différents processdéfinis dans

la construction du modéle cinétiqué.e[Tableau26|récapitule 0 « 0 A E] o« [ § § (Jv]l = v
u} o S o0 } ((]] vVvSe 8" Z]}u SE]<Hu ¢ o} ] o Z <d % E} eepeX

Figure33: Représentation des 4 processus établis pour le modéheétique

Tableau26: Représentation de la mtrice *S~ Z]}u § @lwpodéle cinétique

s E] o+ [ S8

Processus
S & Xp X XpHB CcQ
Assimilation du phosphore -1 1
] ) s sF oo
Croissance catalytique F— 1 P—
»N Ol O N OIO
s SF naeio
Stockage de PHB F— 1 —=0
»N&JO IO 'N&JO 1O

Maintenance cellulaire -1 1




V.2. Définition des processus et écriture des vitesses cinétiques

V.2.a " Tee—eo tildtion«du phosphore extracellulaire

Comme vs dans la partie bibliographiqueed modélesatS E] p v$§ Ve e }v ]S]}ve [ £ -
phosphore un taux de phosphore intracellulaire maximal constassimilé au R ¢, Cependant, dans

notre cas, en ne corgiérant pas les processus de stockage, les besoins en phosphore intracellulaire ne

*}vS % ¢ 0 ¢ ulu e« ¢« 0}v 0o S pAE E}]ee v U <p[]o *}]18 (14 V Z u}es
<u[]Jo *}]8 Cv u]<«p v E S§LlpgEtudes Jensdhémdstabnt mis en évidence une

corrélation entre le taux de phosphore intracellulaire en limitation carboRg () et le taux de
croissancevariant entre 1eP, i et le P, e« Etant donnée la corrélatiolinéaire vS&E o § pA& [ ZE S o
taux de croissare détaillée dans la partie bibliographiquéa variation entre le taux de phosphore

maximal (R_may €t le taux de croissance edncsupposeée linéairéEquation 3)

£ .
|."4‘¢2 L :l ."4<2_F | Y R H_/E " E | et Equat|0n3
¥z

> A]S oo [ *eJu]o S]}v U %oZ}e%Z}E *§ 0]u]s % E O }v vSE §]}v
selon la représentation de Mongcelle est maximale quahle R, tend vers B . (Bougaran et al., 2010)

et enfin tend vers 0 lorsque le Pin tend versR. Ainsj 0 A]§ es  Jv 3]<u [ *eJulo 8]}V U % Z
*3 /CE%OGE]U %0 dE O[ <H é]}V

14 Eowia?Eou :
MLMosH T As HEona"EomYor';_' v, Equation 4

V.2.b Dépendance de la croissance atalytique vis -a-vis du P,

Lavitesse de laroissance @llulaire est limitée par la concentration extracellulaire en substrat carboné
selon la représentation de Monod et par le taux de phosphore intracellulag® principaux modéles qui
permettent de eprésenter la limitation de la croissance cellulaire par jesént le modéle linéaire
(Geider et al., 1998; Moore et al., 2004t)les models non linéaires(Caperonet Meyer, 1972; Droop,
1968) [ % @E « Vv}e % E u] E en}jché@stat ]é vrodele linéaire est choisi pour décrire la

limitation de la croissance par lg, PAnnexeD: Choix du modéle linéair@our représentera limitation

de la croissance par lg,PAinsi la vitesse de la croissanc oopo J]E ¢85 A% E]H. % E o[ <u §

i EoGEodvor
J‘ ,\“H‘ - |—| H.l
a0e™TSK "B padtoavon ¥

Equation 5



V.2.c Processus de production de PHB

Les expériences menées en réacteur batch ont mis en évidence que la vitesse de production maximale

de PHB est fonction du taux de phosphore intracellulair¢]v(op v v P 8]A  [puv  }v, VSE §]}\
croissante est représentée par une fonction de type Haldane. La structure mathématique de cette
fonction a été modifiée paGuoet Vanrolleghem(2014) <pu] % E} %o} v o[ EJSHE *u]A v$§

— B0 avecUL sFtH §£+£%t -£U& AE (fles constantes cinétiques.
ou

P - AOU
AAOB EOG%%\OU

Les constantes cinétiques sont déterminées a partir des résultats présentésFsguie32|avec 2 types
de substrats carbonés (AA et le mélange AAfrléﬁigureM E % E « v3 o[ Aeanddictionu <
du R, établie par la fonction de type Haldane par rapport aux points expérimentlor $gquation6.

Tin L Ttn 413 Hl—lu Equation 6
W|.">>>|.">$
Avec -epd ratwC2C:? AP -zgpk rdswC2cC.y,

Mimosl r& % | Kb | KdBlorsque $= Acide acétique
Mimosl s& % | KX | KdBlorsque $= Acide acétique + butyrique

Figure34: Relationentre le gozet le R, établie % & o (}v 8]}v [, 0 v A ~ A § VA = %0
résultats présentés sur IfFigure32] Symboles ronds Zoogloea spp(sélectionnée & D = 0,12'tet 0,045H") et
symboles triangles Malikia spp.(sélectionnée a D = 0,31'tet 0,21 H')



De plus a vitessede production de PHBst activée par une faible concentrations®&xtracellulaire (ou

désactivée par Selevée),et dépendde S selonla représentation de MonodDe plus, la vitesse est

Ju% S % E o S v p&E JvSE oopo JE Vv W, U 0o %oFaviessed [ v }u E
productionde PH <[ &]S }v <« o}v o[ <pu §]}v 6X

Eou I Ai1s EA»( . .
NA»L MA»@()@H“ Y H]'>A' HAAH ST HIisF Imp pH:, Equation 7
A,. a
A0B Bodyo s
avec TgiL r@&tw%o %ogad mtglh @S Who %og
‘Tl vLravweZ <78 lorsque $= Acide acétique

“ILrx _vL s& «'Z «'Z&lorsque $= Acide acétique + butyrique

n=3

V.2.d Processus de maintenance cellulaire

Lors de nos eériences en culture continugyne augmentation du coefficient de maintenance est

} e EA X > Ao uE u MPu v8 [ uS vS %ope <p o ETJThigstad, <35 oJu]s
1987) uj}vsE& ««u o }veluu S]}v [ v &®P] e}pe }v ]8]}v oJu]8 S]}v %o.
[ uS v8 %oope <p o0 S P& %oZ}e% Z}E JvSE oopo ]JE Jul]vpy X /o
ujvs vyv eo0}v oBcu 8]}v

- EowaGEou ,
| HISE o GEoar ol Equation 8
Avec Glef 8§ ntE [ u%o](] S8]}lv v E v~ [ -athedrstué® RE R, i) et m, le
coefficient de maintenance en condition non limitantes de phosphore. Nos résultats expéaimenrnt
ulvs@E& puv MPu vs S]}v 0 }veluu S]}v [ v EP] pv]<p u vs o] 0
phosphore intracellulaire, soit, lorsque lg, Bst inférieur au R max Ainsi,la formule suivantea été

choisie pour représenter le lien entre Ig & le processus de maintenance

| HksEUH:25m6sF 2540
Cette modification est tres importante pour la simulation de nos résultats puisgues/arie avec le
taux de dilution appliquelors que R cest une constanteNos résultats en chémostat en conditions
non limtantes de phosphore ont permis de déterminer le coefficient de maintenance m 450.0

Cmoll u}oXzX > S Bulv S]}v u ( S @G rédlise¥od paitir 843 vésultats obtenus

avec un taux de dilution de @5 H', rassemblant le plus grand ntme de régimes stablest

correspond a 17QFigure29).




La vitessede consommation du substrat carboné liée a maintenance cellulaire estdipatele substrat

carboné MichaelisMenten), etaugmentée par la limitation phosphod¢ Jve]U o[ E]Su&E M %o &}

maintenance cellulaire*s A % E ] u % E o[ <p S]}v 66X
NLI H— HBEUHKyaosF 20 0AH y, Equation 9

Avec G=170,
H= 1.10"° Cmmol/L
m = Q045 Cmol/Cmol.h

V.3. Etude de la capacité predictive du modele cinétigue

A partir des résultats obtenus en réacteurs chémostabatch, la capacité du modéle a représenter

correctement les différents processus et leur dynamique est évaluée. Un calage du modéle est réalisé a

% ES]E [uv i Jvv e« } S vpe vV E S uE }vS]vHp <u vipe Alve }EI

[Lv mEk culture aec des événements successhpres obtention du jeu de paramétres permettant
de représenter les processus en réacteur continu, nous avons choisi deux cultures discontinues au cours
desquellesles profils dynamiques de dilution dy,Rle lacroissance et de la production de PHB étaient

contrastés.Les conditions opératoiresles cultures discontinues (excés de carbone et carence de

%oZ}e%oZ}E * %o EU 5 vE o[ ((E v Z]E + %ooBoet KEELdTEBRAIJU SE]<p

récapitule les parametres constants et les parameétres a estimer lors de la confrontation du modéle aux

cultures en continu et en discontinu.

Tableau27 : Récapitulatif des paramétres et de leurs valeurs (déterminéasnon) pour le modeéle cinétique

Parametres Unités Valeurs/Détermination
qr:::]ax Cmo?/ Clzmol.h A estimer (via batch)
OPmax Mol/Cmol.h 0,1 X Jhax
Ke Cmmol/L
Ko Cmmol/L A estimer (vimhémostaj
Keus Cmmol/L
Pn_exp %g 0,038
I::’in_crit %g 0,0045

V.3.a Représentation des régimes stabilisés des cultures en continu

uv] E E % E& « v§ E o[ ve U O e (E *p0S 8§ } S vue v E Plu
expérimentations en chémostat, ces derniers ont été compilés sur une expérience théoriquescanisid

un taux de dilution décroissant (de 0,31 a 0,029 bt une augmentation progressive du degré de

9



limitation phosphore pour chaque D. Chaque condition opératoire (D et {f)/R)présente une durée

de temps de 250 h. Les conditions initiales sor/lL de biomasse contenant 20% de PHB et 2% de
%0Z}e%Z}E JvSE oopo JE X > }V(E}vS S]}v p u} o Jv S]«p %0
suivants. K. = 0,1 Cmmol/L, &= 0,001 Pmmol/L, d&s= 0,0005 Pmmol/L, 34x= 0,7 R et OpHBmax= 0,12

Cmol/Cmd.h. Les résultats expérimentaux obtenus en régime stabilisés (symboles) et simulés (traits)

sont présentés sug|Figure35

Figure35: Evolutiondes rendements observésyRset Roygiset du degré ddimitation phosphore appliqué (A) et
des R, Ry maxet PHR, (B) au cours du temps pour une expérience théoriqueomparaison courbes simulées par
le modéle aprés calage et points expérimentaux. Les taux de dilution appliqués (de 0:3107023 i) sont
indiqués audessus des graphiques.

Le modéle cinétiqgue permet de représenter la bascule entre croissance et production de PHB, montrée

par une diminution du R;s concomitante a une augmentation dufgsU %0 Z viu v [ S v8 %Ol
marqué que le taux ddilution est faible. De plus, la limitation phosphore engendre une diminution du

S WA % Z}*%Z}YE JvEE oopo ]E U dii B}LP et veci HoEagRam impAsas v 3
Notons que la valeur dejPrax *S [ HS VS % ope (] o <illution ess faikle rappelant le

besoin moindre en phosphore a faible taux spécifique de croissance.



De maniére générale, les principaux processus cinétigues mis en évidence, a savoir la dilution du
phosphore, le déclenchement de la production de PHB aalesde R pu-dépendant, sont bien pris en
compte par le modele cinétique. Cependant, les courbes simulées a partir du jeu de de parametres
estimés ne permettent pas de décrire avec suffisamment de justesse les observations expérimentales
pour toutes lesconditions opératoires. En particulier, le modele tel que calibré a du mal a représenter

les comportements cellulaires a fort taux de dilution.

V.3.b Représentation des régimes dynamigues

La réponse du modéle cinétiquest étudiée icien régime dynamiquetel que calibré précédemment,

pour simuler les résultats de deux expériences en batch réalisées avec des inocula sélectionnés dans des
conditions différentes avec la méme source de carbone. Nous avons choisi les résultats expérimentaux
du batch A2b (inoculum s&tionné & D = 0,21 et du batch A5a (inoculum sélectionné & D = 0,045 h

Figure36). Bien que les taux de dilutioappliquéssoient relativement différentsla croissance était

limitée par le phosphore, imposant uaux dephosphore de 1,4 et 1,3%, dBsinitiaux tres proches.

Figure36: Evolution desconcentrationsXc et PHBau cours @sbatch A2b (Aet Aba (B), Evolution desk,, et
PHR, au cours du batch A2b (@} A5a (D).Symboles = expgmentation ; Trait continu = simulation.



Une dilution du phosphore intracellulaire est bien observée concomitante a une production de PHB,
conséguence de la carence en phosphore. Néanmaiagy ces deux expériences en batch, la
concentration X est surefimée, entrainant une surestimation de la dilution du phosphore

JvVSE oopo JE X > % E&} p S]}tv W, S euCE °*S]u [uv ( 8§ HWE 0o Ve
% }UE o §Z AUo u} o % Eu § %% E |]E XEE 5 uvs o[ Ajous]}v

V.3.c Evaluation de la capacité prédictive du modeéle

En résumé, la confrontation du modéle calé a des expériences contrastées issues de cultures continues

et discontinues montre une bonne aptitude a représenter les processus majeurs visés. Néanmoins, un
mangue de jgtesse du modéle est mis en évidence. Nous rappelons ici qgue nous avons considéré, en
prem] E %% E} Z U <p[pv « gEPR Whrw ud B} % E * vS %}pE o[ ve U O .
O[ *% & 0 & %}ve «<pu 0]8 §]A  u] Eont€R pPhosphareset lgioonsequehges |

*UHE 0 % E} p 3]}v W, U 885 ZC%}3Z +« % E 'S A E](] X v E Av Z
semble que des différences significatives de valeurs de parameétres cinétiques soient observées entre les
microorgansmes sélectionné<es différences pourraient résulter du mode de sélection et concerner les
paramétres tels que kke OpHemax MaisS aussi les parametres liés a la plasticité cellulair@-vis du

phosphore. Dans le paragraphe suivant nous montrons parétude de sensibilité les paramétres les

plus infllant sur les réponses du modele.

V.4. Etude de sensibilité sur les parametres du modéle

>[ v oCe 0 * ve] ]Jo]s S E o0]* %}upE ¢ pOSHUE - Vv S Z § v Z

des domaines xpérimentaux larges>[} i S]( o[ v oC- o 9 ¥4 JaJHu %o 35

chaque facteuren quantifiantleur contribution a la variabilité de la sortdu modéle.Ainsi, [JvS &!S

%o E S]<p 85 }v [] V3](] & 0 ¢ % & ( $&E 3ugd {vAoE)V ovd (}JES u vs§
}JvSE JE& U <«u] influedceXur des [differentes sorties du modél€ette étude est menée en

faisant varier la valeur des parametrBs cxp Pn critt Hmax Opremax Ko Kp, Kengde 100% par rapport a la

valeur obtenue lors de la calibratiobes domaines couverts en chémostat sont les 3 zones de limitation

nutritionnelles et le domaine couvert en batch est la carence de phosphore.



Figure37 W S o[]v(opn v duimoteler S@E o « A E] @ PHE &tSYUE o[ ve U ©
des conditions opératoires des cultures en chémostat (Apatbatch (B)

Les résultats montrent la forte influence des mémes parameétr@S,éP P crit Hmax €t Gprema} SUT les

variabl « [ § D&Xmaniére logique, on confirme que.diet X sont fortement liés, de méme que

OrHemax€t PHB,. Concernant les variableg 8t S, déterminant les frontieéres de la zone de double

limitation, cellesci sont également trés sensibles aux parar@8thax €t Opremax@vec une influence de

plus de 100% sur ces variables. Il est donc possible, voire méme fortement probable, que les populations
sélectionnées Acinetobacter Zoogleay » ] v$§ e Ao puE- e % E u SE * ]J(( & vsel

décalags entrelessimulations elesexpériences.

VI. CONCLUSION

Pour ks souches sélectionnéesns ce travail, |ZC %0 }$Z [Hv  }u Yeétabdliquevsimilaire

face a une dilution du;Pentrainant une bascule du carbone entre croissance et stockage dea [#4B

faite dansce chapitre. Cette hypothése nous % Eule [ SH ] E o[ ve u 0 }uuw %@ ES e-pu-
o[ P]ee Qe monesouchethéorique. v & U pv ES Jv viu E [} « EA §]}ve |

pu étre dégagé

(1) Une zone de double limitatiorutritionnelle calculée et extrapolée a été mise en évidence avec une

(JEuU e+ uo o 00 } + EA O0}Ee+<p o[ 1}8 8 pslo]* }Yuu o0 u Vs ¢
(}Eu 88 I}v 8 [ u3 v3 %opue o EP <<y o0 $§ lene plusoguandev %o %o 0 ]
plasticté intracellulaire esdonc observée a faible p avecrkdirection du carbone vers la production de

PHB au détriment de la biomasse catalytique. Ce comportement implique cependaraugmentation

de la perte de carbone pardegrocessus de maintenance lo&ire.

(2) Les besoins en phosphore varient selon le tawdifi#ion et donc le p du mic@rganisme. Nous

avons donc quantifié le;Pnax nécessairdorsque la croissance du micy(EP v]eu V[ ¢S % ¢ o]u]s



phosphore Du fait de la plasticité cellulaire, pour un taux spécifiqde croissance impose, les
microorganismes sélectionnés dans notre étudeuvent maintenir le niveau de division cellulaire a plus
faible teneur en R. La valeur dePpeut alors évoluer entreine valeur B, max€t une valeur R min que
nous avons déterminée. La valeuy B représente la teneur minimale en phosphore pour permettre

une division cellulaire. Une valeur d®04 gP/gX a étéestimée

(3) Une représentation des valeurs denghaxObservés, mesurés lors des cultures discontinues, en
fonction de la teneur Ru}vsSE <«u[]Jo A]*S py ogimale (Eutowr d M2 gP/g¥) pour
obtenir une vitessespécifique de stockagde PHB lglus élevé. La valeur de gsmaxObservé chute
rapidement en deca et adela de cette valeur. Un lien entrg, et taux de stockage est donc mis en
Al v X ulu U o[p8]o]s 8]}v [uv u o vP = }VeddlSobservée A o pE -
nettement supérieures a celledéterminéesavec o | * U o XélapgE AA+AB, une valeur deyghax
observé proche de 1,2 Cmol/Cmol.h a été obtenue. Cette valeur est élevée au regard des résultats de la
0]38 & SUE U J* V[ *8 %0 * 0 %ope 0 A E %%}ES X

(4) A partir de ces observations, un modeéle cinétique a ét&dé } %o %o * *UE of[]wSw}lESS v noV
A]3 oo o E}]ee v U % E} p 3]}v Wphadphofe et | égatenigitvsur ples

%o E} ool ujvs vy oopo JE X u} o S 0] E *upE pv Vv}iu
couvrant des situatins fortement contrastées. Les simulations montrent que le modéle décrit bien les
processus métaboliques identifiés. Néanmoins, des spécificités de valeurs de parametres propres aux
souches sélectionnées seront a prendre en compte pour étre capable desrep® (E o[ ve U O v

domaine expérimental étudié.

Ve 0 Z %]SE +u]A v3U vipe oo0}veU 3}ud [ }E U vipe JvE E o E
sélectionnées permettant une bonne adéquation entre simulations et expériences. Puis au travers de
[[us]o]e S]}v pu} o U viue Z E Z E}ve Uu] A Ju%E& v E of]v(op v

microorganismes sélectionnéarde comportement métabolique.



Chapitre 3. Etude des parametres gouvernant le

devenir du carbone en culture con tinue







. INTRODUCTION

Le chapitre 2 considere le comportement de toutes les populations sélectionnées comme un
Ju%}ES u vs [uVv %o} %opo S]}v pv]cp U <H] % Eu]e PP E o-
facteurs déterminant et gouvernant le devenir du@ }v U u ] pee] [ § 0]J]CE upuv u} o ]v

Cependantplusieurs populations ont été sélectionnées dans des conditions différentes, ce qui implique
<u[ 00 ¢ % PA vS O0}P]<p u v3 18E E S E]* * % E * % E u SE « |
différents. Ainsi, ce chapitre, étroitement lié au chapitre précédent, se base sur le modéle cinétique

préalablement établi pour

QDESuU] E o J((EV ¢ %E} o0 - e % E u SE ¢ ]Jv Sl<p e 8§ 8" Z]}u
populations sélectionnées,

(2) Améliorer les compréhensions des phénomeénes impliqués dans le devenir du carbone selon les

conditions opératoires et les paramétres des populations microbiennes sélectionnées.

Danscette deuxiéme partie, pour représenter des populations contrastéeseemes de fonctions
métaboliques et de paramétres cinétiques, nous considérerons au travers de jeux de parametigs de p
et Opremax 4 Souches microbiennes différentegn domaine de populations non stockeuses de PHB,

faiblement stockeuses de PHB et fortent stockeusegpourra ainsi étre balayé

Les résultats de simulation seront analysés selon les conditions opératoires et selon la source de carbone

(AA et le mélange AA+AB). Ainsi, les zonedaile limitation nutritionnelle DLN sont discutées en

terme % }e]18]}v 8§ [ £S ve]}lv «0}v 0o § uAk Jous]ivx > AV]E u
cellulaireet stockage de PHB*S v 0Ces % & o[ $puents obs€E/ég dans la zone déND
>[Ju%e}ES Vv L %g, SBulevéddean$Me chapitre préant, est analysée en détail et discutée

au travers des vitesses spécifiques de production de PHB.

. DETERMINATION DES PARMETRES CINETIQUES TE
ON LA SELECTION MIGBBIENNE

I.1. Démarche adoptée

La stratégie mise en place ici est de catégorlssr différentes populations en termes de capacité
cinétique. Cte classification se base slas observations de la diversité microbienne décrites dans le
chapitre 1 et tenant compte des conditions opératoires de la sélection. Nos résultats muntaut

[ TE& U «pu orgahismés tres similairesn termes de parameétres cinétiqugmeuvent étre

sélectionnés sous les mémes conditions, et par voie de conséquence, des conditions tres différentes vont



potentiellementsélectionner des organismes éloé&gmen termes de capacité cinétique. Par exemple, a
cours des expérimentations en chémostat menées a un taux de dilution de 0,31 et'G5R1 AA(AL et

A2), la population du genrécinetobactera été sélectionnée. Bien que les expérimentations soient
différentes, lesdeuxpopulations sélectionnéegrésentent99% de similarité entre legrséquence ADN
16S(V3V4) De la méme maniéreparmi toutesles especes sélectionnéedu genre Zoogloea ces
derniéres ontplus de 97%le similarité. Et pour les espéecda genreMalikia, la similarité entre leus
séquence ADN 16Sest de 100%, signifiant que ce sont toutes les mémes espdtalkiq spinosa
ayant été sélectionnées sur des sources de carbone et des taux de dilution diffé€enternant les
expérimentatons en chémostat menées a un taux de dilution de 0,046M4%, 6, 7 et 8 et B4), plusieurs
populations ont été sélectionnées. Les résultats égalementmontré une réponse universelle face a la
limitation phosphore de toutes ces souches (en terme devewsion du carbone, dilution dy,R Ainsi,
nous faisons le postulat guparmi les conditions de sélections qui influent fortement sur les capacités
des populations, on trouvele taux de dilution, la nature de la source de carbone et le degré de
limitation (trajectoire et degréde limitation (Jv 0 Ju%o}e ¢X [ ¢S % }uE<u}]U }ve] & vS o
cultures en chémostat (réalisées sur AA et AA+4Batre catégories de populations semblent se
dégager.

(1) Population dite Acinetobactes, sélectionnée sus AA au cours des expérimentations Al, A2 et A3,

(2) Population dite #alikia» population sélectionnée sous @ubstrats AA et AB au cours des
expérimentations B1 et B2 et également sous AA pour A3,

(3) Population dite £oogloea, population sélectionnésous AA au cours des expérimentations A3 et A4

et également sous esubstrats AA et AB pour B3 et B4,

(4) Population dite Autres souches sélectionnées» a D = 0,045pharmi lesquelles Acidovorax

brachymonasbrevundimonagexpérimentations A5, A6, AA8,B4).

>[ Su 0O e+ ve] Jo]s ul}jvsE® o (}ES ]wkelUd¥ema*t®0EVH 8§ « Re

A E] o« [ 385X % ES]E e [E% E] Vv o v 5 ZU o ((E v Z]se V¢
8" Z]tu SE]J<H U Z «<u P E}N%st anabise %fip de dEterminer leurdt et Opppmax A

partir de ces estimations de parameétres, les résultats expérimentaux sont confrontés aux résultats
simulés en chémostapermettant de déterminer les pseudo}vesS v§ « [ (({Y3Au travers de

cette étude,les parameétres R e €t Ry cit tout comme lesprocessus de maintenance cellulasent

considéré comme similairg pour toutes ces catégories de populatio@eshypothéses seront discutées

dans ce chapitreau paragraphell.3. En ce quice¢ &V 0 % @&} eepde [ ee]Ju]o S]}v U %o.

extracellulaire, le gmaxest considéré proportionnel augy [HV ( 3§ pT@&bidaiR7).




1.2. Détermination des parametres des populations

I.2.a Sur acide acétique

(V)8

Les 3catégoriesde popul §]}ve « o S]}vv ¢« § Spu] o v § Z 0}Ee<py of ]
comme source carbonée sontAcinetobacters, «Zoogloea» et le groupe rassemblant plusieurs
populations sélectionnées a D faiBtAutres souches sélectionnéedzes rendementthéoriques limites
Yyers €t Yousissont 0,5 et 0,66 Cmol/Cmol (Grousseau,120 La|Figure 38| représente les résultats

expérimentaux et simulés pour toutes les expérimentations en batch réalisées avexgleetions
microbiennes ¢ £ % EJu vS S]}ve o J(( E Vv ] VS % & O[] S S %ZCe]}0o}P]<«}

notamment au niveau des contenus, Bt PHB. La confrontation avec les résultats expérimentaux

obtenus en culture continue lors de régimes stabilisés est montrédagbigure 39| Lg Tableau28
E %]Sp0 O] ve u o e % E u SE * ]Jv SJ<pp * 8 87 ZJlu SE]J<H s &

de population sur acide acétique.

Tableau28: RécagSuo S]( ¢ % & u SE& + v S]l<cp e 8§ 8" ZJ}u SEJ<pu « + J(( & vS§
populations microbiennes avec AA comme source de carbone

«Autres souches

Paramétres o ) « Zoogloea» « Acinetobacter»
sélectionnées»
Mmax 0,25 0,35 0,55
qPHBmax 0,15 0,55 0,03
Opmax 0,025 0,035 0,055
Ko 0,01 0,01 0,01
Kens 0,0005 0,0005 0,0005

Ke 0,1 0,1 0,1




« Acinetobacter» « Zoogloea» «Autres souches sélectionnées:

Figure38: Résultats expérimentaux et simuléde o[ A} o p$]¢ancentratiorsen X.et PHB et de PHBpour
les cultures erbatch: Pourla catégorie« Acinetobacter» (A2a(A), A2b (B)et Ala (C)) Pourla catégorie
«Zoogloea» (A3d (A), Ada (B), b (C) et c (DPour la catégorie<Autres souches sélectionnéegfA8a (A), ASa
(B), b (C) et ¢ (D)). Durant le batch A2a, une condition de non limitaR@st imposée pendant la‘l® phase de la
culture. Le Batch A8a a été mems@ns limitationP. Symboles = expérimentation Trait continu = simulation.



« Acinetobacte » D =0,31 H(AetB) D =0,21(C et D)

« Zoogloea» D=0,12 K

«Autres souches sélectionnées» D=0,045H

Figure39: Evolution des rendements observés (A etél)des taux de phosphore et PHB intracellulaires (B et D)
en fonction du degré de limitation appliqué en chémostat pour chaque catégorie de populations. La zone grise

représente la zone de double limitation C&bservée expérimentalement; les traits en putillé représentent les
limites de la zone de double limitation C&P simulée. Symboles = expérimentatibrait continu = simulation.



Les résultats présentés montrent les parametres des différentes catégories de populations déterminés

par simulationLes pincipales observations sont résuméesiessous.

(1) Une différence nette de la valeur estimée dgentre les catégories de populations. Lg,est

[ U3 V8 % ope O A <u 0 + o0

S]}v u] @Ertauxvde dilutiédn gi2ed. (E

(2) La valer de ¢psmaxSemble également dépendre du taux de dilution appliqué dans le chémostat.

Cependant, les populations du genkginetobacters[ A E v3§ 3 E * % &} pSE] - u ]} E

Ce résultat conforte les observations Rees et al(1993)qui ont étudiés les capacités de production de

W, uAE <} uAZinetobpcterisolées de boues activées. Que seit sous une limitation

phosphore ou azote, une teneur inférieure a

10% en PHB a été atteinte.

(3) Les zones de double limitation simulées sont plus étroites que celles déterraxpEasnentalement

pour les populations de la catégorieAcinetobacter. Les conditions de sélection dans le chémostat A2

(D = 0,21 H) ont été opérées dans des conditions de non limitation phosphotees populations ont

montré des granules de polyiRtracellulairessous conditions de limitation C par la coloration spécifique

de NeissetAnnexe C Photographies des sélections microbiennes obtenues lors des expérimengations

Figure65), surestimant le R n.«et ainsi la taille de la zone de DLN.

(4) la production de PHBour les populations

de DLN La teneur intracellulaire maximale

de la catégorieZoogloea» est surestimée dans la zone

de PHB simulée est de 41% contre 18%. La cause de ce

phénoméne peut étre liée a une redirection du carbone vers un autre métabolite secemdm pris en

compte dans le modéle cinétique. En effet, les observations microscopiques aprées coloration spécifique
%o E * V [uv P Jv ASE oo0u0o JE %}p

u v3i]J@E AtM v u}vsSE vsS o

Al<p vE 0 % E} u §]}v hafides]

B&anex€ € Photographies des sélections microbiennes

obtenues lors des expérimentatio"@'gureG? -Ad).

11.2.b Sur acide butyrigue

Le modele cinétique établi ne prend pas en compte la présence dé-snbktrats. Ainsi, les parameétres

Jv §]<p s & 3" Z]}u §E]«p »

E Z & Z -+ « E}VS }v e % & u SE& -

uovPkP [ 1] Sl<p | pSCEJ<pu ~Tild1 & 8]} u}oeX [ %o@E& « '"E}lpes

théoriques limites sur substrapur acide butyriqgue sont x¥s = 0,65 Cmol/Cmol et p¥g;s = 0,88

Cmol/Cmol. Tenant compte des proportions

mélange calculés et pris en compte dans le

de chaque substrat, les rendements théoriques limites de ce

modele cinétique seBtY,61 Cmol/Cmol efph;s= 0,81

Cmol/Cmol. La démarche adoptée et présentée a partir des résultats obtenAs\austé effectuée avec

les résultats obtenus sur le mélange acide acétique/butyrigtigufe70|et|Figure7l] v ¢|AmhexeE:

Résultats des simulations surAA+.AﬁTabIeauZQCE % ]SpH0o o[ ve u o * % E u SE -

8" Z]lu SEJ<pp ¢ 8§ Eu]v * %o}uE Z <p S PYE] AA%B % po S]}v uE o

u}

H

lv

L



Tableau2Z9 W Z  %o]Spo S]( ¢ % E u SE « Jv S]<pp * § 8" Z]}u SE]J<pn = = ]((
populations microbiennes avec un mélange AA et AB comme source de carbone

Parametres « Zoogloea» « Malikia »
Hmax 0,35 0,55
OpHBmax 1,1 1,1
Opmax 0,035 0,055
Ko 0,01 0,01
Keha 0,0001 0,0001
Ke 0,1 0,1

Les principales observations faites a partir de ces deux catégories de populations sont résumées ci

dessous.

(1) Tout comme legésultats sur AA, un effet nete la val@r estimée de Wax €St mis en évidence, effet

croissant avec le taux de dilution appliquée pour la sélection microbienne.

(2) Toutes les populations montrent une grande capacité de production de PHB aveguade 1,1

Cmol/Cmol.hX / ] o[ (( 8 *}v PSPIVvS]}IVv V[ ¢S % ¢ ulvSE X

En comparant les résultats obtenus selon les sources de carbone, on peut remarquer que les populations

du genreAcinetobacteme sont pas sélectionnées contrairement aux populations du gktakkia. De

plus, ungrHemax2 fois plus élevé est obtenu sur le mélange acide acétique/butyrique.

*}uo A o[ (( 8

substrat sur la sélection des souchmais aussi sur les parameétres cinétiques des soughesera un

point abordé dans le chapitre suivant.

1.3. Discussion sur le modeéle cinétique

Le calage des paramétres,d €t OrHsmaxSelOn les catégories de populations identifiées, a permis de
E % E » v3§ E A  %oope ipes e o[ Ve U O e A% E]Ju vS S]}ve } § vy

Des comportements simulés parfgas tout afait fidelesaux résultats expérimentayont été mis en

évidence Les différences sont observées au niveau dedae de double limitation souvent plus

restreinte, ou de larépartition de la conversion du carbone surestimant ou sestimant la biomasse

catalytigue ou le PHECependant les limites dans le calage de ce modéle cinétiquedssritées Gi

dessous.

~ie >[ «SJu S]}v * % LEetuRS(Hdentiues pour toutes les populations sélectionnées est

une des limites majeurede notre appoche, ] 3vS8 [ us8 v3 %o@pp @B E REU []Jv(op Vv
0+ A E] oestdleséd>[ su ] 0]}PE % Z]<p u}vs E ;, differdnteEselsn Jess w

populations,bien qu[ oo situenttoujours dans les mémes gammes. Il eafreimnent montré que les

bactéries ot des taux de phosphore en phase exponentielle variafitbders et al., 2010Par exemple

dans le cas de nos simulationg)e valeur de Rep %00pe (] 0 % Eu SSE ]S [ o EP]JE o

E

‘u



oJu]s §]}v § [ pPu vs & @ngehoadt]gre meilMure répartition du dsne par rapport

aux résultats expérimentaux.

(2)>[ sp o <« ve] ]o]S§ réajiséeldars le chapitre précédent, a été effectuée sur les trois
domaines de limitation nutritionnelle a la fois. Cependant, en étudiant plus en déta[l$yv (o [des
paramétres K K et K-ygdépend logiquement dehaque condition opétoire du chémostat, a savdee

type de limitation nutritionnelle (carbone, carbone et phosphore, phosphdbgns notre étude, les
parameétres Ket K> ont été imposés pour ensuiteater le parametre K,z Une étude plus approfondie

des souches selon les conditions du chémostat devrait étre effectuée pour caler ces parametres

précisément.

(3) Les parameétres jx et grremaxONt €té estimés en prenant en considération le méme processus
maintenance cellulaire pour les souches. Les coefficients de maintenance cellulaire sont fonction des

voies métaboliqgues empruntées et donc des souches microbiennes.

~3e vV <u] }ve] @& of *cJulo 8]}V WU %Z}*%Z}E U la yakEr dBgu S]Ive JvS

proportionnelle au Wy (facteur 0,1) et un besoin linéaire en phosphore avec le taux de croissance.

En conclusion, le postulat de différences de paramétres cinétiques différents pour les populations
sélectionnées nous parait réaliste fendé, malgré les limitesnontréesdu modéle Le taux de dilution

du chémostat, la nature du substrat carboné et le degré de limitation sont des conditions discriminantes.
Le classement en 4 groupes apparait suffisant pour représenter nos résultatsbemsat bien sdr au

cas de la limitation en phosphore et pour le domaine expérimental défini par nos expériences. Le modele
peut donc étre utilisé pour améliorer notre compréhension des comportements des populations

microbiennes soumises a une limitation phosphore.

[[l.  ETUDE DE LA CONVERSION DUCARBONE SELON LES
PARAMETRESCINETIQUES( ptmax, QpHBuax) ET OPERATOIRES

IDENTIFICATION DES RRAMETRES CINETIQUBSPLIQUES

Cette partie vise autiliser le modéle cinétique préalablement établi pour prospecter sus le
comportements des populatiommicrobiennes en termes de devenir du carbone, dilution gdulifhites
de concentrations en Ihtracellulairesselon leurs paramétres cinétiques.gt et geremax POUr celaun
%0 vV [ E% E] Vv *S 8] %o basEswd jauk devakuropeur le couplBmax €t Opremax
Tableau3Q).




Tableau30: Valeurs @&s coupleSUmax ; GrHema) ChOiSiES

Souche 1p Souche 1np Souche 2p Souche 2fp

Hmax () 0,35 0,35 0,55 0,55
Opremad ™) 0,55 0 0,55 0,05
Producteur PHE Oui Non Oui Faible
E}S}ve <p[uv e} Z Vv}iv 8} | pe W, *S }lve] E X 0 % Eu S

stockagede PHBsur la forme de la zone de DNL. Pour les simulations, les parametigsdet Ke sont

0O« ulu « <u WA § CGu]v ¢ %}uE o[ Ve U O . S P}E] - %0} %o h0O §

maniere, la valeur dugaxcorrespond a 0,1 x4 X >[ S| S (( Sp *UE MV ¢ HO U *5(
SJ<p U ve puv % E u] Esosiraed%e earbong (pr&sence de butyrate) sera abordé par la

suite (changement des rendements théoriques limites).

.1. Influence du U max €t OpHmaxsur Zit & — 1« < la zdne de DLN

A v&étudieren détailo[ (( § * %o ENétiGRIESH okt Opremad O[]JVE E] HE o,Il}v > |
les frontiéres de la zone de double limitation C&P sont analyaéemtir des résultats simulés avec les

parametres des 4 souchgsigure40).

Figure40: Frontiéressimulées entre les zones de limitation nutritionnelle avec AA selon les parametres
Jv §]<p « § 87 Z]}u S6&Bdches1p, tnp, 2p et 2fp

Les allures des 4 zones de limitations sont similaires et de forme classique. Cependant des petites
variations sontnotées selon la souche. Aueespue [uv 3§ puA Jops 1) ves zonéside Z

limitation sont plus larges pour les souches 2, qui ontJg lg plus élevé et ce malgré une capacité de



S} I P SE « J(( & v§ X E ~uod § ulalBdEde | PWE} &S &S ve]dv A o I}v
de double limitation a fort taux de dilution. En e¢}pue [uv § A ] o p 8] ume zonelpids Z

large est obtenue avec les souches 1p et 2p qui ontel@k © %o0ope 0 A U u}v3E v3 o[]u%o
prépondéante de ce paramétre a plus faible D.

[11.2. Etude du devenir_du carbone selon les zones de DLN

>S[ Vi 8 [ Su] E 0 %}]vs e uo VSE (&E}]ee vV S eS}aeP W, o
OrHemax €t de comprendre ainsi les paramétres gouvernantdevenir du carbone. Pour cela, une
premiere comparaison des rendements observég,{RRueset R est réalisée en fonction du degré
de limitation phosphore consommé avec les paramétres cinétiques des souches 1 (qui ok J
1(( & v S edysed¢simites intracellulaires en termes de(RMin et max), de PHBRmax), selon le

taux de croissance pour les 4 souches, est effectuée.

I.2.a Analyse des rendements carbone et phosphore

LgFiguredl]| E % E + v3 o[ A}mdeSehis obserEs,Bset Rongspour lasouche 1pA) etlnp
(B) selon le degré de limitation phosphore consommé poursbridlés

Figure4l: Evolution des rendements observésdR et Ropgispour lasouche 1p(A) et 1np (B)selon le degré de
limitation phosphore consomméoour 5 D appliqués



En comparant cedeuxsouches le rendement observé en biomasse catalytique présente la méme allure
mais lorsque la souche est capable de stocker du PHB, la plage de variation possibleagaoartaux de
dilution est plus étendue. En effet, les deux processus, croissance et stockage consomment le carbone.
>}Pl<p u v8U pv E v u vS§ E}]ee v *S [ US vS %oope (] 0 <p 0 % E
entrainant un élargissement de laresDLN comme mis en évidence précédemment.

Jvel] 0 % E} p 3]}v W, 5 [ U5 VS %ot *SOv X  Zputhe <3 E [ pd \
% OpHe 0 @E v u v 0 &E}]ee v oopo JE } e EA u (ME § u ep

limitation phosphore.

La|Figure 42l E % E » v3 o Alopu3]lv u E v xdp s&lorfde PetpsZ d€Elimitaidon
phosphore consommé pouessouches 1p (A) etlnp(B)

Figure4?2 : Evolution du rendement phosphe (Rip) selon le degré de limitation phosphore consommé poar |
population 1p(A) etlnp (B)selon le degré de limitation phosphore consommé pour 5 D appliqués

Pour un taux de dilution de 0,02'tpar exemple, le R varie entre 105 et 200 Cmol/Pmobupr les 2
souches mais sur une gamme de degré de limitation phosphore plus grande lorsque la souche est
productrice. Que la souche soit productrice ou non, les gammes de dilution,dworR identiques
(comprise entre 50 et 200 Cmol/Pmol), ce qui montres e rendement phosphore est uniqguement
impacté par le pa. Ce résultat est logique car la dilution du phosphore intracellulaire est liée a la vitesse
de croissance cellulaire. La production de PHB, elle, impacte uniqguement la largeur de la zone de DLN et

donc la plage dans laquelle la dilution dugut avoir lieu pour un taux de dilution donné.

1.2.b Analyse deslimites intracellulaires _aux frontiéres de la zone de DLN

Nous avons montré que les plages possibles de dilution,dwi indépendantes dugjema X >[ A}opus]}v

des valeurs limite®, min €t Ry maxet de PHB, maxest représentée sur |&igure43|en fonction dutaux

spécifiquede croissance en chémostabur 0 ¢« % & u SE ¢ ]v S]<u o & o§7saithasSE]J<H -«
let2



Figure43: Evolution des R min et Bn_max(A) et PHR max(B) selon le tauspécifique E}]ee v [ %0 E « 0
E *pod S sJUPHO * V Z U}*3 3 A 0 % E u SE ¢+ ]Jv 8]<p *1ps2p&f2B]Iu SE ]

Su la|Figure43A, les allures des courb&_maxet du R, min en fonction de p sont biefinéaires avec la
I}Jv. >E & ¢}vd [ U3 v3 %oopes SE}]S * <Ha B ovanch&leBqn@Es}des droitd?

*}vs [ uSus &iBlesque le i, est éleve.

Sur Ie{figure43 U }v vplureodigmoidalelu taux de PHBmaen fonction de g mais décalée vers les

valeurs plus élevée de u pour la souche ayant yg plus grand. & production de PHB edéclenchée

pour un u correspondant a 70% dugd

En conclusion, ces simulations montrent que les limites intracellulaires en phosphore (maximales et
minimales) selon le taux de croissance sont imposées par les valeuyg,@d gelles du PHBrésultert

de la valeur des parameétresgmaet tmax A UN taux spécifique de croissance donné, la population qui a

le pnaxle plus élevé présente un plus faiblg® E epos vS8 [uv %oope PE v o]Ju]S §]}v Jvs
un PHR plus élevé.

[11.3. Etude de la conversion du carbone selon les conditions
opératoires : mise en évidence des parametres gouvernant la
production de PHB

>[ vi 88 %o ES] 3 us33SE , &l [w 0d)EEE0O0 PIWh E Z ve]}v o

potentialités de production de PH&lon les parameétres cinétiques des souchesgghxet Pmay.- [ ¢S

pourquoi les cinétiques de production de PHB sont étudiées selon le taux de croissance puis gelon le P

11.3.a Etude en réacteur chémostat : influence du taux de dilution

A partir des résultis simulés avec les parametres cinétiques des souches 1p et 2aifférents), la

plage de variation dugg(barres verticales) pouvant étre obtenue selorDappliqué est représentée

sur IgFigured4| Pour relier awP,, le R, minobtenu a chaque taux de croissares représenté




Figure44: Evolution des gammes de-gget des R, min Selon les taux de croissance appliqués avec les parametres
cinétiquespmax €t Gpremaxdes souchedp (A) et2p B) [ %o & ¢ 0 * (E cpu0S Se cJUpO

Une plus grande variation dugsest observéepour la souche 2ppar rapport ala souchelp (0,17 h*
contre 0,14 H) et cette valeur est obtenue pour un p légérement plus éleyé=20,2 X pax A Méme
taux de dilution, urgengobserveé sera plus élevé avec un plus fortdt

1.3.b Le B,. un paramétre déterminant . gouvernant le devenir du carbone

Pour analyser en détaib [Ju % 0] S]}v W § pA& %oZ}e% Z}E ]vSdh du ceohooe] E Ve
et la production de PHB, legtasses spécifiques de production de PHB sont représentées en fonction du
P, (Figure45) pour lkessouches 1p (A) et 2p B).

Figure45: Evolution des fugmax0bservés selon leiPmin [ % & « o atsEmulés &n réacteur chémostat
(régimes permanents) Evolutiondes Gpremaobservés selonleP [ % E * 0 ¢« (E *nu0S S cJupo « v E {
chémostat (régimes permanents) ¢ ¢} Z © 1% ~ ¢ 8§ 7% ~ ¢ [ % @E& ¢ 0 * E *puosS S« Ju

En régime permaneng chaque taux de dilution, la vitesse spécifique de production de PHB augmente
linéairementavec la diminution du;R Par exemple, pour les résultats simulés avec la souche 1p, avec un
D=0,05H, le Gbxeest nul pour un R=1,41% et vaut 0,13 Cmol/Cntopour un B = 0,88%Ces valeurs

de R, correspondent en fait aux valeurs dg R.xet B _min, respectivement, pouce D appliqué.



LgFigure46|représente les valeurs maximales dggpbservées (A) et les teneurs maximalesRHEB

pouvant étre atteintes (B) pour ces deux souches selop.le P

Figure46: Evolution dugppsmaxobserve en fonction dP, min [ % E * 0 « € *p0S S cJupo « v Z u}es §
soucheslp, 2p et 2fp et du guemaxobseneé en fonctiondu R [ % E * 0 ¢« (E *pu0oS S eJupo « v § Z ~d@

dynamique) avec les souches 1p et 2p (Avolution du PHB maxen fonction duPp min [ % & * 0 « E *poS S
simulés en chémostat avec les souchis 2p et 2fp (B)

Comme le montre Eigure46°\, pour lesdeuxsouchesamicrobiennes (1p et 2p)se différenciant par la

valeur duparameétre Khax, €N régimes permanents en réacteur chémostat

- lavitesse maximale observée dg.gest atteinte lorsque le P min vaut envron 1,1%,
- la production de PHB est déclenchée-en [uv A o [ XB% de phosphore

intracellulaire.

En ce qui concerne les résultats simulés en régime dynamique (réacteur batghy.leest atteint pour

un R, de 2% quelle que soit la valeur dy.4ldes souches, comme observé expérimentalemdéres
valeurs beaucoup plus faibles deygsont observées en régimes permanents (chémostad).vitesse
maximale de PHBst impactée par le taux de phosphore intracellulaire, et par un terme supplémentaire
d[ v }Ju E u vs «{nE]«pu

- Le taux de phosphore intracellulaire, lorsque lggdend vers sa valeur maximale, est 2%; au
dela et endeca de cette valeur, la vitesse de production de PHB est inférieure a la vitesse
maximale.

- > %Z viu v ¢ 0] ¢ remdntvstirique interviennent pour des teneurs intracellulaires
supérieures & 50 % soit pour un taux de dilution de 0,pdur la souche 1p et 0,15 pour la

souche 2p.

LdFigure46B montre que, pourdeux souches productrices/ant un .y différent, un Iéger décalage est

observésur lePHRB, maxa mémeR,, min obtenu en régime permanent o P & 0 P ¢ A%O0]<cu



OLD>

PHRB, est une résultante du gjzet du  avec gl L S >0.ePour un méme ghs un W pus faible
L D>

entrainera un PHBplus élevéCependant, lavaleur duk * 3 Z ¢ V[ %o * pv (( § & *3]«p
teneur intracellulaire en PHB.

d}pe < E *po0S S U}vSE vS O[Ju%}ES Vv o Sv u& JvSE oopo |E
PHB puisque quel que soit ley4cdes souches sélectionnées, lesigha0bserves et les PHByaccalculés

sont quasi invariants pour un méme.P

11.3.c Conclusions sur les parameétres gouvernant la redirection du carbone

Pour résumer les réponses de la productitnPHB en chémostat et les paramétres impliqués

(1) Un taux de dilution couplé a une double limitation nutritionnelle impasge p et un besoin en

phosphore compris entre unBnin€t By max <H] HAEU ¢}vsS [ uS vsS %oofuesteleec s <p o R

(2) Le R, gouverne la redirection du carbone vers le stockage de RBdBici S [ US vS % O0Ope Ju%e }ES

gue le R tend vers 2%t que le gremade la souche est élevé.
(3) Les capacités de production de PHB sont proportionnellessagx.@les souches

(4) Lepmax de la souche aavant tout un effet sur la productivité cait % @®u § [} S V]E o0 ¢ u'lu -

capacités de production {fet donc g a des D supérieurs.

En conclusion, £ «§ }le degré de limitation en phosphore ainsi que lgud vont mposer le R et en
conséquencda concentration en biomasse catalytigeé en PHBDe plus,le Opus max Va influer surle
potentiel de redirection du carbone vers le PHEBonviendra donc de viser des souches aux potentielles

de producton maximales (shsma) Maiségalement de pax€levépour optimiserda productivité.

l11.4. Effet de la source de carbone : la présence de butyrate
> JVA E«]}v p E }v % E o ] MSCE]<«p uol}J& o+ EV U V!

rendements théoriques limites plus élev&X >[ (( $ o °*}uE E }v 8 o0o}Ee }E
H E€0 § 0[Ju%e § <« Eues limiteS sus [és yanés déND le devenir du carbone et
0[Ju%}ES Vv U % XEJuvS@E[]W 183 § uls v A] v <uyrate atwdlbore lav us

production de PHB par des valeurs dggtaxplus élevées, il a été choisi de prendre en considération
uniquement les rendementghéoriques limites dans un premier temps. Les paramétres cinétiques et
8" Z]lu SE]<H 0 <} phdsis,i etupigsiementles rendements théoriques limites sont

remplacés par ceux calculés avec le mélange AA®RE= 0,61 Cmol/Cmol etp)g;s= 0,81 CmolC/moal).



ll.4.a "7 —te...F tte "Fettete—e o7 ZitE_teec'e tf Zf ‘et t1%

Comme observé expérimentalemigfAnnexeF: Résultats des expérimentations sur AA +4RiBure72),

la présence de butyrate dait Iégerement les zones del® pour chaque taux de dilution compaé

celles obtenues sous ARigure47). En effet, des rendements théoriques limites plus élevés améliorent
ol ((1 18 JVA E-]}v E }v X hv «<«u vs8]sS ul}l]lv G E }v *3

produire autant de PHB ou de par rapport ausubstrat carboné.

Figured7 W e}v o }p o oJuls 8]}v VUSE]S]}IvVvV 00 ¢ %}uE Z <p S pA Jopus]l}tv c
AA+AB est utilisé comme source de carbone

1.4.b Evolution des rendements observés dans la zoneDLN

LaFigure48/compare les rendements observés obtenus dans la zonBldépour 5taux de dilution

lorsque AA et le mélange AA+AB est utilisé comme source de carbone.

Pour un méme niveau de limitation phosphode meilleursrendements sont obtenus pour sdrois
rendementsobservés (Ris Rueiset Rep,. Ce résultat était attendu, car des rendements théoriques

limites supérieurs

- ameéliorent la conversion du carbone de maniere générale,
- augmentent la plasticité du phosphore intracellulaire,

- réduisent & zone de DLN pour chaque D

Il est important de souligner que ces résultats simulés sont en accord avec les résultats expérimentaux

([AnnexeF: Résultats des expérimentations sur AA ﬂﬂ@ure?fﬁ" Figure74|etlFigure75)).




Figure48: Evolution des rendements observés en fonction du (G} comparaison des résultats simulés
obtenus avec les parameétres cinétiques de 138 Z 1% A e EV UuUVvSe §Z }E]<H * 0]Ju]ls ¢ [ ~
du mélange AA+AB (en gris)

I.4.c Influence du paramétre P, selon les sources de carbone sur les cinétigues de

production de PHB

Pour un méme degré de limitation phosphore, et un méme taux deialil, les résultats simulés ont mis
en évidence une dilution du phosphore intracellulaire supérieure lorsque le butyrate est présent en tant
<U e }uE E }v X W}pE Sp ] & of (( 8 Ju%}ES u vHel¥SE oO0N

Y

observéspar la simulation des résultats a chaqueg J obtenus en réacteur chémostat (régime

permanent) sont représentés sutfdgure49




Figure49: Evolution du gusmaxobserve selon le R minobtenuenré 8§ pE Z u}+S S 0}Ee+<py 0f § uv u o
AA+AB est utilisé comme source de carbode [ % @& ¢ 0 * (E ¢p0oS S sJupo

VENTRY, 1(( & v V[ S }ves§ § % ES]E e (E *Hy0S Se cJupo  cuE
%o E * V HSCE § v][]lesein&igdes Jde Psoduction de PHB selon le taux de phosphore
intracellulaire. Jve] % }u@E pv u'lu Vv]A p oJu]s S]}vU o[ u o]}&E S]}v o E
0 % @&} p S]}tv W, e[ vvpo % & o u ]Joo pE&E ((] XJ3dnduisanjund E-<]}v

méme vitesse spécifiqgue de production de PHB.

E *pos 8 Al v3 cpES3}psd }v(]Eu E o ((inSuria conv@dan du carliBne]et v p W
*UE o]V ] oJu]s 8]}v ]Jvd EV % }pE o E |JE &PHB.p E }v A E- o

En réalité, les résultats expérimentaux des parameétres cinétiques des populations sélectionnées en
présence debutyrate ont montré des gusmaxlargement supérieurs a ceux obtenssr AA uniquement

(1,1 face a 0,55 Cmol/Cmol.h). Ainsi, wsgapPlus élevédevrait élargir la zone dBLN augmenter les

cinétiqgues de production de PHB maximales observ&@spendant,o[] v3](] S]}v * % E u SC
8" Z]}u SE]J<Hh * % E 0o u} o ]Jv §]«u snsplug faibleverdpré@ence 6B <

Cela3@E p]3U <pu[ v %eE&subsirat il est nécessaire[ A}YJE pv  }v VSE S]}v VvV % Z}*9%

plus faible dans le surnageant pour redirigee production de PHBquivalente a celle deNA

Il a été choisi de modifier ce parameétre pour caler sur l@lews expérimentales. Cependarik se

pourrait également que

- o[ ((Iv]S %e}pE 0 <+p *SE&>04GENMAM)E] pE ~<
- o[ ((Jv]S %o}UE O %oZ}e%oZ}pE€O,0i B0V %0 E] HE ~<
- il y ait un antagonisme entre les deux substrats réduisant gart#&ion du carbone vers la

production de PHBn chémostat commeémontrépar Grousseay(2012)



V. CONCLUSION

WIpnE u o]}E& & o tu% E Z vel}v e u vVv]eu s u]e v A] v %0 (E L
résultats expérimentaux est confrontéux simulatios du modeéle cinétique.Celuici, préalablement
}veSE ]S %o E Sid@uchigavieo uEwl]e [ Sp ] E

- of]v(ou v e }v ]8]}ve e 0 8]}V *UE O ¢ %}5 v8] 0]S ¢« o o}y Z
- le rble des parametres cinétiques des souches, tels queal Opremax SUr ledevenir du

carbone selon les conditions opératoires (D, C/P, source de carbone)

Lecalage deces paramétrescinétiqgues(en dynamique via les résultats des batph)s des constantes
[ ((Jv]S ~ v & P]u }v 8] vpavdc sucgeés pplr éhaquepulation catégoriséeselon les
conditions de sélections.

Ce résultatmontre le bon comportement du modéle élaboré lorsque celuest adapté a chaque
catégorie de population. Ceappuie les limites [pv u} o &§}3 o u v pv]A @amsde %o E + V3
chapiSE %o & VS % E E %di@rijcEadicheo[ZC %o}SZ -«

Par le calage du jeu de parameétres,\et Opremax il @ @iNSi €té s en évidencegue:

- des conditions de sélection a fort taux de dilution favorisent une sélection de souches ayant
des phax€levés
- la présence de butyrate au cours de la sélection favorise les producteurs de PHB a fort

qPHBmax

En étudiant le réle des parameétres cinétiques différenciés de chaque sougheeflOpHama) SUr le
devenir du carbongo[Ju %} ES Vv S WA %e i dt€EEmohtrédlke R, gouverne la
redirection du carbone vers le stockage de PHB. Cédlui*S [ psS vS %oopue ]Ju%p}e€hdBvers <u o W

2% et que le ghsmade la souche est élevé.

Selon les conditions de limitations, le couple pmax et D Bepane gamme de;JFcomprise entre un

Pn_min€t By max La production de PHB sera maximis§ puS v %o 0 |1, tepdraoverse R min

lehax O I Z U A v3 3}pusSU pv (( 8 *uE 0 % E} p 3]A]3 E ]o % Eu
de production (R, et donc Gnp a des D supérieurs. %oopeU o[ (( § u}vsSE 0 %@E * vV

o[ u o]}& S]}v < E vV U VSe %%Mn] oO[]vS E!S o[ uprrxipal€et dguu <} pE

doncmaximiser sgroduction v u}v3 ~A]Jogéresd).

Ainsi, en réacteur chémostat, lg, Bontrdle la redirection du carbone vers la production de PHB selon le

taux de croissance imposé déterminant la valeur glyset donc du PHR



v }v ope]}vU [ 8§ }v o PE 0] u] %i §ué \e DvgubwdriteibépaseHe, Bl en
conséquence la concentration en biomasse catalytique et en PHB. De plusg lg,8a influer sur le

potentiel de redirection du carbone vers le PHB. Il conviendra donc de viser des souches aux potentielles

de production maximales Gesma) Mais également deyd«€levé pour optimiser la productivité.gFigure

est schéma simplifié montrant les parameétres impliqués sur la redirection du carbone vers la
production de PHB sous limitatigmosphore.

Figure50: Parameétres déterminants et impliqués dans la conversion du carbone et la distribution enget X
PHB sous limitation phosphore



Chapitre 4. Etude de la dynamique microbienne et
déetermination des parametres influant la sélection

de producteurs de PHA







. INTRODUCTION

Les chapitres précédents ont montré pu vboue activédraitant une eau résiduaire urbaingrésentait

des micr@rganismes ayanun potentiel de production de PHAces microrganisme pouvant étre
sélectionnéspar une stratégie de limitation en phosphoen culture continue Cette stratégie de
limitation nutritionnelle doit étre liée a unstratégie de conduite de réacteumour unenrichissement
optimum des communautés microbienne€e sont ces aspects de sélection microbienne qui sont
discutés dans ce chapitre.

Il est important de sélectionner des microorganismes producteurs afin de minimiser les contaminations
% E 0 * u] E}}IEP v]eu ¢ vIV % E} 4 § pE-+ Sdepohcenpraiiond @evéesénv pE-
W, X >[} i S]( <8 ¢« 0 S]}lvv E

- la bactérie correspondant aux criteres de performances fixgsxet OpHematléVves,
- des populations microbiennes assurant uneustesse du procédé de sélection,
- une bactérie permetta’s [} § V]& o <«u 0]8 H %}oCu E <}pZ ]S X W}pcC
A}ve Jve] E <u 0 }vVv ]ee v o ouCE o[} $ VEHV somiv  }%o}o(
suffisantes et que les bactéries sélectionnées seront capables de transformer le propionate
ajouté en modud HV.

La sélection microbienne en réacteur continu comprend

(1) une période de forte diminution de la diversité microbienne en début de criftuisque toute cellule
V[ § v§ %o ° % O e UpO3]%0] E eu((]* uu v3 A]3 Ymind&Edulu%e ve E
systeme

(2) une périodedynamique avedes oscillations entre agiques populations microbiennes,

B uv % E]} }T UV IH <H O<H * %o}%Wopo S]}ve }tu]v vE e o[]JvesS 00 VS uCE
tant que les conditions opératoires ne soragpsignificativement modifiées.

D ve Z %]SE U o[ v oC- w résultat dela |sélecion microbienn&ise a mieux

lu% E v E o] (pardmetres de procédé gouvernant la élection de microorganismes
surproducteurs de PHACe travail dit aboutir a dégager les stratégies de conduite du procédé
Toutefois, [ v o C+ adynamique de la&ompétition microbienne est une étude a part entierel <3
pourquoi, celleci ne sera traitédci <p[ A o[} i 8]( [] Vv3](] E o -tré fequetidht u /£ % E
une sélection robuste de surproducteurs pour maximiser la production de PHA.



Par le biaisde «<p v P o L6SEla démarche adoptée repose sur les points suivants

- o[ voCe ol (( 8 o v SucE 0 o(tarpdns,] phosphs¢eEdarhdmer &o o
phosphore) et de sa dynamique en réacteur de type chémostat,

- I[ voCe * %}% 0o S]}ve u] E} ] vv ¢ } S vp e e 0}v 0 S puAE Jops
source de carbone

- La confrontation des analyses phylogéniquesiet capacités fonctionnelles observées pour les
cultures continues et batch.

La quantification et lagualification des populations microbiennes sélectionnéss donc réalisée au
cours de cette analysphylogénétique Une évaluation de la robustesse de délection est enfin
discutée.

1. PRESENTATION DES RESUATS

§8 %o ES] % & » vS o[ veu O e (E eposS 8¢ } S vue cu& o JA E-]:
E% EJu vs §]}ve Z u}ed X >[ Alous]}v )

par o[ Su * % }% Mo $]}ve u i}E]S JE * u]e v A] v U JuUEs o E%
dilution appliqué, la nature de la source de carbone, le degré de limitation et la conduite du réacteur a

Cv u]cp * %0}%o O S]}ve

% ES]|E [MVv ]V} HOpu T § Mostat. LesIpoputatipitE midoritaires, quant a elles,
sont regroupées dans un groupe appel@utres», représentant moins de 5% des OTUs totdui.

structure des communautés de boues activées est données|Ampexe G Diversitéinitiale de la boue

activés

1.1. Effet du taux de dilution et de la nature de la source de carbone
sur les dynamiques de sélections microbiennes

Dans nos expériences, pour chaque taux de dilution et pour les deux sources de carbone (AA et AA+AB),
les cultures ont été menées dans des conditions de double limitation, carbone et phosphore, avec une
*SE 5 P] ¢Julo ]JE [ pPu v3 3]}V % E}PE «+]A pu PE oJuls §]}tv W

LgFigure51| E % E « v3 o[ Alous]}v 0 Considu gours de%LxPepiancéd menées

E % S]A uvs A o ] §]<p expérlmpntations Al et ARt avec le mélange
acide acétique/butyrique (Bexpérimentations B1 et B2 unD élevé de 0,31 fet 0,21 K.



D=0,31H D=0,21H

Figure51: Evolution de la dynamique des populations selon le nombre de temps de séjour au cours des
expériences Akt A3(A)sur AAet Blet B2(B)sur AA+ABpour les taux de dilution appliqués de 0,31'fet 0,21
h™. La catégorie @autres» regroupe toutes les populations minoritaire©TUs < 5%)

[ % @& o[ Alopu3]}v iques de ppulations au cours de agsatre expérimentationsa des
taux de dilution moyens a élevést par comparaison avec les résutabbtenus a plus faibles D qui

seront présentés en suivant), on peut observer que

La population du genréAcinetobactey fortement présente en dynamique pendant les

premiers temps de séjour (85% de la communauté microbienne totale), est favorisée a fort D

§ V % E o v [ 1 §]cpu

- > % E o v HSCE & Jve] <p[pv § p&E  *{ogyéhlpar répparo] <p il
VISE Julv [Sp « (A}YE]e o e« o 3]}v Maikia¥p}% po $]}v u P

Les populations minoritaires regroupées ddasgroupe nommé @utres» représentaient

entre 5 et 10% de la communauté totglane proportion qui est donc assez faible et montre

gue la sélection microbienne a été forte.

LgFigure52l & % & + v3 o[ A}opus]}v des popul@tions Jayicours des expériences menées

respectivement A o[ ] S]<p  uVv]«¢expénmtentattons A4 et Adt avec le mélangdA
et AB(B), expérimentations B3 et Ba unDde 0,12 i et 0,045 K.



D=0,12 H D=0,0451

Figure52: Evolution de la dynamique des populations selon le nombre de temps de séjour au cours des
expériences A et A5(A)acide acétiquest B3 et B4(B)acide acétique/butyriquepour lesD appliqués de 0,12 Th
et 0,045 H'. La catégorie «utres» regroupe toutes les populations minoritaire®©TUs < 5%)

Ces résultats menés a deplus faibles et sur les deux sources de carbone confirment

- Pour le régime transitoire(1) o Cv u]<p ]Jv]S] o []u %populatién fw genre
Acinetobacter ( A}E ] [ U3 V3 % Oope <p 0 <}uE ; Eetlev .
e 0 S]}v v[ *3 %o ;9q2) la@ynamique transitoire de sélection de la population du

(753

genreMalikiaen présence de butyrate a D@ H.

- Pour le résultat de la sélection microbienngl) o[Ju%. 0 vS S]}v VIMA pZ&E P VvE
populations avecZoogloead un D de 0,12 het Acidovoraxa un D = 0,045 (2) une
augmentation des populations minoritaires avec une proportion du groupe nommeé
« autres» comprise entre 10 et 40% par rapport a la communauté tgtédun nombre de

populations majoritaires plus élevé &,045 h' que pour les D plus élevés.

1.2. Effet du degré de la limitation en phosphore sur les dynamigues
de sélections microbiennes

LL (( S p PG o oRest®Etddi¢\au vavers des expérimentations en chémostat menée

avec AA comme unique source de carbone a un D imposé de 0;04%[Rigure53|représenteles

dynamiques des populations au ceutes expériences mengsous limitationP (forte) uniquement (A)

expérienceA9, et lors des augmentations séquentielles du degré de limitafi¢B), expérenceA8.



Figure53: Evolution de la dynamique des populations selée nombre de temps de séjour au cours de
o[ A& % @)(A), menée sous limitation phosphore uniquememt A8 (B), menée sous une dynamique en
terme de degré de limitation phosphore appliquéa catégorie «@utres» regroupe toutes les populations

minoritaires (OTUs < 5%)

Ces deux cultures ont été menées en parall€larant les 3 premiers temps de séjour, les conditions
opératoires imposées, sur ce méme inoculum, ont été identiquesd®> de 1200 Cmol/Pmol et un D de
0,045 h'. Les mémes dynamiques depulations ont été observéesAcinetobacterpuis Brachymonas

montrant une reproductibité de la dynamiqueles population®pérée dans nsréacteurs.

>[]u%o}e]Stétte tres forte limitation phosphorg1200 Cmol/Pmoli ce D se situe dans la zone de
limitation phosphore uniquement)Au cours deces deux expériences, le maintien de ce niveau de
limitation et la dynamique de limitation imposée ont conduit a une forte augmentation de la catégorie
de populations minoritaires (plus de 80% de la commungotéle) montrant une grande diversité

microbienne en dynamique.

Le maintien de la forte limitation a finalement sélectionum@e population non classifiée appartenant a la

classe proteobacteria(identifiee a98% de similarité commia souchePaucibacter tginivoransdansla



base de données GenBagngopulation productrice de PHB. Cependant, ces conditions de sélection ont

- abouti a une souche surproaiant desexoplysaccharidegAnnexe C Photographies de

[72)

sélections microbiennes obtenues lors des expérimenta"ﬁigureG? t A9

- entrainé des difficultés a conduire le procédé (accumulation, ABligeant a diminuer les

flux de substrats initialement.

La dynamique de degré de limitation phosphore imposgels o[ u3 & pHOSHCE }v u]s VRV
deux souches dominantes au bout de'BBH souches du genrglagnetospirillumet Azospirillum

Jve]U of Su L vV]IA pu oJu]s S§]}v VUSE]S]}vv 00 °*puE o0 ¢ CV U] *

mis en évience:

- Une absence de limitation en phosphore sélectionne de maniére robuste et rapide des
populations du genrécinetobactey
- Une limitation en phosphore uniquement (et forte), sélectionne également de maniére
robuste des populations de la classe d&sproteobacteria, mais induit une qualité de
sélection médiocre (redirection du carbone aussi vers un autre produit de stockage) et une
v ouls %o E } 1((] Jo ~ pupo S]}v [ 's-
- Une double limitation phosphore initialement imposée sur une boativée, sélectionne,

entre 10et 20 temps de séjours, des guoducteurs de PHA et ce de maniére robuste.

[Il.  DISCUSSION EFFET DES CONDITION®PERATOIRES SUR LA
SELECTION MICROBIENBFINALE

Nos résultats, présentés de maniére synthétique, ont clairementemigévidence un effet de la nature

de la source de carbone, du degré de limitation en phosphore ainsi que du taux de dilution appliqué sur
la dynamique et le résultat final de la sélection microbienne. Cette partie vise a discuter ce lien entre les
conditions opératoires appliquées et les dynamiques et résultats finaux de sélection microbienne. On

utilisera pour cette analyse les valeurs des paramétres cinétiques des souches préalablement identifiés
(chapitre 3).In finenous donnerons les conditions opérates et les séquences a adopter pour mener a

bien une sélection robuste de microorganismes surproducteurs de PHB.

I1I.1. La source de carbone

E}SCE Su [ S }EV o u]e ¢slpdcide acétigueoseul@u sur mélange acide
acétiqueet butyriqu % }uE& pv E 8]} }ves v8X >[ (( § o <*}uCE & }v @

évidence de maniere prononcée lors de la sélection des populations du gemetobacteret Malikia.



>[ ] Sl<u Pv E U uv] E E %E} p S] apulatignven f@reun dlup o]

genre AcinetobacteX >[ A% E&]Ju vS §]}sousiétide acétique sans limitation phosphaae

sélectionné ce méme genre de population de maniére rob{steexeH : Dynamique de sélection sous

limitation carbonet Expérimentation AR Il est probable que cette population ait une forte affinité pour

ce substrat. Frank (1999) détermine un taux de croissance maximal de la getichtbactefjohnsonii

sur acide acétique de 0,65'fet de 0,25 H sur acidebutyrique. Cettedifférence pourrait conforter nos

} o EA §]}veX v}Ss E <pu ofJu%eo vS S]}v Acinetdbhéep 0 SS 1 JvieS M SP %v R »
Ju%}ES v§ § E} pesS <«<u o S uA& Jousdllv <8 o0 A X [ MSE « Sp -
populations du genreAcinetobacter %o} uE o[ ] Sl<p X %oopueU o }v Vv E o
%0} %op0o S]}v  ve 0o[]v} pOpU ]JV]S] 0 % p6es gefies depmidoargabisiess des

phases de lancement et de mise en régime des cultunesaside acétique quel que soit le taux de

dilution appliqué.

>[Ju%co vS S]}v 0 %o} %o Ndalkip} & unutalx deéEdilution élevé sur le mélange acide

acétigue et butyrigue souligne le fort potentiel de croissance sur acide butyrique de cettéagiop. La

présence de double substrat carboné aurait pu favoriser une augmentation de la diversité microbienne

tu% &E VRN o[pusS]o]e S]}v [pv <+ po <}pCE E }v X > ¢ (E *p0S ¢
% Z viu v U p }vSE ]@aX suf ges@ources de substrats différentes, notamment

combinant [ puSE + 3C% $p [ USE *» ulo HO « <u of}v E SE}UA ve 0 ¢ (

Pou }e YeU e E ] VS E 0] E %}PpE uV U lobstia». * E]%S]tv ¢ (( 8-

[11.2. Le taux de dilution

v <u] }v €V o e+ o0 S]}v u] &} ] vv U (} E Sums U (GEratégie it S1vU o]
dépendante) est important, bien s(r, devant les effetsorstante de Monod (stratégie K. Nous

%o Velve <l % E]JV % /A bt piefprenti¢llel desogersescinetobacteret Malikia aux
taux de dilution appliqués élevés. En revanche, les populations ayant un plus fabléd{parameétres
de sélection sous des conditions de limitation carbone et phosphore), du gZoagloea
BrevundimonasAcidovoraxdominent a faibles D.

D oPE o }h o o]Ju]s S]}v VUSE]S]}vv 00 *Ce*3 u S]<h u v8 Ju%e}le U 0]
des populations minoritaires et majoritaires a plus faibles taux de dilution laisse supposer que les
microorg v]eu o[ VAJE}vvV u v3 ¢}vs %ope }VSE ]JvSe % E pv § pAE }

limitation en substrats, ce qui peut se comprendre.

Ayant présenté les résultats de sélection en fonction du nombre de temps de séjour appliqué, il est

évidentquel 3 u%o-* e 0 S8]}v e &E [ US VS %oo e E %o] <M 0 8§ uA& ]ou
o< AT S uU%oe e iI}JUE ¢}vE v o JE * %o}UE } S VIE uv * 0 S]]}V 8§



En conclusion, le réle essentiel du taux de dilution pour assurer unetisélenicrobienne de bactéries
performantes en termes de stockage de PHA estdonc¥lair ] [ u8 v3 %oope < V}Ipe A}ve Ap

D élevé pourrait favoriser la sélection de microorganismes ayanpugngélevé.

[11.3. Le niveau de limitation phosphore

(QDEf( 8§ [pv SE « (}ES o]Ju]s S]}v v W Ju%o}- * 0 VRS 0 MdOSHUCE

e }v ]8]}ve }vsS }v uls pHv e 0 S]}v U Z-potys&EHhafiei¢s u dB<E | [ A
]((] pnoS§ « %]o}S & 0o % E} n(]8 o[ HMUpO SrpjssangespuctimE S JvZ]
%0} %ou0 S]}v %o E U] 00 * % E * vS U V[ poO % 18 }veluu E 0 <}
obligeant a diminuer les flux de carbone et de phosphore en entrée. Ceci confirme les limites de la
plasticité du phosphore intracelmire des souches. En effet, pour étre compétitif et augmenter la
concentratonen X ve o €& S HPEU o R [uv e}un Z }18 'SE p% E] HE
Jlop E [ S V& qeeola sooché/droit rapidemenly [ S %o} L @E < u} ] Uditidips extrémgs
de forte limitation en P dés le début de culture, la sélection microbienne est tres forte. Ces conditions
drastiques pourraient expliquer la production de PHB réduite et la redirection du carbone vers la
( &®] S8]}v [Mv uSEerépervd. v

~Te (( S [uv Ju%o}e]S]}v » <pu vs8] oo 0 oJu]s 8]}v VvV %Z}e% Z}E

V % E 00 0 of £% E] v <«u] A] vd [ISE % E * v¥ U pv poduE
croissantes de limitation en phosphore, appliquées aprés une courteeségsuivante: (1) forte
limitation en phosphore (3 x TSHJ2) limitation carbone (10 x TSH). Cette séquence de niveau de
limitation a entrainé une forte dynamique de populations microbiennes. Ce résultat montre la forte
dépendance de la nature de lalsction avec le niveau de limitation. La levée momentanée de la
oJu]s §]}v v W }v p]s e 0 S]}lvv GE . § E] « <pu] *[A E vSE (] ouv
RS § % V[ % ¢ 8§ S vH eu((]* uu v8 0}VPS U%e %}y fajbld]| Eu &
aptitude. (3) Par la réimposition de niveaux de limitation croissants, on sélectionne de nouveau un fort

producteur de PHB.

~ie (( 8 o[ vV oJul]s S]}v V %Z}*% Z}E

> A% E] v T ujvs® «<«<u[ v v 0Jul]S S]}1V}E K%K} 0% Z} E US| pul}]ve
tuCE & }v U [ <ACinetob&cter@ui est sélectionné, un microorganisme faiblement
producteur.

Vv }v ode]}vU « po ¢ pv  }v ]8]}v }u o o]Juls S]}v %oZ}e% Z}dE %o E U]
sumproducteurs de PHB, de maniére robuste, et qui se maintenoP & o[ pPu vs S]}v PE

limitation. Une question se pose alory auraitil un lien entre limitation en phosphore et stockage de



PHB, lien qui pourrait expliquer que nous sélectionnions systéuatent des bactéries accumulatrices

dans ces conditions de double limitati@nUn élément de réponse peut étre donné en étudiant un

résultat de la littératureLes travaux d&chembri et al(1995)portai v8 suE o[ Sp * 0] Ve %o}ee]
entre la synthése de PHB et la limitation en phosphore étwizetobacter Contrairement a la régulation
classiqguement décrite cheCupriavidus necatoou la régilation de la production de PHB se fait au

SE A E- o[]vZ] ]3] )}Eketothin[asel Cas auteurs suggeérent une régulation génique entre

les genes impliqués dans la régulation du phosphore (régulon Pho) et les génes impliqués dans la

synthésede P Z | pv <} pAZinetpbacter

1.4. Qualification de la sélection microbienne

Nous avons vu que de maniere plutét systématiques groducteurs de PHB ont été sélectionnés sous
des conditions delouble limitation en phosphoreet carbone avec des AGV comnseurce de carbone

et sous tous les taux de dilutions appliqués.
(1) Le mode de sélection pidgiet-il une famille de micrarganismesen particulier?

Il est remarquable que les souches majoritaires sélectionnées dans notre étude appartiennent
principdement a la famille des Comamonadaceamogloea, Brachymonas, Malikia, Acidovoraxites
des Bproteobacteria et toutes surproductrices de PHA. Il existe cependant une exception notable
sélection dela population du genrécinetobacterui fait partie de la classe deproteobacteria et qui
est qualifiée comme faible productrice de PHB. Leditmns de sélection sous double limitation C&P
privilégient donc peut étre ces populations de la famille Comamonadaceae par rapport a toutes les

UHSE ¢ % E * VS o Ve uv  }u §1A e U( O} Es<u[}V Ju%e}e pv § pAk ]

alimentas]}v }vS v vS pv]<pg u vSs o[ ] Sl<pu X

> ¢ UHOSHE ¢ }v3]vp ¢ }vd S}us e« & veuv <« A  puv Jv} popu VP o
% E 0 A U VS pE pv 3 3]}V [ % PE S]}IVX KV %}uEE ]§ 0}Ee+ % ve E
prépondérant devant les effets conditions opératoires. Cependant, les cultures en moeeafed ont
UujvSE o0 ¢ ulues S v v = e 0 S]}v ul] &} ]Jvv X >+ 1lv ]S8]}ve [}% &
donc trés majoritairement le résultat de la sélection microbiennpaétir du moment bien sdr ou la

diversité microbienne initiale est suffisamment large.

Bien queGebremariam et al.(2011) souléve que deux populations phylogénétiquement trés proches
peuvent avoir des comportements cinétiques voire métabolique totalement différents, dans notre
étude, une similitude fonctionnel est cependant toujours atvée. Nous avons vu que les deux
paramétres, limitation en phosphore et nature de la source de carbone, pourraient expliquer ces

observations.Freguia et al(2010) étudient et comparent les communautés microbiennes de boues



activées alimentées par des AGV et montrent que les populations dominantes sont des proteobacteria
appartenant aux genre§&eobactey Comamonas Pseudomona®t Pelobacter Ces auteurs concluent

}v. «<p 0o SEP SpPE O }uupv pus u] €} ] vv - &E § Eu]v % & o
<u o[]v} popu ]Jv]s] oX ] YEE} }JE v}e} « EA §]}veX

(2) Quel est le role des conditionssddection sur les capacités cinétiques des souzhes

Le chapitre 2 a révélé un comportement de plasticité cellulaire du phosphore, relativement identique
Z1l o[veuo s o} Z s e 0 8]}vv X %OHeU 0 Z %]3E i u]e v

entre les conditions de sélection et les paramétres cinétiques de ces souches avec

- un qPHBaxSupérieur en présence de byturate comparé sous AA uniquement

- Un Hmaxdes souches sélectionnées qui augmente avec le taux de dilution imposé.

Quelques résultats déa littérature confirment ces observation€hua et al.(2003 ont étudié les
potentialis e % E} U S]}v W, [ uv acchmatée & JdiférentISH(3 a 10 jours). Les
auteurs ont obtenu les meilleurs résultats pour le plus faibHdonc le plus fortD. De méme, la
sélection des microorganismes les plusfpamants dans le procédde type «feast & famine» se fait a
faible TSH En outre, és parameétres qui contrélent la valeur dgygnaxSemblent moins connus et

mériteraient une attention particuliére.

I11.5. Trajectoire a adopter pour sélectionner des microorgan _ismes
producteurs

Ele E +pod &+ }vd UIVEE «u[]o ( p& 0}Ee AJE E o0 ¢ }v ]&]}ve }% E §}]C

la population du genréAcinetobacter faible productrice de PHB. De ce fait, les conditions optimales

conduisant a une sélectionaste de microorganismes surproducteurs de PHB sont

un taux de dilution élevé (0,3'tdans notre étudemaisil pourrait tout a faitétre supérieur
}V %o} UEE ]S ¢[Ju%o}es Eathw DHE,xdE 0600 MV

une condition opératoire assurant une doubiitation carbone et phosphore.

la présence de butyrate majoritaire comme sourced E }v ve o[ oJu v8 §]}vX
/o 8 Ju%e}®ES v8 [Ju%e}s E ¢ }v ]S]}ve }% & S}JE ¢ =+« 0O VRS 0 M

- une augmentation du D en cours de sélection aimerait un lessivage des populations
précédemment sélectionnées (ayant up.pinférieur au nouveau D)

- une diminution du D ®uvre» le systeme et change les conditions pour de nouvelles

compétitions microbiennegAnnexel W }ve <p v ¢ [uv Z VP u vs § uAE 1

sur la dynamique de sélectipn




V. (CONCLUSION

La source de carbone est un facteur clé dans la sélection microbienne. La présence de butyrate dans
o[ oJu vS§ 8]}v ulv8@&® pv ¢ o S]}v E} ueSpulason@@ofantEméniuds Jgenre %o }
Malikia surproductrices avec UN p@Eemax iUi  ulol uloXzZX v % E e« v [ ]
o[] vS8](] S8]}v & }v vs %0 } %o [A@ingidbacter faiblEBmerE productrices a été

remarquée suggérant une forte affinité de genre bactérien pour ce substrat.

Le taux de dilution est aussi un paramétre essentiel dans le processus de sélection microbienne. Un taux
de dilution élevé favorise la sélection de populations ayant une activité métabolique élevée (parun
élevé et potentiellement un @Guemax €levé). La relation entre D etpgpmaxreste a déterminer plus

précisément.

v(]JvU Jo § u]e v A] v O[Ju%e}ES Vv i PE oJu]s S]}v Vv %oz
o[} § v8]}v [uv < 0o S8]}v U Z rforféadies. Apar€E fiu mo¥ent ol une limitation
phosphore est appliquéesn synergie avec la limitation en carbonane sélection de souches
sumproductrices a lieuCependant, ne limitation trop élevée ou une dynamique appliquée générera une
instabilité ce la sélection microbienne et une difficulté dans la gestion du propédéine atteinte des
limites de la plasticité du phosphore intracellulaire[] o0 8§ ]Jve] * %0 (& ]Jv]S] o u vs§
stable dans la zone de DLN, assurant une sélectianeeproduction de PHB.

Jve]U Z %]8E % Eu]e PP & puv +SE § P] }v u]s U %o &}

sélection robuste de microorganismes producteurs
(1) des conditions de sélection correspondant aux conclusions précédentes

- Un taux de dilution élevé
- Une double limitation carbone et phosphore
- > %o@E& e Vv MSCE § }juu <}uCE E }v ve o[ oJu v8 §]}v

A8 v e }v ]38]}ve ( A}E]* v8 o[Ju%eo v3 3]}v U Z o cuyERE} n SE

croissance deopulations du genrécinetobacter

(2) une mise en place de ces parameétres opératoires dés le lancement de la sélection microbienne sur un

consortium mixte pour minimiser les perturbations du systéme et en maximiser sa robustesse.

Ces conditions restent\alider en conditions réelles sur effluent réel et gistéme avec une entrée de

microorganismes dans le réacteur de sélection.






Chapitre 5. Evaluation du potentiel de production
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. INTRODUCTION

>[ vmble de nos résultats% Eu 35 v3 [ VA]e P E uv }u %oevehgi@ur % E }
sélectionner et enrichir des populations productrices de RH#artir de boues activégsar la mise ne
%0 O [stratégie de culture basée sur le contrdle de la craissapar lalimitation phosphore. La
faisabilité industrielle d ces procédésst discutée dans ce chapitgelii a par conséquenpour ambition
de donner unéclailmge sufes aspects importants permettant de mener a bien un procédé de sélection
et de producion de PHA robuste et performanta lfaisabilité de [Jv p*3SE] egtasddlysee a partir
de criteres conventionnelgle performances de procédéstitre et teneur intracellulaire en PHB,
productivitévolumiquel E v u vS8 (E oU § pA& [ é& substats &ciljité Pp récupération

e oOQOOMO U oo P * O00MO *U <« o0]3es ndtidRudE rabustesst«ctE yistic]té du
procédé seront prises en compte.

Pour cela, une premiére partie résume les performangbtnuesen termes degens €t rendements
pouvant étre atteints selon des configurationssgeocédés discontinus et continus. On étudiera donc

les différentes stratégies de production de PHB enlfatth et en chémostat (simple et double étage) a
partir des résultats obtenusias les expérimentations et le®sultats simulésu cours de cette étude

Pour les stratégies en continu, le modele établi dans le chapitre 2 avec les paramétres de la souche
Malikia déterminés dans le chapitre 3 est utilisé pour balayer des zones deiltedirade définir les
conditions opératoires optimales (rendements, taux intracellulgm®ductivitég pouvant étre atteintes

en simple et double étage

. RESUME DES PERFORMARS DES PROCEDES DR®DUCTION
DEPHA

1.1. Les réacteurs discontinus

La stratégie decte pour la production de PHB surmonte la nécessité de procéder a une étape
d'enrichissement Au cours de notre étude, des réacteurs de type-Batth ont été utilisés et menés
sous différents niveaux de limitation phosphordegré de limitation C/P pgressi (cas des cultures FB1

et FB2)carence en phosphore initiale (cde la culture FB4xarence en phosphore puis fort degré de

limitation C/P(cas de la culture FB3)es résultats obtenusont récapitulés dans|€ableau31




Tableau31l: Performances (ghsmoyen, Rygiset PHRB,)) calculées a partir des expérimentations fdghtch

Strategie de oy oreh (gr?glr/ngrﬁrllh) (CmR(;D?ésrnol) Falzpulicl TELTrtﬂ?ede
e lalel (DCO/GgDC®)  (gDCO/gDco) (O (h)
T S T N
P A
Calfnril::aeti Oprl:iz r1:orte FB3 %11028 858 57 85
phosphore FB4 8(1)8 82; 45 30

Ence qui concerne la production de Pldkectement a partir de boues activéed ce jour, trés peu

[ Sp utilisant un mode feebatch ont été publiées. Sous ufimitation vuSE]S]}vv oo

stockage maximum de 56%n(MS a été atteint(Mengmeng et al.2009) Les résultats obtenus au cours
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maximum de 67% etad rendements de PHBlant de 0,21 a 0,31 Cml{ Cmok). Une optimisationde

la conduitede la posSuE
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Deux stratégiesle productionpeuvent étre envisagées pola production de PHA directement a partir

[Hv  }H

$ & premiére consiste & ensemencer directement avecboue activéet aenrichir

en cellules productricede facon concomitant@ une production de PHAomme cela a été fait poles

cultures FB1 et FBRpar exemple. Dans ce cds, «S@E $§ imposition du degré de la limitation

phosphore doit étreparfaitementmaitriste. En effet, la conduite du degré de limitation en phosphore

est un facteurclé a la fois pour favoriser la croissance des organigraducteursde PHAen limitant

celle des non producteur®dt pour synthétiserune quantité élevée en PHA. Ainsi, dansces, un

compromis doit étre fait entre temps de culture, enrichissement des producteurs et concentrations en

PHB pour assurer la productivité la plus élevée posgibleen conservant un rendemeniRysélevé.

La seconde stratégie consiste a concenti@iboue activée(par exemple par centrifugation) avant

d'inoculer le réacteur de productiorfcas des cultures FB3 et FB4)ya production de PHA est

immédiatement induite par une forte limitation de phosphorécarence en phosphojelimitant au

maximum la avissancecellulire. Dans ce cas, le potentiel diretd la boue activéesst utilisé basé sur

lesmicroorganismegroducteursde PHAitiaux seulement.Parune absencesignificativede croissance

cellulaire, la majorité du carbone ajoutst dirigée versle stockagede PHA. En comparaison avec la

premiere stratégie, les rendements obsengsPHAsont plus élevég0,31 Cmol/Cmol pour FB4 contre

0,21 Cmol/Cmol pour FBZ)outefois, la teneur globale de PHA obterast en fait plusdible en raison
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Les productivités volumiquede PHBne sont pas exprimées dans ce travail, car elles sont directement
proportionnelles a la quantitéle PHB produit qui elméme dépend de la concentrati decellules En
effet, la concentrationmaximalede la biomasse est en fait déterminée par la capaoit@imalede
transfert d'oxygeneg(faible dans nos réacteurs en laboratoirdgterminantla productivité globaledu
procédé(Jiang et al.2012)

11.2. Les réacteurs continus

Deuxtypes de réacteursont étudiés (1) le réacteursimple étagequi vise une sélection stable de

producteuss et une production maximale de PHA simultané¢$2) le réacteudouble étagequi sépare

ces deux objectifs danes deux étagesLe modeéle cinétique établi est utilisé comme un outil de

prédiction pour comparer les procédés entre eux. Les résultats sont simulés a partir des paramétres
Jv 8]<p e & 8" Z]}u SE]<pu » } § vus A o0 M#iKkigespus & [élange &cide®

acétique et butyrique, (représentant les meilleuésultatsobtenus dans ce travail). Ces résultats sont

conformes aux résultats observés expérimentalement.

I1.2.a Simple étage

Les résultats simulés avec la population du géviadikia pour un réateur monoétagé sont représentés

sur laFigureb4

Figure54: Evolution du grsmaxobservé, du rendement en carbone totéR,;) observé (Rys+ Rue/9 €t du
PHB, maxSelon le taux de dilution pounn réacteur chémostat simple étage

WiuE § C %o %0 E } *Ju%o 3P UO Ju%@E}ule Z}]*] (v [ A}]E u
élevéeest: D = 0,04 1, Gorgma0bservé = 0,13 het Rxciprgys 0,55 Cmol/Cmol et PRy = 80%.



11.2.b Double étage

S vipg [pv E 8 HE cgniing S P pPu v8 E 0 » % E} pu 3]A]8 » Po} o0«
cela, le premier étage mené a un taux de dilution élevé doit avant tout assurer une sélection
microbienne. Ceci a été démontré avec laculture BY }p o o]u]sS S]}v "W Jve] <pu[pv (}ES
h'e % Eul]e [} S VIE puv <« o 3]}v E} u+sS MalikiasaisXprpductiohvde RHP v E
*]PVv](] 3]A X Wpu]eU of 8u v § Z shpraductricel de PHB %vpo Ui g

observé de 1,1 Cmol/Cmol.h. %copeU 0 ¢ E *pos 8¢ }vS uU}vSE O[Ju%}ES v s}
intracellulaire sur les flux de conversion du carbone vers le stockage de PHB avec des vitesses spécifiques

de production de PHB maximales pour une valeurgldeP2% Dans cette partie on cherche a étudier la
configuration optimale du ® et du 2°™ étage afin de maximisdes performances deroductions de

PHB.

dipus [ }E U ojf dahsdepreniér étage(entrée dans le 2" étage)ainsi que leemps deséjour
hydraulique appliqué (TSH) dansiEuxiéme étage sur les capacités de productshreprésentée sua

Figureb5| Pour cela, quatre valeurs dg Bu premier étage sont comparées.

Figure55: Evolution du gerget du PHB obtenus en chémostat en réacteur chémostat double étage selon;le P
du 1*' étage et le temps de séjour du"?° étage

En comparant chaque taux de phosphore dans’léthge, seuline valeur deP,, de 1,5%la plus faible)

se détacheplus franchementpar des guget des PHB inférieurs a chaque temps de séjour appliqué.
Comme expliqgué précédemment, |€' Btage doit assurer une sélection microbienne robuste et une
%% E} U S]A]S o A X pu Ap v}e E +pxake ditionode (Z3 fvperrpgttant p



[} S VIE pv S pA&E %o Z}e % Z} E TUA9U ¢« uo !SE pv }v }lu%E}lule %o
PHB dans le®?° étage. KV % }pEE ]§ SE A Joo E HV  %ope o0 A U <u] %o G
productivités.

Ence qui concerne le taux intracellulaire de PHB final, deux allures se distinguent selon le temps de

séjour appliqué dans 1e"® & P X v  ee}ue [pv d7, ,ebtnhfdrieur A\65% edu-deld,
une faible variation du TSH impacte fortement . A o [pv d*, T 4 ténd ve¥d80%.

On comparera donc pour [e*? étage un TSH de 3 h et 10 h pour étuderconséquence [pv

augmentation significative du TSidermettant un gain de 68 a 8% de PHR sur le rendement de

o[ 4 S &oudédg productivités par exempled Tableau32|récapitule lesésultats obtenus dansotre

travail.

Tableau32: Récapitulatif des conditions opératoires et des paramétres cinétiques calculés en ch@atsimple
et double étage

ghemqstat Chémostat double étage
simple étage
1* étage 2°™ étage 2°M étage

D (H) 0,04 0,3 0,33 0,1

TSH (h) 25 3,33 3 10

PHR, (%) 80 2 70 78
grre(Cmol/Cmad.h) 0,134 0,006 0,633 0,295
(9DCRLIGDCG:h) 0,154 0,006 0,73 0,34
Rcers(Cmol/Cmol) 0,125 0,528 0,122 0,086
(gDCQJgDCQ) 0,115 0,484 0,112 0,079
Rereid Cmol/Cmol) 0,42 0,01 0,5 0,398
(gDCG@HgDCQ) 0,444 0,01 0,53 0,42
Roaxc (9O/gDCQ 3,86 1,045 1,49 4,05
Jo2 (g0./gDCQh) 0,154 0,314 0,45 0,26

! calculés a partir des rendements observésdRt RygsU A% EJu » v K o dpv o <p §]}v

S?EAHW\?EEM&

4E6VK| oL e Equation 10

VR

1. DISCUSSION ARGUMENTATION DUN CHOIX DE PROCEDBE
FERMENTATION

> u]e VvV %0 [uv (]Jo] & % E} U S]}tv W, }]8 % & v E Vv }ve] C
facteurs VA]E}vv vieU 0 *Cv3Z - o o *3E S+ E }v o o[ %% 0] ]o

Figure 56[est un schéma récapitulatif de la filiere de production de PHA, avec les questions clés associées

aux différentes étapes.



Figure 56 : Procédés de production de PHA envisagés et les questions associées a chaque étape
~fe > «<«u 0]8 o[ ((opn v8 uv tarellediuedirectenieptdsr la qualité du produit
et surla performance des process dans les étapes suivantes de la chaine deugtamh (Albuquerque
etal.,2011)X > o <y *S]}ve ¢ vS8] 00 ¢ *UuE 0 <«u 0]Slacomméniraign des AGV, EvV vS§
0 %}uE& vVvs§S P [ 's % & E % %} ES 0 K §}S o ~]Jo A]-S e oy *SCE
une quantité de MES dans les effluents liquides diluent les organismes producteurs et abaissent le

titre en PHA), la proportion entre AGV (Acide acétique, butyrique, propionique et valérique).

(2) La configuration du procédé déterminera les performances de production de PHA. Ici, on envisagera
les pocédés de type fethatch et chémostat. Les questions clés sotd conduite du procédé, les
conditions opératoires (degrés de limitation en phosphore, taux de dilution), les besoins en aération que

nous verrons déterminantes par la su(tiang et al., 2012)

~je > E M% E S]}V MU %oE} HU]S E % E ¢ vS puv }.8 viv v Po]P o
fonctionnement dans un procédé de production de RAArnandezDacosta et al., 2015; Guriadff Lant,
2007) Les qustions liées a la récupération et a la qualité du polymere final telles que les teneurs

intracellulaires, et tous les paramétres pouvant les influencer sont poseées.



La discussion est organisée en ciblant les critéres de cHaixeneur intracellulaireJa productivité
volumique, les rendements carbones, la qualité du produit et la robustesse du procédé. Chacun de ses
criteres est discutépermettant de guider le choix de la configdion optimale [pv %o CE He
production de PHA

I11.1. Une teneur intracellulair e élevée

La eneur intracellulaire en PHB la plus élevée possible est primordiale par le coié éle peut

E % E ¢ v§ @ rédugérétion du produit v (( SU o ((] 18 0 & Y% E S]}v M
O[HV * (& Jve % E]Vv ]% pgAroduction dé] BHAReddy et al., 2003par la grande

}veluu S]}v [ v EP] <«u v ee]SSelors 8ne ahalisseXéconomique €ernandez
Dacosta(2015),en comparah trois technigues de récupération des PHA, le6&e [ ASE S]}v ve 0
filiere de production de PHA représentent entre 70 et 88%vu des résultats obtenus par les cultures
discontinus, leurs teneurs intracellulaires finales inférieures a 70% déerdnt faible applicabilité de
ce type de procédé>[ VE] Z]+*s u v8 Vv u] E}}EP v]eu *» % E} p 8§ HE+s 3 AE ]
maximiser la teneur intracellulaire dans une culture non axéni@pias et al., 2006; Jokon et al., 2009;
Serafim et al., 2008)

> % E ¢ Vv D ™ }u K ]} PG 0 ve o[ ((op v8 E o0 <u] v[]v H]E
impactera la teneur finale en PHRBIbuquerque et al., 2012; Bengtsson et al., 2008; Jiang et al.,.2012)

W E A u%o U L ¥ o[ Z oo %]o}S @& o] ¢ % E d ule S oX
intracellulaires en PHB de 70% au lieu des teneurs de 90% obtenuesIsantsfisynthétiques. Une

étape de séparation des MES en amont de la production de PHB serait nécessaire afin de palier a ce
% Z viu v X ulu U Jo (M & ]S }%SJu]s E 0 % &} U S]}v [ 's 0} E- o[

[11.2. Une productivité volumigue maximale

La produc A]3 [UV %o CE} % E} U S]}v Wdes prégessus biaogiqiés et
physiquesintervenant au sein du bioréacteuten effet, cette productivité est proportionnelle la
concentration de PHBet a la cinétique de production de PHBui sont directement liées ala
concentration en biomasse catalytiquée facteur limitant cette concentration est la capacité de
SE ve( ES O[}ECP v Ve 0 O0]<u] %o J@dEciaOchdaeEomezy 2005Ge ] -

sont donc les processus physiques goimt limitants dans un procédé non axéniquie production de

PHA dans notre caKv <[]JvS E - v v «parti@S au-ligp «entre la capacité de transfert
[K 3§ 0 }v vE3E 8]}v VW, 3§ }v 0 %E} p 3]A]8 Po}sedase[sww %o E }
0 ° 0O MO o A]S ee o % J(]c¢u }veluu S]}v [}AECP V %E& o0 o0 u

Tableau32| pour les régimes permanents définis en simple et double &age




> Jov eu& O[}AECP Vv Vel §HJ «f S0 uu S]}tv iiX

8XXE¢ L FM HBE G=4% 4 F % 40H8 E 33 H% 4o F 3aH% & Equation 11

Avec. 8 Volume du liquidelu réacteur(L)
Mg S]S e }ve}luu S]}parlevlfdactéries (mgih.h)
G= } ((]]vs §E v duEacteurqlitk
% ItV VSE 3]}v o $u Gdang}le liquidd (2,07 mg@ a 20°C)
%6 VvV VSE S]}ydansd¢ Kquide
%se44 CoOncentration o K ve o[ othtiorven entrée du réacteur
34 Débitdeo[ oJu vS §]}v v vSE ~>IZ-

v v Po]P v3 o+« 8§ Gu -+ }VA 3](e | ensfRase li§uidg&Egaltir dukbilan sur
o[}ZACP v U }v } §] {BeofégipmepErmanent.

M LG=a%aF %a Equation 12
0 *]PVv](] <«u[ v & PJu +8 8]}vv ]JE U o A]3 - }veluu S]}v [}AEACP v
la vitesse de &nsfert du gaz vers le liquidea concentration% sest fixée a 2 mggL pour éviter la
limitation % E o[}/ACP V}W}luu S]}ve *% J(]<p e [}ECP V %E en o u vSs
simpleet double étag®, % CEu 33 V3 [ SpH ] E 0 ¢ % E} u S]A]S » %o}pAdus !SE §

réacteur|Figure57).

Figure57: Concentration en biomasse catalytique etqductivités volumiquesde PHBpouvant étre atteintes
selon le ka du réacteur et la configuration du procédé

Pour un ka de 100 H, valeur admissible en réacteurdustriel «rustique» ou «low cost» ~s v[$ Z] $U
1983) la concentration maximale en biomasse catalytique est estimée a 3,2 g/L pour une configuration
simple étage et a 1,6 g/L pour I€'1§ P [V }Iv(]PuE #i{dge. Aipsioune productivité
volumique en PHB de 10 kglijnpeut étre atteinte en simple étage et de 16 kg/en double étage.



En culture pure, les productivités atteintes sont largement supérieures, a cause des concentratipns de X
atteintes etdes% E(}EuU v « [ & 3]}natleprééotpess. Par exemph/anget Lee,(1997)
ont une productivité de 4,94 gPHB/L.h (soit 118 kyj)n avec une concentration en biomasse
catalytique del12 g/Let une teneur intracellulaire de 88%. Ce sont effectivement des productivités trés
élevées par rapport a nos résultats. Cependant, dans notre cas (procédés de production non axéniques

W, % ES]E [ ((op vSe Ju e (( Eu vs esU v}ipe vipe (]ZE}ve Alo}
différentes de celles des cultures pures. En effetpassant outre les limites physiques imposées pour le
SE ve( &5 [}AECP v U c % E} p $]A]S ¢ § }v VSE 3]}ve Vv W, Mmou'lu
tout a fait étre atteintes.

Concernanto * HOSUE * viv A& v]<u U Jo <38 ]ucliviies dapd & litpEture.sll %o E }
serait possible de les recalculer dans certains cas, notamment pour les procédés defapse &

faminei «<p] u}vsSE& vs of[Z pE Su oo * % E(}EuU v ¢ ]Jvs E ¢ vS X D |
de culture nécessit ¢ }v ]8]}ve [ £A%o0}]8 S1}v ]((] ]Jo u v8 %% 0] O %o (

(conditions réelles) sans que la productivité ne soit lourdement impactée.

Enfin, un paramétre a prendre en compte pour fixerle kes o },8 [ & S§]}v «uptédéo]<p o
[ %o & « o S S Joo eeuE o0 ¢ SE ve(-Ukdans [gsAigpPcedés, GRrélahoa o
et Gomez (2009) propose une relation entre Ja &t la puissance volumique dissipée dans le milieu. Ces

expressions permettent de corréleles valeurs du coefficienG=avecpv },8 [ & S]}v u}C v v

une installation standard « S ] u iuiod FI—TiQUZe58 .

Figure58: Evolution de la puissance volumique dissipée et le codt ekpr v ! |ilselon le Ka du réacteur
[ % & e« -Oghop et Gomez (2009) et&£SE %o}o0 S]}v pn }.8 v |1Z <« 0o}vo } ((]]vVvSs SCE
O[}ECP. v fpgv %o E3iUIO |IItZe



Jvel]U [ % & « o }E E&Ochdd gvGomez@O0PIy pussance volumique dissipée ainsi que
les colts engendrés selon lgakimposé dans un réacteur suivent une évolution exponentielle. La
différence de prix des €S« 0] - o[ &E 3]jverttss gt Q0 hreprésente un facteur 8e
colS [ & SPlvS (E 00 u vS Ju% S vSU ]Jo 3 % E(}]* % E (alE o [ u

7~

détriment de laproductivité globale du procédé s v[3 Z] SU i06067e
>[ZC%}SZ (@ Aco@®miquerhent acceptable va imposer les perfances maximales du
%o E } ~ SE A E+ o }veluu S]}v u AE]Ju o O[}ECP v «X }vv Jee v

maximales en biomasse catalytique pouvant étre maintenues et les rendements observés par rapport au

substrat, il est possible de déterminassl concentrations nécessaires des AGV en entrd€&igure59

représente la elation entre la concentratiomécessaireen entrée ds AGV deo|[ ((opn vS ( (Hes vS§ S
caractéristiques physiquedu réacteur(le ka) pour les résulits simulés. Ceusi correspondent a un
E v uvsS }vv U Jo S Ju%k}ES vsS v}is E «u e }v VSE S]}lve v e ]

plus faibles que les rendements seront éleves.

Figure59: Relation entre la concentrafjv v vSE o[ ((opn vS (a@wréadteurs o |
A partir de ces données,ouns observons que | }v VvSE S]}v v 's V[ ¢8§ % ¢ pv ( § pE
puisque les gammes nécessaires calculées sont comprisesOeeiti25 g/L. Ces concentrations soatit

a fait en adéquation avec celles pouvant étre obtenues aprés unesfgation acidogéne des boues
Ve 0O * [MV }M O S P U vige & u cu}ve <g 0 ¢ }v VSE S]}lve v o
différentes entre les deux étaged conviendra don si nécessaire de diluer les AGV, dan§'létdge.

Ainsi,un }. 8§ ule*] o u A]Ju o o]peut étfe d&Eing Jrhposant les conditions du procédé

volumesdesréacteurs, concentrations des effluents, débitsaatfinalles productivités volungjues.



En conclusion,le choix des conditions opératoires a imposer dwhir compte [ine analyse
multicriteres prenant en considération a la fois la productivité du procédé, les colts de fonctionnement
o0 ( €&u vS 3]}v ~v}S uu vS o] les coatf ligk adgrecupération du produit qui sont
prédominants.Ainsi, par une estimation du prix de vente du produit, une évaluation de la rentabilité du

procédé peut étre faite selon les conditions opératoires déterminant le meilleur compromis.

1.3. Des rendements carbones optimaux

On vise a maximiser les rendements cartmpeur la production de PHB et doaaninimiser les pertes
de carbone pour la biomasse et pour la maintena@ compare un procédé de feast &
famine» (A), un procédé continu simple étage (B) et deux procédés continus double étage avec un
temps de séjour dans 1€ étage de 3h (C)etde 10h (D) SE A Ee+ [ uv]E [i IP K

Figure60: Comparaison du deenir du carbone pour la production de PHB selon quatre configurations de
procédés: un procédeé type «feast & famine» (Johnson et al., 20094), et les procédés envisagés dans cette
étude, continu simple étage (B), continu double étage avec un TSHdté2age de 3 h (C) et de 10 h (D)



Le «feast &famine» nécessite une étape de production de la biomag@mrichissement de

microorganismes producteurspmparable anotre configuration pour un continu double étage.

Lesprocédés envisagédans cette étude (continusdnt des résultats quasimilaires aux procédés

existant de type 4east & famine», présentant des rendements de conversion globaux du substrat en

PHB trés prochef®,44 gDCO/gDCQinsi,| & v u vS Po} o0 V[ *8 % » pyv E]S & ] E]
ZY1E [uv * %o E} X

D[ uSE ba &E &is en évidencgtors de cette thésep A o HE i}us [ A}YJE pv %0 E} %o} E
[ ] HSCE]<«H ve 0 [sur]a qudit& fipva sélection microbienne en termis capacité

élevéede production de PHB (par le@ma€t les rendements de conversion du carbofdarang et al.,

2013; Shi et al.,, 1997Albuquerque et al.,(2007) u}vsSE <u[pPV Julvus]iv 4 %, 0o} E-
( ®u vs 8]}v ] IP v MPuU v8 0 ¢ % E}%}ES]}Ve pSC Eelte [pv (&

obs EA §]}v u}vSE o[]vs E!S %]0}S E S [}%S]ule & o[ S %o %0 CE }

maximiser la production de PHB (via les rendements).

Enfin, but commeexpliqué précédemmenpour la teneur intracellulaireen PHBla proportion de DCO
biodég®E o] ve o[ oJu v8 §]}v % E 0 % E * Vv D ~, inppacte ey *SE §
négativementes rendements observéaotammentpar o % E} p $]}amoléquieeque le PHB

En conclusion, le rendement carbone représente un parameétre importantd@mser. Ainsi, la présence

«]Pv](] 3]A MSCE § ve o[ ((op vS ( Bu vSs u oJ}E o % E(}EuU
% E} L S]}v W, <«ud o <u[]lo ¢}]SX W E }vSE U 8§ vsS }vv o0 -Julo]sp
V[ S % ¢ puv @& discriminant entre un procédé de typdeast & famine», continu simple

étage et double étage

[l1.4.  Une qualité du produit visée

> %% E&} uMS]}v ['s 8 SCE& ]8]}vv oo uvs E o] % E ( Eu vs S]}v
méthanogénése par un fort tauxeddilution ou de faibles valeurs de pH. Au cours de cette étape de
fermentation,le pH]v(op v SE + (}ES u vS o (Fanget Lis,E002; Horaichi et al., 2002;

Temudo et al., 2007)mais aussi les concentrations de chad®wodriguez et al., 2006Ce résultat

indique que la composition polyméiReHApeut étre optimiséesion est capable deontrbler le pH de

fonctionnement dans le réacteur de fermentation acidogene.

Lerbled o[ ] %oE}%]}v]<n *HEUE © 0% &H}vu §]}v W, Vv[ % ¢ § 1 E
ce travail. Cependant, de nombreux travaux ont montré la nécessité incontournable de ce type de
substrat (possédant un nombre de carbone impair) ptauformation di copolymere P(HB1V)dont

l'intérét pour diverses applications industrielles a été largement documeddtépremier travail sur le



devenir du cesubstrat butyrate/propionate a été effectué sous limitation phosphore par Grousseau et
al. (2014) avec la souch@. necatorLes auteurs montrentc i [ i \carence en phosphore ralentit la
production de monomére de 3HB tout en maintenant une production de @dymentant la proportion

de celleci), contrairement a la limitation azote. De plus, la proportion maximale de HV est directement
corrélée ala%o E} %} ES]IV [ ] %oE}%]}Vv]<u ve o[ oJu v8 §]J}vX

[11.5. Laconduite du procédé et ses limites

> }v. vS3E 3]}v V %Z}e%Z}E Ve O] ((On vS 8§ § Gu]v v§ s %o V
%0 X ve S}pue 0 U pv S % % E réduction flupphodphdié jest hecessaire

et facilement applicable, notamment par des procédés biologiques ou chimiquescCalur objectif

[Ju%e}e E 0o v & 5]} IWU % Eu 3§35 vS [Ju%e}e E + }v ]S]}ve L o
croissare.

% E o0 v ]85 [ A}JE ¢ ((opvde }v VEE + v 's o0 (]o §v
pouvant étre atteinte dans les cultures de type fedch, celles ] v[}vS % ¢« & VA]Je P « ve 0
[V %0 %00] S]}v ]Jv pesSE] oo X

Dans le as des cultures de typefeast & famineiU ]Jo ¢3S %o}e] 0, apfées &nlighiSEemergn
microorganismes producteurgles taux de PHBemblables a ceux pouvant étre obtenus en cultures
pures. Cependant, ces procédés étant réalisés via des batchs &l Jv ]*% ve o0 [ %% }ES &
concentrationsélevéesen substrat pour avoir une productivité volumique intéressante. Ainsi, sous la

}VSE ]vs [uS]o]e S]}v [ ((opn vSe (E o0°¢ ~ JOHU U 8 C %o Iv(]P|
transpoe o cefle iddustrielle.

Pour les procédés continévalués dans cette étudevant de produire du PHA en régime stabilisé, la
e 0 S]}v u] &} ] vv % E} U S PE- W, 118 !SGE §§ Jvs X > u]-
o[ vVE] Z]*e u vS 8§ 0 < one §oi} étra ppede |

- sous des conditions de double limitation nutritionnglle
- sous une stratégie croissante du niveau de la limitation phosphore

- sous le méme taux de dilution auquel la production en continue est visée.

En effet, il a été mis en évidengev }]v [ A})JE o o]uld 8]}V %Z}*%Z}E ]v]5] o u
*SE S P] [Ju%o}e]S]}V 0 0]Jul8 8]}V %Z}*%Z}E % EIPE e¢]A o ve ;
conditions minimisent les dynamiques de populations et assurent une sélection deong@nismes

producteurs robuste. Afin de produire en continu de la biomasse contenant une forte teneur

intracellulaire en PHA, deux configurations de procédés de production continue ont été envisagées.



~ie ve O e [HVv Z u}eS S e¢]u%eindredePfotiestehauds ersBHA, un faible taux de
Jopus]ltv 8§ pv (}ES P&E oJu]8 S]}v e}v8 v ee JE X %o E } %0 E
( uv A E] §]}v % Z}*%Z}YE X v (( 3U o I}v >E eSle] u3 v3 %o
Toutefois, il convient de ne pas se placer aux bornes du systéme au risque de générer une accumulation

[ 's ~]vZ] 18 uE- o] E}]eev *« 3§ pv o0 <*]JA P o o0 S]}v u] &}
]JvS&E oopo JE Vv W, [ vA]ES uptimd@lds de produetidi pht été déterminées pour

un D de 0,04 fiet un C/P de 1500 Cmol/Pmol.

(2) Pour un procédé double étage, la sélection de microorganismes producteurs est effectuée dans le
premier étage & fort D, restreignant la zone de DLN, syiyiv°"f étage en carence de phosphore. Pour
obtenir une teneur en PHA proche de 80%, par exemple® Etdge doit étre conduit & un D de 0,31 h

et un C/P de 120 Cmol/Pmol (condition de double limitation assurant la sélection de bons
microorganismes qducteurs) puis dans 1€ étage, une condition de carence ou de forte limitation

en phosphore, avec un TSH de 10 h, doit étre imposée pour maximiser le taux de PHA intracellulaire.

Comme défendu pafKolleret Muhr, 2014) les procédés continus présentent de nombreux avantages

biologiques et économiques, et sont les plus envisageables pour la production dééFakleau33
E %]3p0 0 ¢ < SE }V(]JPUE 5]}ve VA]e P o [pv % E} %o E} U S]]

et les avantages et inconvénients associés.




Tableau33: Récapitulatif des configurationsalprocédés de production de PHA envisagées, leurs conduites, les avantages et les inconvénients

Type de procédé Conduite Avantage global Limitesbiologiques Limiteséconomiques

Concentration Carence en P

Diversité dans la bou@u

Degré de Utilisation du potentiel directde la " Nécessite des effluents
Fedbatch I C 2 o sein des producteurs et des .
Enrichissement limitation boue activée concentrés
o non producteurs)
contrblé
h3lo]e &]Hwentp dilués
Simple étage (sélection et Faible D et C/P Zone de DLN large o : Faible D réduit la
o9 . o s Contaminations possiblés "
production simultanée) éleve D] v "WMAE [pv M productivité
réacteur
1% étage Fort D et faible . g . Faible zone de DE
(sélecti?)n) c/P hslole Sliv | (.(Oh Ve Fort O N
Double Qualité de la sélection
étage — Pressions dee!e_c‘c,lon,lmr{ortante% Forts PHRdemandent
2°"" étage Productivités élevees R
) Carence en P -- a augmenter le TSH e
(production)

réduit la productivité

! Dans notre cas, la contrainte imposée par les effluents issie fdementation des boues sont leur dilution en substrat.

> o0 EP nE o I}v >E § CEu]v & o PE E} peS o U *C*S u U % ofdeioen ent@d? IW A E] o0 « <}
®En termes de paramétres cinétiques,{4et Opnsma).
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® Le fort taux de dilution entraine un renouvellement fréquent du volume du réacteur et dorisque de lessivagie la biomasse.



V. CONCLUSION

>[Ju% o v3§ diffgrentes configurations de production de PEA&té discutée, en soulevant les points
clés a prendre en compte dans une filiere de production de PHA, de la synthése des AGV a la

récupération du produit.

>[ Su e % E(}EU Vv o e (E s%bkp(Esultéds pévimentalix obtenus et par le
modéle cinétique établi, ont permis de dégager les conditions opératoires permettant une production

avec des teneurs en PHB intracellulaires élevées.

Les analyses économiques montrent le fort colt lié alau%. @& S]}v U %o E&} H]S ~ipe<u[ 0619
(}v 8]}vv u v8eU [ 8 %}uE<u}] }v %E]JA]Jo P] E S}pi}uE- pg 3 v pE

ce fait, le mode de production de PHB via un procédébadh, directement a partir de boues activées,

a été abandonneé.

La productivité du procédé choisi est évidemment essentielle. -Celtpendra des phénoménes

%o ZColc o SE ve( ES 0] =« A % $Sdu prgcédE 6&t] pes phéBdmenes
biologiques & travers les rendements globaux de cosiga du substrat. Un & de 100 H, pour un

procédé simple étagea permis de calculer une productivité d® kgPHB/mj, et une concentration en

substrat nécessaire de 25 giRe plus pour un procédé double étage, une productivitd @&gPHB/M].

a é% obtenueavec une concentration en substrat nécessaire de 20 g/L dafi%%étdge >[ ve u o

vie E +po3 8¢ }v8 u}vSE pv u}C v Jvv}A vs e 0 S]J}vvE § [VE] Z]E
de PHA par la misen %o 0 [Mv o]Ju]8 S]}v %Z}*%Z}E

Dans une chaine de production de PH& }u %c}<]S]}Vv o[ ((op vsS ( Eu vS % E} ]S \
digestion anaérobigdéterminera fortementla compositionet la qualitédu polymére mais aussi les
productivités volumiques pouvant étre atteinteatao pE& ii}ps [ A}JJE pv % E}%IES]}IV
USCE]<«H ve o[ @]étévBoritidevsula qualité de la sélection microbienne en termes de

sélectionde microorganismes producteurs, et sur les capacités élevées de production deCEttB

compostion peut étrecontrdléepar le pH lors de la fermentation acidogémes boueslLa proportion de

DCO biodégradable non AGV est un facteur a prendre en compte. Cette fraction est a minimiser en vue

de réduire le développement des contaminamsla product] } v ulo pHo ¢ USE » <p W, X |
également pourquoi, il faut maximiser les pressions de sélection sur les microorganismes producteurs,

par le D et par la limitation phosphore.



JvelU % }pE u v E ] v pv % E} % E} LWEY vS W, CwiZ(fop [y ¢

polymére de qualité tout en assurant le maintien de cette sélection:doit

- étre riche en AGV, contenir une proportion de butyrate significative,
- A}YJE +» %o E}%}ES]}ve v 3C% [ 's v JE A 0 «<uold8 U %o
- avoir une concentration en phosphore qui doit étre controlée et ajustée selon la

configuration du procédé.

>« Z}]AE o }JV(]JPHE §]}v o (]Jo] E % E} u §]}v W, «}vd v e

facteurs en vue de la rentabilité maximale du puad






Conclusion géneérale







. RAPPEL DU CADRE DE ETUDE ET DESCRIPTIONDE
L APPROCHE SCIENTIFIQE)

e« SCE A £ §Z o <[]Jve E]A vide valorigation JduScabdne issu des déchets
v}S uu vS§ L e J}o}P]cu o SV [ % uEpud pécononifue et
environnementalplus contraignangueles S pE- o[ ¢+ ]Jugntentude® %o e+ E [pv O0O}P]cp

[ %o p®E& S]}v  uv 0}P]<pu A o0} EDe nddrjigre cenvéitipnel® s dprés fermentation
anaérobie @s boues, la DCO biodégradable contenant majoritairement des AGV est valorisée en
méthane et en CO Ce biogaz peut étre appliqué en tant que source d'énergie pour la production de
chaleur ¢/ou d[ o § EI['upSdes principaux inconvénients de ce pracédt que son produit a une
valeur économique trés limitéePar conséquent, en général, la conversion des flux résiduels pour |
% E} U S]}v — v @& paseépomomiquemenentable. Dans ce travail, une autre approche est
évaluée, celle de la vaisation du carbone en PHA, un produit a plus haute valeur ajoutée. Enaeffet,
sont des polymeéres totalement biodégradables et biocompatibles, présentant des propriétés similaires a

certains plastiques conventionnels. La production de ces PHA est aotaetl effectuée en culture pure.

> ¢ }VSE JvS ¢ <u[Ju%o}- P vE %0 E } ~¢8 E]Jo]S U %pE § .
rendent les filiéres de production de PHA insuffisamment compétitive face aux plastiques conventionnels
[JE]IP]V % >E}DoE X]}v MO PpuEait %] ES €S E [ ] & o }.s .

puisqu[ o one nécessint pas de stérilisatiorpréalableet peuvent étre alimentées par des jus de
fermentation de déchets et effluents. Il convient cependanft} %0 5] u ] s €Hltures et notamment de
permettre une sélection de micavganismes producteurs de PH®e travail de thése a ainsi été réalisé

v }}% E $]}v A o VEE s Z/ ve 0 E [pv }VSE § /&Z A %
point un systéme de prodtion de PHB olP-(HBco-HVY) % ES]E [ 's Jeepe 0 ( Eu vs8 &

boues biologiques.

Les recherches sur la production de PHA en cultures non axéniques ou culturesries» se sont
tournées principalement vers des procédés de typésast & famine», sélectionnant et enrichissant des
microorganismes naturellement présents dans les boues activées. Ce mode de culture a montré des
résultats tres encourageants concervs o % 18 [ VE] Z]*s uvsS 8§ 0o <«u 0]S§
microbienne, en laborat]E u J* pee] O] Z 00 %]0}8 X % v vsU viu E pe
mode de production ont été identifiéesles temps de sélection relativement longs, les besoins en

& }v %}HE u Jvs VIE S8 e+ o0 S]}v ve 0 Eo[|BSldEe JIYVE][AY**SuPvSU
production en mode fedbatch qui, pour atteindre des teneurs en PHA élevées, nécessite une
alimentation par des concentrations élevées en carbone en imposant souvent une limitation en azote

poussée.



Des travaux antérieurs ombontré la faisabilité de production de PHA a partir de limitation nutritionnelle

en phosphore en culture pure, permettant ainsi de maintenir une croissance résiduelle et améliorant la
production de PHA, mais aussi la qualité du polymere en présence d¢ywo X >[}E]P]Jv 0] p SCE
effectué, }v. Ev }v o[uS]o]e S9dhixtes plage@ssenEondition de limitatiomutritionnelle

par le phosphore pour la production de PHB.

Ve }vs £S U o[} i S]( ui p&E §8 §Z econtrairtes de dipithti@BU <} e
phosphore et en utilisant des AGV comme source de carbone (1) les capacités de sélection et
[ VE] Z]** u vS§ u] €}11EP v]*(@)da%udhtd de I8 gel@eson microbienne-adgis du
stockage de PHB (parametres étiques, rendements observés, devenir du carbgngB) les
mécanismes cellulaires de dilution du phosphore et leur réle dans le déclenchement du stockadg de PH

>[ %o%o E} Z <] § } %o § U IHE- 0 SZ ¢ E %} eyienflev oCe ]V
cultures réalisées selon divers modded-batch, continu, batch chaque mode apportant une spécificité

utile pour caractériser les comportements microbiens.

V % &S] po] EU pv %o v [ A% E] Vv SI(( U o eGueoppér afity & } Z
[ voCe E o[ ((S psS uAE Jopusl]}v s p PE oJul]sS S]}v Vv %0Z}e%0Z]
et sur le stockage de PHB. Les étudesé@imenées sous acide acétique uniquement dans un premier

S U%oeU %op]e of (( S OUS% E § v ve 0 <}uCE [ oJu v8 8]}v S V OCe
de types batch ont eu alors pour objectif de qualifier la sélection microbienne opérée en réacteur
chémostat afin de dégager les paramétres cinétiques de production des souches sesieckion

u] €} ] vv [Uv % ES u ]e Hee] = 0}v O] § 8 %ZCe]}0o}P]<u pu] &H}E
[Mv u} o ]Jv §]«u o oUE 0 * (E oS S } S vue v $areudpopo S of Su
ambition de mieux comprendre les processompliqués dans la dilution du phosphore intracellulaire et

le lien avec la production de PHA, selon les populations sélectionnées.

[l PRINCIPAUX RESULTATS

Les cultures fedbatch ont permis de dégager de premiers indices concernant les problématiques du
phospZ} E v § v8 <pu[ o u v8 oJu]8 v8 ep& o <+ 0 S8]}v u] &} ] vv u] &
Jve] <p *UE O ¢ E %o}ve » JVEE o00pO0 JE » pu A V]IE p E }v X >[]Ju%
en phosphore a été soulevée sur les cinétiques de prodaate PHA ainsi que sur les dynamiques des
populations § v % €& S gnpchjssEmen{ en microorganismes producteufsnsi, une teneur
intracellulaire en PHB de 70% a été atteinte lorsque la limitation phosphore est maitrisée, montrant le
potentield % E} p 3]}v W, e Ju e B]A e e ve 3§ % [VE] Z]ee u viX

une premiére démonstration de ce niveau de performance en culture mixte.



>[ S H Ju%}ES u vs u]l] &} ] v ( HV oJul]S S]}v uye % Xiv¥éeel } (E v
cultures continuess o}v pv %0 v [ A% E] Vv JMAGE vS o[ ve u 0 ;C&P&U ]V 0]
P) pour différents taux de dilution. Les résultats de ces cultgre§ S}pusS [ }IVEEuUu o[]Ju%e}ES v

et le réle essentiel de la limitatiophosphore a la fois sur la sélection de produrt et sur le stockage

de PHB.

Concernant la sélection microbienne, on a pu constater un enrichissement systématique de souches
uitE]s €& » %E} p SE] - W, U § U *uE& o wceu @ette unite}SE %o 0
(}v 8]}vv o0 Vv}iue Stus [ 1@&E v u]s lve] & &E 0 ¢ %o}% 0 S]}ve

population homogéne ayant un comportement métabolique similaire.

Pour ces populationsalbasculgrogressivedu carbone entre croissance et stagelorsque le degré de
limitation en P augmente été évaluéedans la zone de double limitatioselon letaux de dilution
appliqué Les résultats confirment que les besoins en phosphore intracellulaire dépendent du taux
spécifiqgue de croissance commest prédit %o E 0 [Z C %04 §raweh rate hypothesis. De maniere

plus originale, ils mettent en lumiére que ces besoins différent selon le degré de limitation et quantifie la
dilution possible dyphosphoreintracellulaire pour les différentes conditis opératoires. Nous avons pu
alors définir & zone de variation diR, (entre une valeur R, max et une valeur R ), zone qui est {4
dépendant.La valeur minimale critique {R.;) a €galement été estimée adl% en masse. La plasticité

cellulaire apu étre confirmée pour les différentes populati® microbiennes sélectionnées.

Les cultures en batch réalisées a partir des sélections microbiennes obtenues en chéomsatpour

% E]V ]% o } i S]( E S E]* E o %}S vsSgomulafions|etigiresi 8é JqualifielV ,

la condition de sélectionptimalevisa-A] e o[ vi p % E} p S]}tv W, X > ¢ (E *uos Se
ont montré la forte réponse de stockage de PHB lors de conditon & v V %Z}e%Z}E § [ A
de carboneles vitesses spécifiqgues de production de PHB sont maximales pour un taux de phosphore
intracellulaireinitial de 2%, et ce pour toutes les sélections microbiennes obterRigisqu'il n'y a pas de

phosphore dans le PHBe césultatmontre o[Ju %} ES o[ § § % ZCe*]}0o}Pl<py p u] EG}}EP v
la cinétique deconversion du carboneers la production de PHB. Cependafa, valeur de B1gmax

observéeest tout de méme souche sélectionnée dépendante.

% ES]E o[ ve u o « } « E Abblipgraphi&ue, ua [mdgele cinétique a été

A 0} % %o X u} o A8 %IuE }i S8]1( []1] ® o0 }Ju%@E Z vel}v p }i
populations microbiennes sélectionnées et aingifineU [ ] & n Z}]A e }v ]8]}ve }%S]u
production ce PHB.



Cemo o ]JvsS PE of *c]Ju]Jo S]}v % ZLioissangete X prodaction de PHB et les
besoins en énergie de maintenance. Il considére (1) une assimilatigrhaiphorefonction du ratio

W max €t conduisant a unPcompris entreune borne minimale Pmin) €t une borne maximaleP{ may)

qui sont p dépendantes (2) une dépendance entre le taux spécifique de croissance et le taux de
phosphore intracellulaire en tenant compte de la plasticité cellulairéwis de B, plasticié qui dépend

du ; (3) des besoins de maintenance cellulaire fonction du degré de limitation en phosp@dren

taux spécifique de production de PHB influencé négativement pal &iste une teneur en;Poptimale
(autour de 0,02 gP/gXc) pour obtenin taux spécifique de stockage de PHB le plus éeeé decéou

au-dela duquel ce taux diminue

u} o 3 0] E +uE pv viu E o A [ £% E] v + }JUAE v§
contrastéesobtenues en culture continue et discontinuees snulations montrent que le modéle décrit
bien les processus métaboliques identifiés. Néanmoins, des spécificités de valeurs de paramétres
propres aux souches sélectionnéest di étre prisesen compte pour étre capable de représenter

fidelement o[ ve u o0domaine expérimental étudi€e résultat parait tout a fait logique.

"WE o . u} o U 0 ¢ cJupo S]}ve % EU S5 VS nas@t il {3ude o (( 8
devenir du carbone selon les conditions opératoires (D, C/P, source denearbe . de la souche a,
A vs S}usU pv (( 8 *HE 0 % E} p 3]A]S E ]Jo % Eu S [} $et]E o * u!

donc gxeoptimum) a des D supérieurs.

[V %o}]VS Au Ju%[E ¥ yv]}oU PE o]u]s$ §]pinsiquéde D b YONtE
imposer le R et en conséquence la concentration en biomasse catalytique et en PHB. De phs, 468xQ
va influer sur le potentiel de redirection du carbone vers le PHB. Il conviendra donc de viser des souches
aux potentielles d production maximales fgsma) Mais également de 4« €levé pour optimiser la

productivitédu systéme.

Un effet trés significatif de la nature de la source de carbone a été mis en évidenpecseace

majoritaire debutyrate v e+} ] §]}v A eadndull, de maniére prévisible, & unemélioration

substantielledes rendementsll sera donc nécessaire de privilégier sa formation lors de la fermentation
* }u e ]}o}P]<p e ~ }vSE€0 parlepy] }P v o

Si un enrichissement systématique deuches majoritaires productrices de PHB a été constaté sur

o[ ve u o VISE %0 Vv [ A% E&] v U o] vs](] 8]}V %ZCo}P v S]«u
différents selon les conditions de sélection. Il est remarquable de constater que, mislaspaactéries

du genreAcinetobacter tous les autres genres bactériens dominants sélectiosnés double limitation

C&P, font partie de la famille desComamonadaceagclasse des Eproteobacteria). De plus, la

confrontation des simulations par le modélexatésultats expérimentaux montre que le comportement
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source de carbone et a fort taux de diluticsurtout si la limitation en phosphore est absente ou trop

faible. De méme, a trés fort degré de limitation en phosghionposé en début de culture continue, une

souche dominante, capable de stocker un autre produit (vraisemblablement un polysaccharide) en plus

du PHB, est mise en évidence.

E}e E *p0S S % E&u $5 v§ }v [ VA]e P E u v] Caroddcidursw® PAB « o 3]}
dans des conditions intéressantes industriellemesamme par un chémostat simple ou double étage

En effet, en imposant un degré de limitation par le phosphore intermédiairéaux de dilution élevda

sélection de populations surpdoictrices de PHB ayant une activité métabolique élevég.{élevé et
potentiellement un guema€levé)sera favoriséeDans notre casette population a été identifiée sous le
genreMalikia spinosa La relation entre D etsgmax V [ % VvV V3§ %oucidés clairement et reste a

déterminer plus précisément.

1. PERSPECTIVES

Les perspectives de ce travail sont nombreuses.

dipus [ }E U spuE o0 %}]vs 0 Ju% E Z-awid }du phosporekoib se@&jt ][5 A
intéressant de gantifier les pools d molécules intracellulaires contenant ghosphore (hotamment le

P-ARNpar exemple) pour analyser leur évolution selon le degré de limitation et donc le niveau,de P

Nous pourrions alors mieux

- Ju% & v E S }v u] pAE u ]SE] E tatienudes ce]lulesea upe litgitation
enphosphore,
- Clu%E v E oO[]Ju%e S 0 & }EP v]e S]}v c*uyE& 0 ¢ e}]ve v v EP]

- cerner plus précisément les limites de plasticité pour les souches sélectionnées.

Ensuite, concerna le lien entre la fnitation en phosphorele taux de dilutioret le stockage de PHB, il

serait pertinent de

- rechercher des conditions pour maximiser l@gha€n tentant de comprendre quels parameétres
dépencent de cette valeur,
- étudier si un lien existe au niveau génétiqu v3@E o 3S]A §]}v 0 % @&} u 8]}tv

capacité a faire face a utienitation en phosphore.



Concernant les potentialités cinétiques des souches sélectionnées, nous devrons

- tester des taux de dilution plus élevés pour confirmer ou pas ldigal@ntre taux spécifique
maximum de stockage et taupécifigue maximum de croissance,

- étudier ces potentialités dans le cas de sources de carbone plus coraplexe

Enfin,au niveaudu procédé industriel, nous devrons vérifier la faisabilité et le réadista plusieurs

chaix pour un procédé continu~3 p /A& ]ous]}bign gud teldEisles résultats en termes de

productivités, teneurs intracellulaires, sont trés encourageabtss @E&]3 E « [ A op 3]}V %0pe }1

devront alors étre pris en comet Par exemple, fipe AE}ve u] u&E }vv 'SE of]v(op v
}v. vSE& 8]}v 8§ o SvuE v W, uE o u]je v "UAE 0 E H% |
Ep] 0o %}IpE of }viu] o (]Jo] & X

Etant donné les performances obtenues dans ce trakajiroduction de PHA a partir de cultures mixtes

sur effluent ou déchets fermentés apparait intéressante méme en comparaison des performances
}Svp e v HOSUE %uE X Vv (( SU olpwpstps ispliquant ri&tamriept &neh

limite en temes % ]85 SCE ve( ES [}ACP v U Ju%o]<p pv (] o }v vS(
les réacteurs et donc une faible productivit€ependant en terme de codt, la chute de productivité

pourrait étre compensée par une forte économie sur le colt dacréur. Ceci devra étre estimé trés

précisément pour rendre cette comparaison objective.
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