Section 8 : Microbiologie industrielle et génie fermentaire

CHAPITRE 6 : LES DIFFERENTS PROCEDES DE CULTURE EN BIOREACTEUR
Cinq procédés sont utilisés :

· Le batch = discontinu
· Le fed-batch = discontinu alimenté 

· La culture continue 

· Le recyclage cellulaire = système de perfusion 

· L’immobilisation cellulaire

Les procédés sont choisis en fonction :

· des microorganismes cultivés, 

· des produits fabriqués, 

· du coût des installations 
· du coût de fonctionnement
Présentation rapide : voir doc. 1 à compléter
	procédés
	Schéma général de l’installation


	Caractéristiques du procédés
	utilisation

	batch = discontinu
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	- système clos
- Le même volume de milieu sert à la croissance, à la production et à l'accumulation du produit recherché.

- les paramètres : X, P, S varient
- La campagne de production se termine par 

· le soutirage du moût de fermentation 

· l’extraction du produit du moût


	Industrielle

Production de biomasse,  de métabolites de primaires et secondaires


	fed-batch = discontinue alimenté
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	- similaire au procédé batch, toutefois certains composants du milieu ou des précurseurs du produit sont ajoutés de façon contrôlée en cours de campagne
- volume milieu variable
- les paramètres : X, P, S varient

	

	Culture continue
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	- système ouvert
- consiste à ajouter du milieu de façon régulière et à prélever le même volume de suspension cellulaire. 

Il y a donc élimination partielle de la biomasse, des produits et des déchets formés. 

- les paramètres : X, P, S sont maintenus constants
	Recherche

Très rare à l’échelle industrielle

	recyclage cellulaire = système de perfusion
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	- système ouvert
- consiste à ajouter du milieu de façon régulière et à prélever le même volume de milieu. 

Il y a donc rétention des cellules dans le bioréacteur. 

- les paramètres :

· P, S sont maintenus constants 

· X augmente
	culture de cellules de mammifères (et végétales)

car l’environnement cellulaire doit être maintenu stable pour reproduire l’homéostasie qui règne à l’intérieur des organismes dont les cellules sont issues



	immobilisation cellulaire
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	- système ouvert
- Généralement, les cellules adhérent à une surface ou sont emprisonnées dans une matrice

- le système garantit une bonne diffusion de S et P pour assurer les échanges entre cellules et milieu
- assure la stabilité et la viabilité des cellules 


	culture de cellules animales adhérentes

traitement des eaux usées


1. CULTURE DISCONTINUE = BATCH

Les cultures discontinues constituent un système clos = pas d’ajout d’éléments (X, S, P) au milieu.

( En pratique :

La culture se fait en flacons (erlen) ou en bioréacteurs 

Dès le début, on apporte toute la quantité de substrat nécessaire au déroulement du procédé, donc on a une forte concentration en substrat dans le milieu en début de campagne.

Le milieu de culture est favorable à la croissance : température, pH optimaux pour le microorganisme
La croissance se développe jusqu'à :

· épuisement d'un nutriment essentiel (carence)

· une modification importante de l'environnement : changement de pH, accumulation d'un produit toxique

( Bilan : 

Les conditions de culture changent en permanence : X augmente jusqu’à X max, S diminue, P augmente….
Remarque : si le système est homogénéisé par un système d’agitation mécanique, on parle de BSTR : Batch Stirred Tank Reactor

2. CULTURE DISCONTINUE ALIMENTEE = FED BATCH

Les procédés de culture fed-batch permettent d’apporter le substrat en plusieurs fois, ils sont utilisés dans 2 cas de figure :

· lorsque le substrat à forte concentration est inhibiteur de la croissance. 

Il faut donc apporter le substrat au fur et à mesure qu'il est consommé afin d'éliminer ou de limiter l'effet inhibiteur du substrat, tout en maintenant une productivité maximum pendant le plus de temps possible.

· lorsque le substrat à forte concentration entraîne un changement de métabolisme = effet Crabtree 

ex avec E.coli lorsque la concentration en glucose dans le milieu est forte, la synthèse des enzymes respiratoires est inhibée, le métabolisme est orienté vers la voie fermentative et parallèlement les enzymes de la fermentation sont induites. Alors que lorsque la concentration en glucose est faibles dans le milieu la synthèse des enzymes respiratoires est active, le métabolisme oxydatif est actif et caractérisé par un rendement énergétique fort.

( En pratique :

	- on rajoute du substrat concentré en faible volume et on peut éventuellement fixer une consigne sur S avec une régulation automatique. (voir schéma)
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( Bilan :

Attention ! Dans le fed-batch, les conditions de culture changent continuellement comme dans le batch : X, P et S autres que la molécule apportée régulièrement, varient.

3. CULTURE CONTINUE
3.1. Principe 
La culture continue est un système ouvert dans lequel la concentration en biomasse X et les concentrations en éléments du milieu S et P sont maintenues constantes en retirant une partie de la culture et en la remplaçant par du milieu frais.

Ajout milieu / Retrait milieu + biomasse 

Volume de la culture constant / X constant / P et S constants
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( En pratique :

il faut un moyen de contrôle pour maintenir le volume de culture constant, il en existe 3 types :

· la plus simple consiste en un siphon de trop plein avec une pompe à vide alimenté par de l’eau (soucis gaspillage) ,

· deux pompes fonctionnant à vitesse égale, une pour retirer une partie de la culture et une pour introduire du milieu neuf : difficile en pratique car il y a toujours une légère différence de fonctionnement (débit) entre les pompes, 

· une balance pour peser le bioréacteur tout au long du procédé et qui déclenche la pompe de sortie dès que la masse du bioréacteur augmente.

( Bilan :

Les conditions de culture sont maintenues constantes : X, S, P sont constants, on parle de régime permanent.

3.2. Dans un procédé de culture en continu en régime permanent le taux de croissance est égal au taux de dilution

Le régime permanent correspond à la situation pour laquelle tous les paramètres à l’intérieur du bioréacteur ne varient plus et demeurent constants.

Dans la culture continue à régime permanent : taux de croissance µmax = taux de dilution D

En effet, cette situation peut s’expliquer en faisant le bilan matière concernant la biomasse dans le cas particulier du continu : 

Voir cours précédent bilan matière
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	Q = débit

S = concentration en substrat

P = concentration en produit



X = concentration en biomasse



V = volume de la culture




E signifie entrée
S signifie sortie


L'écriture du bilan pour une concentration quelconque (S, X, P) que l'on notera C s'écrit :

ACCUMULATION =  ENTREE  -  SORTIE  +  CREATION

on raisonne avec des quantités (pas des concentrations)

Désignons par rc la vitesse de création du composant C : exprimée en général en g/l x h = matière/volume x temps

(Attention :  vitesse = ( concentration / ( t, il faudra donc multiplier par le volume pour avoir une quantité

Accumulation de C dans le réacteur de volume V = V . dC/dt

V . dC/dt   =   QE . CE   
-  Qs . Cs   +  V . rc
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vol.(mat/vol.tps)
      (vol/tps).(mat/vol)
vol.(mat/vol.tps)


                 
      = mat/tps
            = mat/tps
                   = mat/tps

( Dans le cas particulier d’un réacteur continu :

· à volume constant : débit entrée = débit sortie : QE = Qs = Q d'où V.dC/dt = Q(CE -Cs) + V.rc
· infiniment bien mélangé, on a : Cs = C = concentration homogène dans le réacteur (ce qui sort est identique au contenu du bioréacteur) d'où V.dC/dt = Q(CE -C) + V.rc
· fonctionnant en régime permanent, pas d’accumulation, tous les paramètre [S], [P], X sont maintenus constants dans le réacteur, 

On a alors pour le bilan matière concernant la biomasse dans un système continu en régime permanent :

 dC/dt = 0 car C maintenu constant d'où V.dC/dt = Q(CE -C) + V.rc = 0 soit rc = (-Q/V) x (CE - C) 

On sait que la fréquence de renouvellement du milieu (nombre de renouvellement par unité de temps) appelée de façon peu judicieuse taux de dilution est définie par le rapport débit d’alimentation/volume dans le bioréacteur = Q/V.

Donc le taux de dilution = D = Q/V en h-1 = inverse du temps de passage



     

          = 1/ (temps qu'il faut pour renouveler tout le volume)
· donc rc = -D(CE - C) d’où rc = D(C-CE) 
· dans le cas de la biomasse : rx = D(X-XE)

	- ensemencement +
- pas de biomasse introduite en continu : XE = 0

- pas de produit introduit en continu : PE = 0
donc rx = D.X


	comme la vitesse spécifique de croissance = Qx = µ = (dX/dt).1/X 

et que la vitesse de croissance = rX = dX / dt
Qx = µ = rx . 1/X

           = D.X .1/X

           = D.X /X 

           = D


Exercice : donner la signification de D et calculer tau 

Si D = 2 h-1 ( le contenu du bioréacteur est renouvelé 2 fois par heure et le temps de passage D =1/2 h = 30 minutes
Si D = 0.028 min-1 = 0.028 x 60 h = 1.7 h-1 ( le contenu du bioréacteur est renouvelé 1.7 fois par heure et le temps de passage D =1/1.7 h = 35.7 min
Mais attention ( si D entrant est trop fort par exemple D µmax (physiologique), il est impossible d'établir un régime permanent.

En effet, on dilue plus vite que les cellules n'ont le temps de se reproduire. Il se produit alors un "lavage" du fermenteur c'est à dire qu'on le vide de ses cellules. 

Le résultat est une diminution progressive de la concentration cellulaire.

Il existe un taux de dilution critique : Dc, qui est définie comme la dilution limite pour laquelle on ne risque pas une élimination totale des cellules. 

( En pratique : Dc est approximativement égal à µmax
  par sécurité on se place à une valeur de D légèrement inférieure à µmax : D  0.7-0.8 µmax.
3.3. Les deux procédés de culture en continue disponibles avec des contrôles du taux de croissance différents 

On a 2 procédés disponibles pour faire du continu : le chémostat et le turbidostat
3.3.1. Le chémostat
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- le contrôle de la croissance se fait par limitation de l'alimentation :

on cultive les cellules dans un milieu dont un des facteurs (facteur limitant : FL) est en concentration limitante (soit une source carbonée, soit une source d'azote, soit le phosphate, soit un oligoélément ou soit une vitamine), tous les autres facteurs nutritifs sont en excès. Voir dispositif ci-dessus
- Le procédé du chémostat est basé sur l'équation de Monod : µ = µmax.S / (Ks + S).

Si on maintient un taux de dilution faible (D), le milieu est lentement renouvelé ( X (, [FL] ( et µ(. En effet, l'alimentation en milieu neuf est trop faible pour subvenir à tous les besoins de la population du réacteur et les cellules se divisent moins vite.

Mise en relation avec l'équation de Monod :

· si [S] petite, µmax est multiplié par un facteur inférieur à 1 ((Ks + S) > S), on a donc µ  µmax. 

· Alors que dans un batch, S est grande, on a S  Ks, donc Ks négligeable devant S et donc µ = µmax.

Dans le chémostat, le taux de croissance n'est jamais maximum car on a µ = a.µmax avec a < 1.

Pour une dilution constante c'est à dire pour un régime d'addition constant, après une phase transitoire, la croissance peut se stabiliser et le µ reste constant Voir tracé X = f(t). 

Le chémostat est un procédé qui permet d'ajuster automatiquement le taux de croissance à la dilution en faisant varier le débit (si le débit est augmenté, le µ est augmenté, si le débit est diminué, le µ est diminué).

Mais attention ( D  doit toujours être  µmax : D  0.7-0.8 µmax sinon le système ne peut pas être stable et il se produit un « lavage » du fermenteur avec risque d’élimination totale des cellules. 

Le régime permanent n’est pas atteint de suite, le système met un certain temps à se stabiliser et il faut attendre 4 à 5 temps de passage pour obtenir le régime permanent.

3.3.2. Le turbidostat
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-  le contrôle de la croissance se fait par le suivi en continu de la biomasse.

Le dispositif de suivi en continu de la biomasse (turbidimètre) est relié à un module de contrôle (consigne X) qui actionne une pompe branchée sur la réserve de milieu. Voir dispositif ci-dessus

La suspension est diluée quand X dépasse la valeur de consigne pendant un intervalle de temps court. Voir tracé X = f(t)

On obtient alors une croissance sinusoïdale pour laquelle la valeur de X oscille entre Xmoyen +/- dX. Voir tracé X = f(t).La valeur dX dépend de la précision de l’appareillage utilisé pour établir cette régulation.

les dispositifs de suivi en continu de la biomasse sont :

- sonde optique (sonde à capacitance) ;

- spectrophotomètre ou turbidimètre équipé d’une cuve à circulation alimentée en continu (il existe des cuves à très petit trajet optique, 1 mm, qui permettent de mesurer des concentrations en biomasse élevées sans avoir à diluer).

- Le turbidostat assure une culture continue à 1 µmax. 

- L’établissement du régime permanent est immédiat Voir tracé X = f(t)
3.3.3. Comparaison des deux procédés de culture en continu 

	Chémostat


	Turbidostat

	Le contrôle de la croissance se fait par limitation de l’alimentation
	Le contrôle de la croissance se fait par le suivi en continu de la biomasse et la dilution de la suspension quand la biomasse dépasse la valeur de consigne



	On peut ajuster µ au taux de dilution D=Q/V car le système est basé sur l’équation de Monod µ = µmax . S / (Ks + S)


	

	µ < µmax ; µ = 0,7-0,8. µmax


	µ = µmax

	Simplicité de mise en oeuvre
	Nécessite un appareillage particulier pour estimer en continu la concentration en biomasse



	Utilisable avec un milieu non limpide
	Le milieu doit être obligatoirement limpide pour avoir par exemple une bonne corrélation turbidité – biomasse



	Utilisable avec des microorganismes unicellulaires ou pluricellulaires


	Utilisable uniquement avec des microorganismes unicellulaires pour avoir une bonne corrélation turbidité – biomasse

	Non utilisable avec les microorganismes filamenteux :



	Car l’hétérogénéité empêche d’atteindre le régime permanent


	Car la méthode d’estimation de la biomasse en continu est impossible

	Le régime permanent est atteint au bout de 4 à 5 temps de passage (renouvellement complet du volume de suspension)


	Le régime permanent est établi de suite


3.4. Détermination des constantes cinétiques par les systèmes de cultures en continues

Peu de procédés industriels en continu ont été développés et encore moins sont en service. Cependant les cultures continues permettent d'obtenir des informations essentielles sur le système biologique étudié et sont donc un outil précieux de recherche pour l’optimisation des procédés.

En effet, c'est le seul système qui permet aisément de :

- faire varier le µ, 

- d'étudier avec un même système l'influence de divers facteurs sur la croissance ;

- et de déterminer aisément les paramètres cinétiques.

Bilan matière  : voir cours cinétique microbienne


rc = D(C-CE) formule qui permet de calculer toutes les vitesses de création qui se déroulent dans la cuve
	Cas de la biomasse
	Cas du produit


	Cas du substrat



	rx = D(X-XE)

- ensemencement +
- pas de biomasse introduite en continu : XE = 0

- pas de produit introduit en continu : PE = 0
donc rx = D.X

comme la vitesse spécifique de croissance = Qx = µ = (dX/dt).1/X 

et que la vitesse de croissance = rX = dX / dt
Qx = µ = rx . 1/X

Qx = µ = D.X .1/X

Qx = µ = D.X /X = D

	rP = D(P-PE)

- pas de produit cherché dans le milieu d'alimentation : PE = 0
donc rP = D.P et QP = D.P/X
D.P est parfois appelé productivité volumique du fermenteur. C'est en effet ce qui sort du fermenteur par litre et par heure.

Dans ce cas productivité volumique = vitesse de production rP

comme la vitesse spécifique de formation du produit = QP = µ = (dP/dt).1/X 

et que la productivité en métabolites = rP = dP / dt
QP = µ = rP . 1/X

QP = µ = D.P .1/X

QP = µ = D.P /X


	Pas de création, disparition + : 

c’est une composante négative, car c’est en fait une consommation : on peut écrire vitesse de consommation :

 rs = D(SE - S) et QS = D(SE - S)/X
comme la vitesse spécifique de disparition du substrat = QS = µ = (dS/dt).1/X 

et que la vitesse de consommation du substrat = rS = dS / dt
QS = µ = rS . 1/X

QS = µ = D(SE – S).1/X

QS = µ = D(SE – S)/X




Rendements : Yx/s = dX/dS = rx/rs donc rx/rs = X/(SE-S) d'où Yx/s = X/(SE - S)
De la même façon on a YP/s = P/(SE - S)
Pour un débit donné, en régime permanent, on n’a plus qu’à doser les concentrations de X, S ou P dans le bioréacteur à l’aide d’un prélèvement pour déterminer tous les paramètres cinétiques (on connaît D et SE bien sûr).

3.5. Autres systèmes de cultures en continues à titre d’info
Des systèmes plus sophistiqués ont été développés :

· Recyclage d'une partie des cellules :

Ce recyclage partiel est un procédé important pour stabiliser le système en inoculant continuellement le chémostat. Cela permet d'opérer à des taux de dilution supérieurs à µmax et une meilleure utilisation du substrat.

· Chémostat en série ou fermenteur en continu multi-étages :

Dans un tel système le premier chémostat sert à inoculer en continu le second. Cela permet d'opérer dans le deuxième chémostat à un taux de dilution plus grand que µmax (on se ramène à une situation de recyclage partiel dans le deuxième réacteur). Une autre possibilité consiste à utiliser 2 milieux de culture différents, le premier pour la croissance, le second pour la production de métabolites. Cette technique multi-stades permet à la biosynthèse de se faire après la croissance même si le produit recherché est synthétisé après la phase exponentielle de croissance.

4. COMPARAISON DES TROIS PRINCIPAUX PROCEDES DE CULTURE : batch, fed batch et continu

Actuellement environ 80 % des productions industrielles en fermenteur se font en batch ou en fed-batch.

Les trois procédés batch, fed-batch et continu sont comparables pour 11 critères au total, compléter le tableau suivant + correspond au système , - ne correspond pas au système :

	
	Batch et Fed-batch
	continu

	Simplicité de mise en oeuvre
	+
	-

	Temps mort réduit
	-
	+

	Consommation de milieu rentabilisé
	+
	-

	Conditions de culture stables
	-
	+

	Contamination limitée
	+
	-

	Absence de mutation de la souche cultivée
	+
	-

	Production de biomasse
	+
	+++

	Production de métabolites primaires
	+
	+

	Productions de métabolites secondaires
	+
	-

	Utilisable avec des microorganismes filamenteux
	+
	-

	Bon système pour l’optimisation
	+
	+++


Construire un tableau comparatif des trois procédés batch, fed-batch et continu exposant les avantages et inconvénients respectifs.

Chaque procédé présente des avantages et des inconvénients :

	
	Avantages 


	Inconvénients 

	Batch et Fed-batch
	· simplicité de mise en œuvre

· contamination réduite

· bonne rentabilisation du milieu de culture

· production de métabolites primaire et secondaires

· utilisable avec les microorganismes filamenteux


	· variation des conditions de culture

· durée de campagne courte

· temps morts entre 2 campagnes 

· biomasse finale limitée

	Continu 
	· conditions de culture constantes

· pas de temps morts entre deux campagnes

· forte production de biomasse et production de métabolites primaires

· bon système pour l’optimisation en recherche et développement


	· lourd à mettre en œuvre et maintenance lourde

· gros risques de contamination (entrées et sorties constantes)

· grosse consommation de milieu de culture

· pas adapté à la production de métabolites secondaires

· possibilité de mutation de la culture




5. CULTURE AVEC RECYCLAGE CELLULAIRE = SYSTEME DE PERFUSION
5.1. Principe

Pendant une campagne de fermentation, les cellules constituent la « masse catalytique » (// enzyme), c’est pour cette raison, qu’il est intéressant d'augmenter la concentration en biomasse dans le réacteur pour intensifier les cinétiques de :

- production : si l'on veut produire un métabolite 
- dégradation : si l'on veut dégrader un substrat ou réaliser une dépollution biologique
Le système de recyclage des cellules ou système de perfusion permet d’avoir beaucoup de « travailleurs » (augmentation de la biomasse) dans un minimum d’espace ! 

C'est une variante du procédé fed-batch = fed-batch avec recyclage des cellules.
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- Qe = débit d'entrée permettant un apport de nutriments correspondant aux besoins des cellules présentes
- Qs = débit de sortie permettant d'éliminer les métabolites intéressants à extraire ou les produits toxiques

- Elément de séparation : permet de séparer la phase liquide ou abiotique (S, P, ...) de la phase solide ou biotique (cellules à recycler)
- Qp = débit de purge éventuel

La croissance et la production sont contrôlées par :

· l'addition de nutriments, 

· le retrait d’une partie des déchets et d’une partie des produits
· le recyclage des cellules ( maintien dans le bioréacteur). 

C'est une méthode intermédiaire de passage vers les systèmes continus. Sans qu’on atteigne le régime permanent car les cellules sont totalement recyclées. En cours de fonctionnement la biomasse augmente de plus en plus mais au bout d’un certain temps les productivités commencent à chuter. 

Pourquoi ? Car les cellules mortes et certains gros métabolites (pouvant être toxiques à de fortes concentrations) s’accumulent dans le bioréacteur. Pour palier à ce problème, il s’avère intéressant d’appliquer une purge cellulaire à un débit très faible, elle suffira à renouveler un peu les cellules et à éliminer une partie des gros métabolites recyclés avec les cellules.

Le système à perfusion est surtout utilisé avec les cellules animales et végétales, en suspension ou immobilisées, il permet de maintenir l’homéostasie. Voir article "pour la science mars 1983" analysé en TP de BCM cultures de cellules animales

Attention ! Un bioréacteur à recyclage cellulaire n’est pas du tout approprié à une production pure de cellules, il est adapté à la production de métabolites ou à la dégradation/bioconversion de métabolites.

Pour une production pure de cellules, il vaut mieux un système de culture en continu dans lequel les cellules croissent à µmax et dans lequel on centrifuge en continu la biomasse sortante.

5.2. Les éléments de séparation cellules – milieu = systèmes de recyclage

Il existe plusieurs types d’éléments de séparation aux performances et coût très différents.

Les principales méthodes utilisées sont :



- décantation - floculation 


- centrifugation 


- filtration
5.2.1. Décantation - floculation

5.2.1.1. Décantation
	En quoi elle consiste ?
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	utilisable pour :

· les microorganismes floculants qui forment des agrégats, ils sont plus denses et décantent plus facilement.

· les cellules animales de densité plus importante que les bactéries. 

· les cellules adhérentes cultivées sur microbilles (microsupports).

Inconvénients :

· le décanteur doit avoir un volume plus grand que le volume à traiter.

· le système est souvent instable : les cellules ne sont pas totalement recyclées et il se produit un lavage du bioréacteur.




5.2.1.2. Floculation

- Quels sont les facteurs qui engendrent la floculation ?

- des facteurs génétiques affectant le métabolisme et la composition de la paroi cellulaire
- la nutrition 

- l’environnement 
- l’âge physiologique ...

- Quelles espèces microbiennes floculent ?

· des champignons filamenteux : Aspergillus niger
· l’algue unicellulaire : Dunaliella
· les bactéries : Zymomonas mobilis 

· les levures : Saccharomyces cerevisiae
NB : La floculation des levures et plus spécialement celle de Saccharomyces cerevisiae a été très étudiée en raison de ses applications en brasserie.

Une théorie sur la formation des flocs de levure propose un mécanisme basé sur la présence d’ions Ca++ dans le milieu : les ions Ca++ formeraient des ponts ioniques entre les sites récepteurs situés dans la paroi des levures.

Une autre hypothèse suggère que le mécanisme de la floculation serait aussi liée à la présence de liaisons hydrogènes entre certaines structures carbohydratées des parois des cellules. Ces liaisons fourniraient un rôle complémentaire aux ponts ioniques formés par le Ca++.

- Avantage : la formation de flocs facilite le processus de la décantation (formation d’amas denses).

- Inconvénients :

· la floculation diminue les transferts de matières entre le milieu de culture et les cellules emprisonnées dans les flocs ;

· l’homogénéisation est rendue plus difficile ce qui favorise l’accumulation des produits inhibiteurs et un ralentissement de la pénétration des facteurs de croissance, de l’oxygène dissous et du substrat carboné.

- Les bioréacteurs à floculation sont généralement utilisé en système air-lift : l’agitation par circulation d’air permet l’homogénéisation sans risque de casser les flocs.
	- Le recyclage peut être : externe, interne ou intégré :
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5.2.2. Centrifugation

	En quoi elle consiste ?
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	Les centrifugeuses sont constituées d’un cylindre alimenté en continu tournant à grande vitesse. 

Sous l’effet de l’accélération (50 000 g) les cellules plus lourdes que le liquide se déposent le long de la paroi du cylindre.

On récupère la biomasse sous forme de pâte cellulaire.
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	Avantage :


	· technique efficace


	Inconvénients :
	· nécessite un investissement important : coût plus élevé qu’un décanteur et l’entretien est plus difficile
· crée de l’hétérogénéité : pendant que les cellules sont centrifugées, elles ne sont plus dans leur environnement stable nécessaire à une production maximale.




NB : La centrifugeuse en continu est aussi un appareil de traitement des moûts utilisé pour séparer biomasse et milieu de culture en fin de campagne pour procéder ensuite à l’extraction des produits. L’extraction est réalisée à partir du milieu de culture si le produit est excrété par les cellules ou à partir des cellules qu’il faudra lyser si le produit n’est pas relargué dans le milieu.

5.2.3. La filtration = les procédés membranaires

Ce sont des procédés qui font intervenir des transferts de masse au travers de membranes à perméabilité sélective.

A partir du document lister les différentes techniques de filtration et préciser les caractéristiques de chacune de ces techniques : utilisation ou non de la pression et porosité des membranes.
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	Différentes techniques font intervenir la filtration :

Pression

(bars)

porosité des membranes

(nm)

Nature des particules retenues

- osmodialyse

1à 8

0.5 à 2

ions

- osmose inverse = hyperfiltration 

8 à >100

0.5 à 50
ions

- microfiltration

0.1 à 20
30 à 30000

ions, macromolécules

microparticules 

- ultrafiltration

1 à 80

3 à 10000

ions, macromolécules

microparticules 
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Les techniques de dialyse, de microfiltration et d’ultrafiltration ont déjà permis :

· de concentrer les cellules : cultures à haute densité
· d’améliorer les performances des différentes fermentations : travail en conditions constantes grâce à la perfusion
· l’extraction en continu des métabolites produits
La technique d’osmose inverse n’est pas utilisée pour le recyclage de microorganismes.

Ces procédés permettent une séparation :

- très sélective : à l’aide d’une membrane choisie en fonction de ce qui doit être retenu 

- à température ambiante : pour ne pas endommager la biomasse très sensible à l’élévation de température

- tout en maintenant des cellules dans un environnement constant (optimal) contrairement à la centrifugation
- peu coûteuse : la séparation ne demandant pas de changement d’état, l’énergie requise est plus faible que pour les procédés de distillation ou d’atomisation utilisé en industrie agro-alimentaire par exemple.

5.2.3.1. Dialyse
( Principe : elle utilise une membrane microporeuse qui sépare deux solutions de concentrations différentes. Cette différence de concentration entre les deux compartiments entraîne la diffusion des composés solubles de la solution la plus concentrée vers la solution la moins concentrée. 

La dimension des pores de la membrane détermine quelles sont les molécules susceptibles de passer par simple diffusion.

(Avantage : les substances biologiques et les cellules ne sont pas soumises à des contraintes physiques (turbulence, cisaillement) nuisibles à leur stabilité et leur viabilité.

(Inconvénient : de la technique est qu’elle exige un grand volume de solution extractrice (son volume dépend de la perméabilité de la membrane).

5.2.3.2. Microfiltration et Ultrafiltration
Ces 2 méthodes utilisent des membranes microporeuses. Ces membranes sont susceptibles d’arrêter les particules en suspension et de laisser passer l’eau et les molécules en solution.
La séparation est surtout basée sur :

· la taille
· la configuration des molécules. 

L’ultrafiltration utilise comme force motrice une différence de pression hydraulique.

Deux types de filtration sont possibles :
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	- filtration frontale (filtration classique) :

Le fluide à traiter circule perpendiculairement à la membrane. 

Les particules retenues s’accumulent sous forme d’un gâteau de filtration (« gel ») dont l’épaisseur ( et la porosité ( : 

au final colmatage de la membrane.

On peut limiter ce problème en créant une grande turbulence et en utilisant une filtration tangentielle à la place d’une filtration frontale.
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	- filtration tangentielle :

le fluide à traiter circule parallèlement à la membrane.

Il assure l’auto - nettoyage de la membrane grâce à sa vitesse d’écoulement. 
Cette technique permet de limiter le colmatage qui se produit au cours du temps.
Les performances sont bien meilleures. 

Mais il y a toujours sur la durée d’utilisation un colmatage, d’où l’intérêt d’avoir deux modules de filtration : pendant que l’un fonctionne, l’autre peut être décolmaté (traitements acide /base) 

	Le principe de la filtration tangentielle peut donc être schématisé par :
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	La pompe permet la mise sous pression et la circulation de l’effluent à traiter. En osmose inverse, le débit de perméat dépend de la différence de pression D P mais aussi de la pression osmotique P qui a tendance à s’opposer au passage du perméat. Pour que l’écoulement puisse se produire, il faut alors que la pression appliquée soit supérieure à la pression osmotique.

Les membranes de microfiltration et d’ultrafiltration comportant des pores, seule la différence de pression de part et d’autre de la membrane (pression transmembranaire D P) assure le passage du perméat.


Annoter le schéma suivant :
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L’ultrafiltration est une technique onéreuse mais son coût d’investissement diminue grâce aux progrès de la recherche qui permettent de réaliser des membranes de plus en plus solides.
Les membranes utilisées actuellement sont des membranes composites constituées d’une couche filtrante en oxyde de zirconium et d’un support en carbone amorphe. 

Différents matériaux sont à l’étude, les qualités recherchées sont :

- résistance à la température : pour pouvoir être stérilisées à la vapeur (120°C)
- résistance mécanique : pour supporter de fortes pressions et les traitements de décolmatage
En biotechnologies, l’ultrafiltration permet :

- le recyclage cellulaire et donc la culture à haute densité ;

- la mise en place d’un système de perfusion et donc un maintien en conditions stables ;

- la récupération et l’extraction en continu des métabolites produits (dans la mesure où ces derniers sont sécrétés par les cellules dans le milieu de culture).

Un schéma illustre une installation d’ultrafiltration pour la culture à haute densité cellulaire 
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Comparer les différents procédés, batch, fed-batch, continu, et perfusion, à l'aide d'un tableau où doivent figurer les caractéristiques des différents procédés : volume utile dans le réacteur, débits d'alimentation et de soutirage, composition des liquide d'alimentation, des liquides de soutirage et des liquides de réacteur.

	 
	Volume utile
	Débits
	Composition des liquides :

	
	
	alimentation
	soutirage
	alimentation
	soutirages
	réacteur

	Batch
	constant
	0
	0
	0
	0
	X, S, P variables

	Fed-batch
	variable
	En fonction de la consigne pour le FL
	0
	Apport du facteur limitant selon consigne
	0
	X, S, P variables sauf la molécule apportée régulièrement



	Continu
	constant
	Constant : Qalimentation = Qsoutirage
	Milieu de culture neuf
	Milieu + cellule
	X, S, P constants

	Perfusion
	constant
	Constant : Qalimentation = Qsoutirage
	Milieu de culture neuf
	Milieu sans cellules (recyclage)
	X augmente variable,

 S, P constants


TD batch, fed-batch et continu (chemostat) pluri session 2002 et 1999,  projet session 1996

6. CULTURE AVEC IMMOBILISATION CELLULAIRE 

TD cellules immobilisées projet session 1997

Tous les types de cellules (bactéries, champignons, cellules végétales et animales) peuvent en principe être immobilisées. Les techniques d'immobilisation de cellules utilisent les mêmes principes que ceux utilisés pour les enzymes.

Les méthodes d'immobilisation des cellules se divisent en trois catégories :  Voir schéma page 168 Larpent

	IMMOBILISATION CHIMIQUE

	
	IMMOBILISATION physique
	
	agrégation cellulaire
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	Liaisons non covalentes : Adsorption 
	
	Inclusion dans une matrice de polymère
	
	Inclusion dans une microcapsule : encapsulation ou pelliculage
	
	Agrégation 
(floculation)


Remarque : si question ?

La méthode basée sur des liaisons covalentes est très importante pour l'immobilisation d'enzymes, par contre elle n'est pas utilisée pour l'immobilisation des cellules. Cette technique altère la viabilité des cellules. En effet, les agents chimiques intervenant dans la mise en oeuvre des liaisons covalentes (glutaraldéhyde, bromure de cyanogène, carbodiimide) sont susceptibles de modifier certaines fonctions cellulaires.

6.1. Les méthodes d’immobilisation chimique
6.1.1. Par liaisons non covalentes : l’adsorption

Technique utilisée dans :

· la fabrication du vinaigre (depuis plus d'un siècle), les Acetobacter sont adsorbés sur des copeaux de hêtres qui flottent à la surface du milieu liquide et ils assurent la conversion de l’éthanol en acide citrique en aérobiose.

· le traitement des eaux usées.

· la culture des cellules animales dites "adhérentes" qui nécessitent une surface d'appui pour leur croissance et leurs productions.

NB : L'adhérence des cellules animales est essentiellement due à des fibres protéiques émise par les cellules qui constituent in situ la matrice extracellulaire et à une complémentarité de charges électriques existant entre le support et la surface des cellules. Afin d'obtenir de plus fortes densités cellulaires, il faut trouver un système où le rapport surface/volume est maximum.

L’adsorption fait intervenir des interactions de faible énergie : ionique, VDW, H (pas de liaison covalente) entre les cellules et le support.

L'attachement des cellules sur un support dépend de :

· la nature et l'état physiologique du microorganisme : adhérence naturelle ou pas, composition de la membrane ou paroi,

· des caractéristiques du support : porosité, rugosité des supports organiques : cellulose, agarose, résines et supports minéraux : silice, alumines

étude de projet donnée “culture des cellules animales sur microsupports”, les différents supports utilisés en culture de cellules animales adhérentes 

Différents systèmes de culture peuvent être développés :

· système de bouteilles tournantes ou "Rollers"
· systèmes membranaires à fibres creuses

· système de microsupports, microporteurs ou "microcarriers"

6.1.1.1. Système de bouteilles tournantes ou « rollers »
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	On cultive les cellules adhérentes à l'intérieur de bouteilles tournantes = "rollers" dont le mouvement expose les cellules alternativement à l'oxygène de l'air et au milieu de croissance. 

Inconvénients : faible rapport surface/volume, coût élevé et entretien lourd.

Avantages : facile à mettre en œuvre 



6.1.1.2. Systèmes membranaires à fibres creuses

Les fibres creuses sont fabriquées avec des membranes gaz-perméables qui servent à fabriquer des fibres = cylindres creux dont le diamètre varie de 0,3 à 0,75 mm et qui sont montées en cartouches. 
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Voir schéma pour la science n° 65 Mars 1983

Analyser les schémas et répondre aux questions suivantes

Où poussent les cellules et avec quoi sont elles en contact ? 

Les cellules poussent sur la surface extérieure des fibres et baignent dans le milieu de culture. 

Comment est apporté l’air aux cellules ? 

L'air circule à l'intérieur de chaque fibre, il passe à travers la membrane de la fibre et diffuse vers les cellules.

Comment est réalisée l’alimentation en milieu nutritif ? 

Le milieu neuf est injecté par le fond du boîtier contenant la cartouche de fibres, il va traverser les couches de fibres en alimentant régulièrement les cellules en éléments nutritifs et on le récupère à la partie supérieure.

Avantages :  

· les [substrats] et en [déchets métaboliques] sont à peu près uniformes dans toute la cartouche car le chemin parcouru par le milieu est très court.

· nette amélioration du rapport surface/volume : densité cellulaire ( et production (
Inconvénients : 

· consommation de milieu importante
· coût des fibres qui doivent supporter des nettoyages successifs afin de pouvoir être réutilisée plusieurs fois

· l'homogénéité ne peut pas être parfaite
· pas utilisable à grande échelle
· non automatisables, car il y a impossibilité d'effectuer des mesures directes des paramètres à  réguler
Système des capillaires dyalisants
On utilise des membranes dyalisantes. Ces membranes servent à fabriquer des capillaires, et là, dans ce système le milieu circule à l'intérieur des capillaires, les cellules poussent toujours à la surface des capillaires. Les éléments nutritifs diffusent à travers le film de chaque capillaire et sont ainsi mis à disposition des cellules par dialyse. Le milieu doit être au préalable chargé en oxygène pour alimenter les cellules.

6.1.1.3. Systèmes de microsupports, microporteurs ou « microcarriers »

- A base de billes de dextrane (polymère naturel du glucose) dont le diamètre est de l'ordre de 50 à 200 µm
Nature des microsupports : voir étude de projet 

Etapes de la mise en place :
· Incubation pendant un certain temps du milieu + les microporteurs, 

· puis inoculation des cellules sans agitation pour leur laissé le temps de s’accrocher.

· Mise en route de la culture comme pour une culture en suspension, à faible vitesse d'agitation (40 à 60 tours/mn) pour limiter les collisions des billes qui risquent de décrocher ou endommager les cellules.

Avantages :  

· système le plus efficace en terme de rapport surface/volume et dont la capacité peut être la plus importante :  7,5 litres à 5 g/L de billes peuvent produire autant de cellules que 500 rollers.

· permet une bonne homogénéité (se rapproche du réacteur infiniment mélangé)

· permet d’assurer des régulations
· permet le recyclage cellulaire (système de perfusion) par simple décantation 

Inconvénients :  

· peu de lignées cellulaires peuvent être recueillies tout en gardant leur viabilité et la plupart ne supporte pas une nouvelle inoculation (la récolte des cellules accrochées aux microsupports se fait par trypsination). 

6.1.2. Par liaisons covalentes

Technique très utilisée pour l'immobilisation d'enzymes. Par contre, elle n'est pas utilisée pour l'immobilisation des cellules car elle altère la viabilité des cellules. 
Les agents chimiques intervenant dans la mise en oeuvre des liaisons covalentes (glutaraldéhyde, bromure de cyanogène, carbodiimide) sont susceptibles de modifier certaines fonctions cellulaires.

6.2. Les méthodes d’immobilisation physique

6.2.1. Par inclusion dans une matrice de polymère
6.2.1.1. Principe

C’est le procédé le plus utilisé pour l'immobilisation des cellules. 

Les cellules sont incluses dans des billes constituées d’un gel, en général d’origine naturelle, ce qui pose des soucis de maîtrise de la reproductibilité des lots et de la présence de composants mineurs pouvant avoir des effets négatifs.

Le gel est constitué de polymères organisés en réseau réticulé qui ménage des mailles à l’intérieur desquelles les cellules seront prisonnières.

Le réseau doit permettre au maximum la diffusion des substrats et des métabolites, plus les billes sont petites plus les échanges cellules - milieu sont importants car grande surface d’échange.
L'optimisation d'une telle immobilisation repose sur le rapport entre la quantité de cellules et la quantité de gel. 

La matrice doit être formée en présence des cellules tout en conservant la stabilité - viabilité des cellules.
6.2.1.2. Les techniques de formation des billes

L'étape de dispersion pour avoir formation de microbilles est une composante essentielle du procédé. Elle détermine la taille des microbilles, mais aussi la distribution des tailles et la forme des microbilles. C'est aussi souvent l'obstacle principal à la production industrielle des microbilles d'inclusion. 

Il existe deux voies principales de dispersion : l'extrusion et l'émulsification.

· L’extrusion

L’extrusion consiste à faire tomber goutte à goutte la suspension (cellules + matériau à gélifier) dans un bain où est réalisée la gélification des gouttes. Ex : alginate dans bain de CaCl2 
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	3 méthodes courantes d'extrusion, voir Biofutur mars 1994 page 17
· C’est une technique :

· simple à mettre en oeuvre. 

· le débit volumique est proportionnel au volume des particules (pour des taille de gouttes inférieures à 500 µm, la production chute à quelques millilitres par heure). 

· pas utilisable pour une production industrielle.




· L’émulsification

L'émulsification consiste à disperser une phase aqueuse (suspension cellulaire) dans une huile (idem vinaigrette phase aqueuse =  vinaigre dans huile). 
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	· C'est une technique :

·  Simple à mettre en oeuvre
· industrialisable à très grande échelle.

· taille des gouttes pas très homogène




6.2.1.3. Les techniques de gélification

· Gélification ionotropique dans des billes d’alginate
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Figure 1.143. : Schéma de Pinclusion des cellules dans un alginate.




	Principe = si un électrolyte, soluble dans l'eau, est mélangé avec des ions inverses appropriés, une solidification s'opère. Des microbilles sont obtenues si le polyélectrolyte est apporté goutte à goutte (extrusion) dans la solution de gélification. 

- L'alginate est le produit le plus couramment employé. produit par les algues = additif alimentaire. 

L'alginate est un polysaccharide chargé négativement, soluble dans l'eau, qui se gélifie de manière stable en présence d'ions bivalents en excès comme le calcium. 

- Les billes sont produites en laissant tomber goutte à goutte une solution d'alginate contenant des cellules en suspension dans une solution de chlorure de calcium à 0.05%-2%. 

C'est une méthode simple, douce et efficace, réalisée à température ambiante, pH et osmolarité physiologique. Il n'est donc pas étonnant que plus de 90 % des études sur l'immobilisation des cellules aient recours à l'alginate.
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 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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	Exemples de systèmes de gélification ionotropiques :


Polyélectrolytes



Ions inverses
CO2-
Alginate, pectine, carboxyméthylcellulose
Ca++, Zn++, Fe++, Al++
SO3--
Carraghénane, sulfate de cellulose

K+, Ca++
NH4+
Chitosane




Polyphosphate
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Photo ME à balayage Bille de K- carraghénane fracturée


· Deux inconvénients à l’utilisation des billes d'alginate :

- la méthode d'extrusion pour la formation des billes présente des limites : 




- faible productivité ;




- production industrielle pas envisageable ;




- contrôle complexe à mettre en place pour les petites tailles de billes.

- de plus, en présence d'ions complexant le calcium, tels que les ions phosphates présents dans beaucoup de milieux de culture, on observe une reliquéfaction des billes. Elle peut être éviter grâce à un pelliculage des billes qui empêche le relarguage du matériel encapsulé même en cas de reliquéfaction.
- Une autre proposition pour palier au problème de l'impossibilité de produire industriellement des billes d'alginate = proposition d'une méthode basée sur la dispersion d'une solution d'alginate contenant un composé insoluble de carbonate de calcium dans une huile végétale. La gélification est ensuite provoquée par addition d'acide acétique à l'émulsion. 

La technique est facilement extrapolable à l'échelle industrielle, même pour des billes de petites tailles. La chute de pH associée au procédé (limitée dans les conditions optimales de 8 à 6,5) peut constituer néanmoins une limite pour certains types de cellules.

· En réponse aux limites de l'alginate :

Utilisation d’un autre gel : le -carraghénane.
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La préparation de billes de carraghénane est habituellement réalisée par émulsification d'une solution de carraghénane dans de l'huile végétale à 45°C, suivie d'une baisse de température. 

Cette technique :

· est applicable à grande échelle, 

· ne présente pas les problèmes de stabilité attribués à l'alginate : pas de reliquéfaction. 

· Soucis température de 45°C n’est pas supportée par de nombreuses cellules animales.

(Il existe de l’agarose basse surfusion, à 37°C, très cher et non utilisable car liquide aux températures de culture).

· Gélification dans la gélatine ou l’agarose
· La gélatine et l'agarose sont les produits les plus utilisés. 

· La gélification s'opère par baisse de la température. 
· Les cellules sont mises en suspension dans l’agarose ou la gélatine maintenus en surfusion aux alentours de 50-55°C. Pour obtenir de petites sphères, de diamètre régulier et déterminé, le mélange de cellules et de substances gélifiantes (à 2%) est coulé à travers une tubulure et dispersé dans une huile (huile soja ou de paraffine, phtalate de butyle), à température contrôlée. Le refroidissement s'opère progressivement. Les microsphères sont lavées plusieurs fois dans une solution physiologique et sont alors prêtes à l'emploi.
· Inconvénient : température parfois incompatible avec la viabilité des cellules.
Pour les cellules animales, l'inclusion peut se faire dans de la fibrine transformée en fibrinogène sous l'action de la thrombine.

* Polymérisation (Larpent)
Cette technique simple se base sur la formation de réseaux copolymériques de groupements vinyles contenant des monomères (acrylamide, 2-hydroxyéthyle de méthacrylate), des oligomères ou des polymères (ENT 4000, PBM-200, ....) en présence d'un composé tel que le divinyle ou par irradiation aux rayons gamma.

Cette technique a été la première utilisée pour la rétention matricielle de cellules, mais est actuellement remplacée par la méthode de gélification ionotropique.

* Polycondensation (Larpent)

Un oligomère liquide, au moins bifonctionnel, est traité avec un composé multifonctionnel de cofonctionnalité appropriée. Un tel système est représenté par exemple par les matrices de polyuréthane, obtenues à partir de précurseurs contenant des groupes isocyanates (hypol 3000, Desmodur T80).

Une autre possibilité est l'utilisation de polymères fonctionnels et d'un réactif de faible poids moléculaire, par exemple des billes de gélatine avec le glutaraldéhyde ou encore le système collagène/glutaraldéhyde.

6.2.2. Par inclusion dans une microcapsule : encapsulation ou pelliculage

on encapsule les cellules dans un film polymérique semi-perméable : acétate de cellulose, polyester, endrojet ... on parle de pelliculage
En effet les billes de gel semblent assez rigides, mais elles ne contiennent que 2 à 4 % de gel et sont donc fragiles. De plus certaines billes peuvent se reliquéfier. Les billes peuvent donc être stabilisées par formation d'une pellicule autour de la bille. 

La bille de gel pourra ultérieurement être ou non reliquéfiée : microcapsules avec intérieur gélifié emprisonnant les cellules ou microcapsules avec intérieur liquide dans lequel les cellules sont en suspension.

6.2.2.1. L’encapsulation par liaison ionique

Le système alginate/polylysine est couramment utilisé pour la culture des :

· cellules animales 

· hybridomes 

Les cellules sont immobilisées dans une matrice d'alginate qui est ensuite traitée à la polylysine. 

La polylysine chargée de groupement NH3+ interagit avec les groupements carboxyliques de l'alginate pour former un film insoluble. 

L'alginate non complexé, c'est à dire à l'intérieur de la microcapsule est redissout (reliquéfié) par addition d'acide citrique qui complexe les ions Ca++
Le choix des conditions = MM et concentration de la solution de polylysine permet de contrôler la perméabilité de la membrane.

- Ce procédé est industriellement utilisé pour la production de certains anticorps monoclonaux car les hybridomes sont des types cellulaires fragiles et ils sont plus stables encapsulés dans l’alginate. La technique d'encapsulation a été étendue dans le domaine végétal aux embryons somatiques pour produire à terme des semences synthétiques (culture à grande échelle des embryons en bioréacteur puis encapsulation des embryons pour reproduire les revêtements de la graine).

6.2.2.2. L’encapsulation par liaison covalente

La création d'une membrane à caractère covalente est une alternative au pelliculage par liaison ionique.

Des billes d'agarose, formées par extrusion dans un flux de paraffine, sont mises en contact avec un mélange polymérisable d'acrylamide et de bis-acrylamide. La polymérisation est provoquée par un processus photochimique.

Autre procédé, un polyéthylène glycol activé est ajouté à une solution d'alginate. Après formation des billes, on induit la polymérisation par exposition à une lumière laser en présence de photo-initiateurs.

Autre méthode pelliculage = réaction entre un polysaccharide porteur de groupements esters (alginate de propylène glycol ou PGA) et une protéine en milieu alcalin. Les deux ingrédients (PGA et protéine) sont incorporés dans des billes d'alginate durant leur fabrication. Les billes sont alors mises en contact avec une solution alcaline afin de provoquer la formation d'une membrane par transacylation, étape suivie d'une neutralisation (voir Biofutur mars 1994 page 20). Bien conduite, cette technique est l'une des rares méthodes permettant la formation d'une membrane covalente sans effet toxique notable. Les bactéries, les microorganismes microscopiques et les graines ainsi encapsulées ont un très haut niveau de viabilité.

Technique à l'étude, très délicate = Méthode de coextrusion d'une suspension de cellules et d'une solution de polyacrylamide dans un bain provoquant la gélification du polymère. Cette méthode permet d'éviter les étapes de formation des billes et leur reliquéfaction.

* Précipitation interfaciale ou coacervation
La technique dite de coacervation consiste à réaliser la précipitation d'un polymère liposoluble, dérivé de cellulose, à l'interface d'une dispersion aqueuse. Mais cette méthode est toxique à cause de l'emploi de solvants polaires, et requiert donc une étude précise des conditions de travail.

Une autre technique appelée coacervation complexe, est extrêmement douce et permet l'encapsulation de cellules particulièrement fragiles. Elle consiste à laisser tomber goutte à goutte une solution de sulfate de cellulose (polyanion) dans une solution de polyamine quaternaire (polycation). A l'interface des gouttes se forme une membrane par interaction ionique entre les deux polymères.

6.3. L’agrégation cellulaire : floculation

La floculation est l'agrégation de cellules individuelles. 


[image: image49]                                                                        
[image: image50]
Ce processus peut être naturel comme pour certaines levures. 

On peut améliorer la floculation des cellules par addition de polyélectrolytes, comme le chitosane.

Cette technique est jusqu'à présent utilisée seulement en microbiologie : brasserie, champagne. Voir précédemment
6.4. Systèmes mis en œuvre pour les cultures de cellules immobilisées

Les cultures de cellules immobilisés peuvent s'effectuer en :

· lit fixe (bioréacteur à fibres creuses, lit empaqueté, par exemple) 
· lit fluidisé (microsupports en suspension par exemple).

Selon le système mis en oeuvre la culture a lieu dans des bioréacteurs classiques ou dans des bioréacteurs spécifiques.
Les  procédés de culture batch, fed-batch, perfusion sont envisageables.

( Réacteur en verre, thermostaté par bain-marie, avec régulation de pH, pour la culture en anaérobiose et en continu (chemostat) de cellules immobilisées sur pouzzolane
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6.5. Avantages et inconvénients de l’immobilisation cellulaire

· Avantages 
· Protection des cellules fragiles (plus ou moins forte selon le système choisi). Ceci est bien illustré avec les cellules animales qui ne possèdent pas comme les bactéries ou les levures de paroi cellulaire protectrice, ce qui leur assurerait une plus grande résistance aux forces de cisaillement crées par l'agitation classique par pales. La taille importante des cellules pose en effet un problème de sensibilité au cisaillement. Les cellules végétales qui possèdent une paroi de nature pectocellulosique sont aussi confrontées au problème. Il existe des systèmes d'agitation améliorés (faible vitesse et bon Kla cependant) mais le moyen de mieux protéger les cellules est souvent de les immobiliser.

· Extraction des métabolites facilitée car le milieu sort pratiquement exempt de cellules

· Augmentation considérable de la productivité des bioréacteurs car on peut faire de la concentration cellulaire grâce à la mise en oeuvre de systèmes à recyclage cellulaire. Très intéressant à mettre en oeuvre lorsque les cellules présentent une faible productivité.

· Réutilisation des cellules aussi longtemps qu'elles conservent leur activité. 

· Accroissement de la durée de vie des cellules. Certains réacteurs à cellules fixées peuvent fonctionner en continu pendant plusieurs mois voire plusieurs années. 


Maintien en survie des cellules intéressant quand :

- les cellules ont une croissance lente ;

- lorsque les conditions optimales ne sont pas les mêmes pour la croissance et la production : exemple, cas de la production de métabolites secondaires produits par des cellules qui ne sont plus en division.

- immobilisation des cellules en phase stationnaire de croissance permet la conservation des souches et diminue le nombre des repiquages

· Permet l’immobilisation des cellules pour lesquelles l’adhérence est nécessaire
· Dans certains procédés on utilise l'addition de solvants organiques dans le milieu réactionnel pour améliorer la solubilité des substrats et des produits. Or cette addition est parfois toxique pour les cellules et l'immobilisation est une solution efficace de protection.

· Inconvénients
· Problèmes de transferts : le problème est d'obtenir des systèmes bien homogènes, car les transferts ne sont pas facilités. Le principal problème à résoudre est la mise en place d'une aération efficace.

· le changement d'échelle (Scaling up) : les billes ou les microsupports ne doivent pas être soumis à des collisions trop importantes, et le passage à une échelle de culture supérieure va demander d'appliquer des conditions d'homogénéisation plus drastiques. 

Les réacteurs à fibres creuses conçus pour les cellules adhérentes sont difficilement envisageables à trop grande échelle.

· Problèmes de récupération des cellules pour les réinoculer
· Problèmes de récupération des métabolites intracellulaires.

6.6. Applications des cultures à microorganismes immobilisés
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Voir tableau Larpent pg 181 + article Biofutur mars 1994 




	Immobilisation de microorganismes dans le chitosane pour des applications environnementales

L'immobilisation de cellules viables est un outil utilisé pour accroître la stabilité d'un système microbien, permettant son application dans des conditions environnementales extrêmes, sa réutilisation et la mise au point de bioprocédés continus. Cette technologie fournit une méthode novatrice pour l'immobilisation des bactéries qui peut être employée en vue d'améliorer la performance et la stabilité de systèmes de traitement biologique conçus pour la biorestauration des eaux contaminées par des solvants chlorés (PCE, TCE, etc.), des hydrocarbures, des nitrates et d'autres composés biologiquement dégradables.

Concept : L'immobilisation de biocatalyseurs dans une matrice de soutien constitue une stratégie efficace pour améliorer la stabilité et faciliter l'utilisation des systèmes cellulaires complets. Toutefois, le coût de la matrice, les effets nocifs de divers ions sur la plupart des polymères couramment utilisés et la difficulté de conserver l'activité catalytique souhaitée durant l'immobilisation ont limité l'application de cette technique dans le traitement biologique des eaux usées.
	Une nouvelle méthode a été mise au point pour l'immobilisation de microorganismes ou de boues dans une matrice polymérique. L'immobilisation est réalisée par couplage d'un polymère de chitosane à haut poids moléculaire avec du lignosulfonate dans des conditions douces pour former des billes encapsulant des cellules bactériennes ou des boues (voir la figure ci-dessous). Cette méthode permet de réutiliser les cellules, de les charger au maximum et de procéder en continu. En outre, l'immobilisation protège les cellules contre les conditions extérieures défavorables comme le pH et les solvants organiques. On peut également avoir recours à une technique de pulvérisation pour réduire la taille des particules au besoin.
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http://www.nrc-cnrc.gc.ca/fra/licences/irb/immobilisation-microorganismes.html
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