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Résumé :

Afin d’attendre au résultat optimal avec des conditions idéales dans la fermentation naturelle,
il faut la répéter plusieurs fois. Cela génere un gaspillage de produitset de temps (colit). De ce
fait, il est nécessaire d’exploiter une technique d’estimation. La modélisation = mathématique
et son calcul via la simulation informatique sont considérés comme des techniques qui
permettent de prédire le résultat optimal et les conditions idéales. Dans ce travail,nous
proposons une simulation informatique d’une modé€lisation mathématique de la fermentation
de penicillium pour produire la pénicilline.LLa comparaison entre les résultats de 1’exécution
de cette simulation et les résultats expérimentaux montre que la simulation informatique est
un outil précieux pour développer des stratégies améliorées de controle pour la fermentation
industrielle de lapénicilline en Fed batch par penicillium chrysogenum.

Mots clés :

Modélisation mathématique, Simulation informatique, Pénicilline,Fed batch, Penicillium
chrysogenum, Fermentation, Bioréacteur.
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Introduction :

Aujourd'’hui, les antibiotiques B-lactamines, en particulier les pénicillines et les
céphalosporines, représentent les principaux produits biotechnologiques au monde
avec des ventes mondiales d'environ 15 milliards de dollars américains. Cela
représente environ 65 % du marché mondial total des antibiotiques. D'autant que la
production de ces derniers par des micro-organismes a conduit a une augmentation de
la production et a une réduction significative des colits (Elander, 2003). La
pénicilline est ’'une des productions qui ont révolutionné les approches médicales du
traitement des maladies bactériennes (Fleming, 1929 ; Chain ef al., 1940 ; Abraham
et al., 1941 ; Thom., 1945) par penicillium Chrysogenum. Cette derniere est surtout
connu pour étre une source de pénicilline et de plusieurs autres antibiotiques
(Howard, 2003).

Parmi les problemes rencontrés par divers chercheurs industriels : la surveillance du
processus de production, diagnostic des défauts et le contrdle industriel a 1'échelle de
I'usine (Downs et Vogel, 1993), car dans la fermentation naturelle, il n’y a pas de
prédiction de la quantité de production et les conditions nécessaires. Donc, il faut
chercher des techniques de prédiction.

Au cours des dernieres années, il y a eu un développement rapide et important des
méthodes mathématiques qui peuvent étre utilisées pour déterminer les profils de
contrdle optimaux pour les procédés chimiques. (Constantinides et al ., 1970). C’est
pour cela dans notre étude, la simulation informatique basée sur un modele
mathématique de la production de pénicilline par pénicillium Chrysogenum a été

proposée comme theme de cette mémoire. Nous avons adopté un modele dynamique
réaliste de fermentation en fed- batch de la pénicilline. Le modele adopté de (Birol, et
al ., 2002 de Dorigine de Bajpai, et Reuss., 1980) est un banc d'essai important
référencé sur les études de surveillance et de controle des procédés (Birol et
al.,2002) tels que : le contrdle de la croissance de la biomasse et de la consommation
du substrat et I'évaluation du rendement de la pénicilline.

La simulation informatique proposée est suffisamment détaillée pour étre utilisée
comme banc d'essai pour de nombreuses applications telles que le suivi de processus
expérimentaux, l'explication des phénomenes de base de la fermentation de la
pénicilline et le développement de logiciels, dans lesquels il peut étre facilement
utilisé (Birol ef al.,2002).



Ce mémoire est organisé en trois chapitres :

Dans le premier chapitre on va essayer de donner le maximum de connaissance sur les
antibiotiques et plus précisément la pénicilline. On va expliquer également la
découverte expérimentale, les structures chimiques, le mode d’action, I'usage, les
effets secondaires de la pénicilline et la production de la pénicilline par penicillium
Chrysogenum. Dans le méme chapitre, on va présenter la fermentation ainsi que le
bioréacteur avec ses différents modes de culture.

Le deuxieme chapitre consiste a expliquer les notions relatives a la bio_informatique
et a ’informatique telles que : la modélisation des systemes biologiques, les logiciels,
le processus de développement d’un logiciel avec les différents modeles de
développement.

Le troisieme chapitre également représente la partie pratique de notre travail ol on va
expliquer les détails de développement du logiciel de la simulation de la production
de la pénicilline par penicillium Chrysogenum en fed-batch en se basant sur la
modélisation mathématique proposée dans (Birol et al.,2002).

Finalement, le dernier chapitre consacré a présenter les résultats et les discutions, dans
lequel on va vérifier et valider le fonctionnement de notre logiciel.

Le manuscrit s’achéve par une conclusion et des perspectives.
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1-LES ANTIBIOTIQUES :

Le mot antibiotique issu du Grec antibios qui signifie « contre la vie ». Les antibiotiques,
selon Waksman sont des substances chimiques produites par des microorganismes. Ils sont
capables d’inhiber le développement et de détruire les bactéries et d’autres organismes. Cette
définition est considérée actuellement comme un peu trop stricte et on lui préfere 1’énoncé
suivant : on appelle antibiotique « tout composé chimique, élaboré par un organisme vivant
ou produit par synthese, a coefficient chimio thérapeutique élevé dont I’activité thérapeutique
se manifeste a treés faible dose, d’une maniere spécifique, par l'inhibition de certains
processus vitaux, a 1’égard des virus, des microorganismes ou méme de certaines cellules des
étres pluricellulaires » (COHEN, 1997). Ayant un site d’action bien défini et un mécanisme

précis permettant leur utilisation dans le traitement de la majorité des infections (Kioub,

2002).

Tableau 1 : Antibiotiques couramment utilisés (Larpent et Sanglier, 1989).

Source Antibiotiques Spectre
semi-synthétique Ampicilline Vaste
Oxacilline étroit (gram +)
Kanamycine vaste
Carbénicilline vaste
Synthétique Ciprofloxacine Vaste
Clindamycine étroit (gram + anaérobies)
Dapsone étroit (mycobactéries)
isoniazide étroit (mycobactéries)
Streptogramines vaste
Sulfamides vaste
Chloramphénicol vaste
Streptomyces Tétracyclines Vaste
Streptomyces Vancomycine étroit (gramme +)
Streptomycesgriseus Streptomycine Vaste
Penicillium notatum Pénicilline étroit (gramme +)
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Bacillus polymyxa polymyxine B étroit (gramme -)
Streptomyces Quinolones étroit (gramme -)
Streptomyces Rifampicine Vaste
Streptomycesfradiae Néomycine Vaste

Streptomyces Kanamycine Vaste
Micromonosporapurpureae Gentamicine étroit (gramme -)
Penicillium griseofulvum Griséofulvine étroit (champignons)
Streptomyceserythaeus Erythromycine Vaste
Cephalosporiumspp Céphalosporines Vaste
Streptomycesnodosus amphotéricine B étroit (champignons)

Bacillus subtilis

Bacitracine

étroit (gramme +)

1.1 —Péniciline :

Les pénicillines sont des antibiotiques appartenant au groupe des béta-lactamines.
(Christian,2014) . Penicillium chrysogenum joue un rdle important en biotechnologie en
tant que principal producteur industriel de la pénicilline qu’il produit lors du métabolite
secondaire. A ce jour, cette espece est utilisée industriellement pour la production de la
pénicilline, et cela a cause de son intérét tres important d’un point de vue économique. Ce
type d’antibiotiques est fréquemment utilisé pour le traitement des infections souvent
mortelles comme la méningite et la tuberculose. Les pénicillines sont susceptibles de se
dégrader sous certaines conditions telles que l'acidité (tableau 2) (Sigl et al, 2011 ; Ziemons

et al ,2017 ; Balsalobre et al ,2019).
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Tableau 2: les classes de pénicilline (Houvenaeghel, 1992; Thévenot, 2003)

Sous-famille Exemple Spectre d’action
P Germe a Gram
pénicilline G s
positif
)
NN
0
\-‘R" H A
i [ Y™\_Lls _ Germes a Gram
pénicillines M 6 I e
P B positif
& OH
)
oxacilline
TR

W Germe a Gram

pénicillines A H =~ positif et Gram
o M négatif

amoxicilline

HOY;O
— H Germes a Gram
Carboxypenicillines m“ Y s sk
. e o 4 positif et a Gram
Uréidopénicilline N\)<
(o) 4
O/"OH

. A négatif y compris
amidopénicillines gatity p

Pseudomonas
Ticarcilline
OH ' Germes a Gram
HH /7” positif et a Gram
carbapénénes NS négatif y compris
o Pseudomonas,
entérocoques et
imipénéme anaérobie

1.1.1-Historique de pénicilline :

La découverte de la pénicilline s'est produite en 1928, par accident, lorsque ces problemes
politiques et sociétaux ont été prendre place. Tout a commencé lorsqu'Alexander Fleming
faisait des recherches sur les propriétés des staphylocoques, un groupe de bactéries Gram-
positives, qui ont un type particulier de paroi cellulaire (Pénicilline). Fleming était méditant
également sur I'hypothese que son propre mucus nasal avait des effets antibactériens (Ho,
1999).

En juillet de 1928, Fleming a quitté son travail de laboratoire et est parti en vacances (Ho,
1999). Avant de partir, il a laissé une culture plaque enduite de bactéries Staphylococcus sur
sa paillasse (Ho, 1999). 1l est revenu environ un mois tard en aolit ou début septembre et a
observé un phénomene intéressant (Sun, 2005). I a remarqué que de nombreuses plaques de
culture étaient contaminées par une moisissure qui produisait une substance jaune, qui était
inhibant la croissance bactérienne (Sun, 2005). Fleming a examiné de plus pres une plaque

6
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aléatoire (Sun, 2005). II remarqué que les colonies de Staphylocoques présentaient une lyse,
la destruction des cellules bactériennes, pour certaines distances autour de la croissance des
moisissures (Sun, 2005). Fleming (Sun, 2005) a rapporté : « Mais de 1’expérience précédente,
j'aurais jeté l'assiette, comme beaucoup de bactériologistes ont di le faire avant. Il est
également probable que certains bactériologistes ont remarqué des changements similaires a
ceux observés [parmoi]... mais en l'absence de tout intérét pour les substances
antibactériennes d'origine naturelle, les cultures ont simplement été mis au rebut... au lieu de
chasser la culture contaminée... j'ai fait quelques investigations.

"Avant de partir en vacances, Fleming ne savait pas qu'une spore d'une variante rare de
moisissure appelée Penicillium notatum a dérivé sur la plaque (Ho, 1999). Heureusement,
Fleming a décidé de ne pas conserver l'assiette dans un endroit chaud incubateur et Londres a
été frappée par une vague de froid ; cela a permis a la moisissure de se développer (Ho,
1999).Plus tard, a mesure que la température augmentait, la bactérie Staphylococcus se
développait tres rapidement et recouvrait toute la plaque sauf pour les zones entourant le
contaminant moisi (Ho, 1999). Voir ce phénomene intéressant était le moment "Eureka" de
Fleming (Ho, 1999). Fleming a correctement déduit que le moule doit avoir libere une
substance qui inhibe la croissance de la bactérie (Ho, 1999). Fleming a nommé I'actif
ingrédient dans la pénicilline de moisissure (Ho, 1999).

colonie de pénicillium

staphylocoques en cours de lyse

colonie de staphylocoques normale

Figure 1 : Une image de la découverte originale de Fleming (Fleming,2017)
1.1.2-structures chimiques

Les quatre classes de pénicillines(Les pénicillines G, Les pénicillines V, Les pénicillines M,
Les pénicillines A) contiennent :
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un cycle a 4 atomes fB-lactames fusionné avec une thiazolidine. Un ester peut étre formé pour
prolonger la durée de vie du médicament en étant une prodrogue.(Abadie, 2017)

Les carboxy- pénicillines sont représentées par une molécule : la Ticarcilline. Les
uréidopénicillines quant a elles sont représentées par la Mezlocilline et la Pipéracilline. Elles
ont une action plus étendue.(Faure , 2008)

H
R N..__‘_ S
DL AN
O -
D-,"f}"‘GH

Figure2: Structure générale des pénicillines .(Howard,2021)
1.1.3- Le mode d’action

La plupart des bactéries ont une paroi cellulaire de peptidoglycane qui entoure la membrane
plasmique bactérienne, empéche la lyse osmotique et assure l'intégrité structurelle. La paroi
du peptidoglycane se remodele continuellement au cours de la réplication et de la croissance.
La pénicilline inhibe la réticulation du peptidoglycane dans la paroi cellulaire.(Fisher et
Mobashery.,2020).

Le catalyseur de cette réaction est constitué de protéines liant la pénicilline, telles que
I'enzyme DD-transpeptidase. Le cycle B-lactame a quatre chainons de la pénicilline peut se
lier a la DD-transpeptidase pour l'inactiver de manicre irréversible. Les bactéries, par
conséquent, sont incapables de construire leurs parois cellulaires méme si d'autres protéines
continuent de briser la paroi. ( Gordon et al.2000) Alors que la paroi cellulaire des bactéries
continue de s'affaiblir, la pression osmotique pousse l'eau dans la cellule et la tue. Les
fragments de peptidoglycane détruisent davantage la paroi cellulaire car ces fragments
peuvent activer les autolysines et les hydrolases. Les pénicillines peuvent également étre
associées a un inhibiteur de béta-lactamase tel que l'acide clavulanique pour renforcer ses
effets. Les inhibiteurs de béta-lactamase empéchent la dégradation du cycle béta-lactame de la
pénicilline qui peut se produire lorsque certaines especes de bactéries expriment l'enzyme
béta-lactamase(Espinosa et al ,2020).

1.1.4 -Usage de la pénicilline :

Le démarrage de I’application clinique de pénicilline a commencé en 1939, et ce n'est qu'en
1945 que la pénicilline a été mise en vente sans restriction. Cette molécule représente le
premier agent thérapeutique qui a détruit les bactéries in vivo. Par rapport a d'autres
substances biologiquement actives, les cliniciens peuvent administrer ces médicaments a des
doses relativement élevées sans danger pour les patients. Certaines études indiquent que la
pénicilline présente un faible risque de toxicité : les préparations pures de pénicilline ne
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causent aucun dommage aux poumons et aux veines, mais la pénicilline topique peut
empécher la coagulation dans les cavités dentaires(Kardos et Demain ,2011 ; Gaynes,2017).

Au cours des dernieres années, la pénicilline a joué un role important et dominant dans le
traitement de nombreuses maladies, avec succes dans certains cas, et avec des échecs dans
d'autres. Les pénicillines, sont classées parmi les antibiotiques les plus importants qui ont
connus une application répandue. Cet antibiotique est toujours tres utilisé pour traiter les
infections bactériennes, et c'est probablement le médicament le plus rentable qui existe
(Lewis et Anderson, 2018 ; Fatima et al,2019).

1.1.5- Effets secondaires de pénicilline :

Les pénicillines V et G peuvent toutes deux avoir des effets indésirables, notamment des
nausées, des vomissements, de la diarrhée, des éruptions cutanées, des douleurs abdominales
et de l'urticaire. La pénicilline G peut avoir des effets supplémentaires tels que spasmes
musculaires, fievre, frissons, douleurs musculaires, maux de téte, tachycardie, bouffées
vasomotrices, tachypnée et hypotension. Les symptomes gastro-intestinaux étaient les plus
courants et ont été signalés chez plus de 1 % des patients, tandis que I'hypotension, 1'urticaire
et l'anaphylaxie sont des effets secondaires graves mais rares. Les symptomes d'éruption
cutanée peuvent apparaitre une semaine apres le début du traitement.(Bhattacharya,2010).

Les pénicillines peuvent également provoquer une néphrite interstitielle aigu€, une maladie
caractérisée par une inflammation des tubules et de l'interstitium des reins(Finnigan et
Bashir,2021). La néphrite interstitielle aigué€ peut également se manifester par une hématurie,
de la fievre et une éruption cutanée. Dans cette situation, la recommandation est de retirer le
médicament car la maladie pourrait entrainer une insuffisance rénale.(Derek et Valerie

,2021)
1.2-Le genre Penicillium :

1.2.1-Définition :

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycetes. Ce
genre comprend environ 227 especes définies essentiellement d’apres les caracteres du thalle,
des pénicilles et des spores (Pitt, 1988).

Sont les champignons les plus fréquemment signalé€s dans tous les sols .ceci résulte en partie
de leur grande fécondité jointe a I’imperfection de nos méthode : mais il ne faut pas pour
autant minimiser leur importance écologique. Certains sont des producteurs d’antibiotiques
célebre tandis que d’autre paraissent €laborer des substances toxiques pour les végétaux
supérieurs. En général, les especes se différencient surtout par la couleur des colonies et des
pigments qu’elles sécretent, 1’organisation des structures conidiogenes, la taille et la forme
des conidies et la vitesse de croissance en conditions standardisées Les especes de Penicillium
produisent une gamme trés diversifiée de métabolites secondaires, y compris l'actif
antibactérien, substances antifongiques, les immunosuppresseurs, les agents d'cholestérol-
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abaissement et également des mycotoxines (Esther et al, 2009) Sa classification dans le
monde des champignons selon (Bouchet et al , 1999).

1.2.2-La taxonomie de penicillium :

Le genre a été d'abord décrit dans la littérature scientifique par Johann Heinrich Friedrich
Link dans son ouvrage observations dans les plantarumordinesnaturales en 1809. Le genre
Penicillium contient environ 300 especes (Samson et Pitt, 1985), qui sont classées dans le
taxon suivant :

Regne : Mycetea (Fungi)

Division : Amastigomycota
Sous-division : Ascomycotina

Classe : Ascomycetes

Sous-classe : Plectomycetidae

Ordre : Eurotiales

Famille : Eurotiaceae (Trichocomaceae)
Genre : Penicillium

Cependant, d’autres auteurs situent ce genre dans la classe des Deutéromycetes ou
champignons imparfaits (Botton et al, 1985).

1.2.3- Le cycle de vie et la reproduction de Penicillium :

A) La Reproduction :

Le genre Penicillium peut avoir deux types différents de reproduction sexuée (ascospore) ou
reproduction asexuée a I'état végétatif. (Hugues,2014 )

L'évolution d'une utilisation croissante des environnements terrestres par les champignons
filamenteux ont nécessité la coévolution de mécanismes de dispersion indépendants de la
motilité et du milieu aquatique. Le les champignons terrestres dépendent d'agences telles que
les animaux, les graines de plantes, et l'atmosphere pour la dispersion des propagules
spécialisées qui peut étre produit a la suite d'un processus sexuel ou de maniere asexuée.
Penicillium produisent de petites conidies a spores uniques qui ont été isolées 1'atmosphere
(Gregory, 1973).

En effet, Penicillium domine fréquemment l'air a I'intérieur des batiments, et la contamination
de cette source est souvent suivie de la biodétérioration des matieres premieres industrielles et
de la détérioration des aliments. La reproduction asexuée est un aspect spécialisé de la
végétation normale croissance dans laquelle la division mitotique des noyaux est suivie d'une
délimitation, et éventuellement sécession, d'une partie de I'hyphe sous forme de conidie.
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Spécialisation et la différenciation des hyphes dont la conidie se sépare peut vont de presque
pas du tout a la production de structures ( MOSS ,1987).

B) cycle de vie :

Le cycle de vie de Penicillium peut étre résumé comme le montre la figure 3 en quatre
phases (Desfarges et al ,1987, Larroche et al., 1986) :

1) la adaptation des spores au nouvel environnement physico-chimique (phase de latence) .

2) la phase exponentielle correspondant a une augmentation significative de la masse
cellulaire (gonflement et ramification des spores).

3) la phase stationnaire résultant de 1'équilibre entre I'augmentation et la diminution de la
masse hyphale.

4) la phase de conidiation ou de sporulation. Les spores peuvent étre considérées comme une
forme dormante, tandis que le mycélium est considéré comme une forme active ou forme
reproductrice (Znidarsic et Pavko, 2001). Le temps et les nutriments nécessaires pour induire
la germination des spores dépendent de la type de dormance. Ainsi, les spores peuvent avoir
besoin d'une période de temps spécifique pour recevoir un stimulus ou libérer un effet
inhibiteur, ou étre prét a germer,. Le gonflement de la spore est le résultat d'une formation ou
une accumulation de nouveau matériel cellulaire actif, par les mitochondries, le réticulum
endoplasmique (absorption de eau, développement du tube germinatif; et allongement). Par
conséquent, la germination peut étre caractérisée comme un transformation d'une faible

activité métabolique de la phase dormante a une activité métabolique élevée par un
gonflement des spores et développement du mycélium. (Hugues, 2014 )
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[ Emergence du tube ] tube germinatif

germinatif
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2
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germination
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Figure 3 : Reproduction asexuée de Penicillium (Hugues,2014 )
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1.3-Généralités sur Penicillium Chrysogenum :

Anciennement connu sous le nom de Penicillium notatum, Penicillium Chrysogenum est une
espece largement étudiée de Penicillium qui est surtout connue pour étre une source de
pénicilline et de plusieurs autres antibiotiques. (Howard ,2003).

La meilleure chose a propos du Penicillium est qu'il pousse bien dans un large éventail de

conditions. Cependant, cela peut également étre considéré sous un jour négatif - en fait, il est

fort possible qu'il se développe en ce moment dans votre maison et vos environs ( Canadian
2005).

9

Il pousse bien dans les environnements intérieurs et les zones endommagées par l'eau ou
humides des batiments sont considérées comme un excellent environnement pour la
croissance de ce champignon. Il peut également se développer sur les fruits et 1égumes, les
céréales, les produits de charcuterie, la margarine, le fromage et d'autres produits laitiers qui
ont tendance a se décomposer et a se décomposer apres un certain temps(Pitt et Hocking,
2009)A l'extérieur, il se trouve principalement dans le sol et sur la végétation en
décomposition( Canadian , 2005).

1.3.1 - la production de pénicilline par Penicillium :

A) Obtention de la souche :

Mis a part le fait qu’on peut se procurer rapidement les souches entretenues dans les
collections Internationales, il est indispensable d’opérer un travail systématique de
prélevements a partir du milieu naturel et des matieres organiques en décomposition (Bouchet
Phetal, 1999).

C’est ainsi qu’a été isolée, a partir d’un melon moisi acheté au marché de Peoria (Illinois,
Etats-Unis), la fameuse souche de P. Chrysogenum, la premiere utilisée pour la production
industrielle de la pénicilline (Bouchet Ph et al, 1999).

B) Genes biosynthétiques de la pénicilline :

Plusieurs caractéristiques procaryotes de deux genes biosynthétiques de la pénicilline, pcbAB
et pcbC, codant pour l'a-aminoadipoyl-L-cystéinyl-D-valine synthétase et isopénicilline N
(IPN) synthase, a suggéré que le groupe de genes de pénicilline a émergé par transfert
horizontal de genes a partir de bactéries aux champignons (Gutierrez et al ,1999). Les deux
genes manquent d'introns (ce qui est unique pour les grands Genes NRPS comme pcbAB),
sont hautement homologues a leur homologues et sont physiquement liés.

Les autres caractéristiques a prendre en compte sont Contenu en GC (qui est supérieur a 60%
chez les producteurs de pénicilline procaryote) et 1'utilisation spécifique des codons. Chez P.
Chrysogenum, la teneur en GC du les genes de biosynthese de la pénicilline ne sont que
légerement supérieurs a 1I’ensemble moyenne du génome (données supplémentaires en ligne).

12
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Dans l'acide clavulanique producteur S. clavuligerus le codon de phénylalanine UUU est
extrémement rare par rapport a UUG; UUU ne représente que B2,3% du total codons de
phénylalanine. Alors que, chez P. Chrysogenum, le codon UUU globalement est utilisé dans
un tiers des cas, il est utilisé pour 26,2% et 17,6% des codons de phénylalanine dans pcbAB et
pcbC, respectivement. Cela peut étre interprété comme une adaptation codon presque
complete en raison d’événement d'acquisition de transfert hypothétique. Trois autres
exemples de transfert horizontal possible de génes ont été identifié dans le génome de P.
Chrysogenum: la résistance a l'arséniate grappe et deux grappes d'acide 6-méthylsalicylique
(données supplémentaires et tableau supplémentaire 4). Ces grappes de geénes contiennent
genes de type bactérien conservés avec une teneur en GC bien au-dessus des genes
environnants (exons avec 55-58% de GC).Les genes biosynthétiques de la pénicilline sont
regroupés sur supercontig (Fierro et al, 2006) en au milieu d'une région de 120 kb qui est
amplifiée en Souches de P. Chrysogenum.( Fierro et al.,1995) Trente-neuf ORF
supplémentaires ont été identifiés dans cette région, y compris les génes des transporteurs
codants et des régulateurs transcriptionnels. Cependant, le 1'annotation prédite de ces ORF ne
suggere pas de fonctions claires biosynthese de la pénicilline rapportée récemment.(Fierro et
al ,2006) ,(VandenBerg et al ,2007)

2- La Fermentation

2.1-Définition de fermentation :

La fermentation microbienne est un procédé qui consiste a faire croitre une population de
micro-organismes (bactéries et levures, moisissures...) aux dépens de certains éléments
nutritifs sous des conditions environnementales (température, pH, agitation, aération...)

favorables. Elle correspond a la transformation de substances (substrats carbonés
généralement) en produits résultant de I'activité métabolique des cellules (Grisales, 2007).

2.2-Bioréacteur :

Le fermenteur/bioréacteur est le récipient qui fournit des éléments biomécaniques et
biochimiques environnement qui régule le transfert d'oxygene, de nutriments vers les cellules
et les produits métaboliques de la cellule. Les cuves de bioréacteur sont congues pour utiliser
l'activité du catalyseur pour atteindre transformation chimique (Sharma et al , 2012;Bueno ef
al ,2004).Les bioréacteurs sont également définis comme dispositif d'ingénierie congu pour
l'activité métabolique et la croissance optimale des organismes avec le 1'aide du micro-
organisme, de I'enzyme, du biocatalyseur et des cellules des plantes et des animaux. Avec les
flux métaboliques du fermenteur sont altérés et les ressources cellulaires sont détournées vers
les plus attendues tandis que les voies indésirables sont inhibées (Vishwajeet et al, 2018).

Les laboratoires pharmaceutiques utilisent souvent des bioréacteurs pour cultiver les cellules
ou les micro-organismes nécessaires a la fabrication de certains médicaments. Le degré
d’hygiene et de nettoyabilité nécessaire est tres élevé, en effet la présence méme minime
d’autres organismes peut conduire a des réactions indésirables. (Sharma et al , 2012;Bueno
et al ,2004)

13



Chapitre 1 : Généralités sur la biologie

iy,

Il est composé d’une cuve cylindrique a fond bombé en acier inoxydable ou en verre (pour les
modeles de laboratoire), fermée hermétiquement et stérilement sur le dessus par une platine et
parfois munie d’une double enveloppe pour la régulation de la température ; on trouve en
complément de cette cuve :

I-un systeme d'agitation comportant un ou plusieurs mobiles d’agitation selon leur taille,
assurant le mélange du fluide et les transferts de chaleur et de matiere au sein de la cuve. Il
existe deux types de mobiles : le mobile radial entraine un mouvement perpendiculaire a l'axe
d'agitation et des phénomenes de cisaillement et de turbulence qui assurent une bonne
dispersion gaz liquide ; le mobile axial quant a lui fait circuler le fluide parallelement a l'axe
d'agitation et garantit une bonne homogénéisation. (Clement,2017)

2-un systeme d’aération, pour assurer 1'oxygénation du milieu de culture, le bioréacteur est
composé d'un élément muni de trous appelé sparger (diffuseur annulaire) ou fritté (micro
diffuseur) suivant la taille des orifices qu’il contient qui envoie de I’air en direction du
premier mobile d'agitation. (Clement,2017)

3-des capteurs pour la mesure de la température (thermometre), du pH (pH-metre), de la
concentration en oxygene dissous (sonde oxymétrique), du niveau, etc., connectés a une unité
de contrdle plus ou moins automatisée, qui commandera suivant les besoins la régulation de la
double enveloppe quand elle existe ou la pompe d'ajout d'acide/de base et un piquage pour des
prélevements. (Clement,2017)

pH Controll

Figure 4 : Schéma d'un bioréacteur équipé de facon minimale (Fries ef al, (2005).

2.2.1-Les modes de fonctionnement :

Dans la pratique, les modes opératoires se caractérisent par les échanges liquides, c'est a dire
par la facon dont les réacteurs biologiques sont alimentés en substrat. Nous distinguons trois

14



Chapitre 1 : Généralités sur la biologie

modes principaux a savoir le mode batch (discontinu), le mode semi continu et le mode
continu (Figure 3)( Toumi,2009).

A) Le mode discontinu (ou batch) :

Dans ce mode de fonctionnement la totalité des éléments nutritifs nécessaires a la croissance
biologique est introduite lors du démarrage de la réaction. Aucun apport ni prélevement
(excepté bien slir pour quelques mesures hors lignes éventuellement) n'est réalisé par la suite
et la réaction se déroule a volume constant (Manyri, 2005).

Les seules actions possibles de 'opérateur ne concernent que les variables d'environnement
(pH, température, vitesse d'agitation, aération,...). Peu de moyens sont ainsi nécessaires a sa
mise en ceuvre, ce qui en fait son attrait du point de vue industriel (Grisales, 2007). Il souffre
cependant d’un inconvénient majeur : 1’apport initial d’une quantité élevée de substrat inhibe
généralement la croissance des microorganismes qui le consomment, ce qui se traduit par des
durées de traitement allongées, et limite la charge initiale admissible (Queinnec, 2000).

B) Le mode semi-continu (ou Fed- batch) :

Tout en nécessitant un dispositif de stockage des affluents, ce mode de fonctionnement se
distingue du précédent par un apport des différents éléments nutritifs au fur et a mesure des
besoins constatés des micro-organismes. La variation du volume du milieu réactionnel est
donc une fonction directe de 1’état d’avancement de la réaction. Ce mode permet
essentiellement d’éviter les problemes d'inhibition associés au mode précédent, et de
fonctionner a des taux spécifiques de croissance proches de leur valeur maximale A partir
d'un volume initial préalablement ensemencé, le réacteur est alimenté par un débit augmentant
de facon exponentielle, nécessitant un contrdle en boucle fermée. C'est d'ailleurs ce dernier
point qui a fortement limité I'utilisation du Fed-batch en milieu industriel (Grisales, 2007 ;
Queinnec, 2000).

Ce mode de fonctionnement est essentiellement utilis€é pour des productions issues de
procédés déja anciens : production de levure, de vinaigre, de bicre,... Il est par ailleurs, tout
comme le précédent, également préconis€ lorsque la récupération des produits est réalisée en
discontinu (accumulation intracellulaire par exemple) ou que l'on ne peut se permettre de
relarguer des matieres toxiques résiduelles (cas du fonctionnement en continu) (Grisales,
2007).

C) Le mode continu :

C’est le mode le plus souvent employé dans le domaine du traitement de 1’eau (Queinnec,
2000). Caractérisé par un volume réactionnel constant, il est soumis a un soutirage de milieu
réactionnel égal au flux d'alimentation en matiere nutritive (en employant une régulation de
niveau) (Demeyer ef al,1982).

Les procédés continus fonctionnent en régime permanent, en maintenant, pour desconditions
d'alimentation fixées, le systtme dans un état stationnaire, en évitant tout phénomene
inhibiteur grace a l'effet de dilution di a l'alimentation (Grisales, 2007 ;Queinnec, 2000).
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Ces modes de fonctionnement permettent en outre des productions importantes dans des
réacteurs de taille réduite et ne nécessitent pas d’importants dispositifs de stockage en amont,
contrairement aux modes précédents. Ils peuvent en outre étre intégrés dans des dispositifs
plus complexes constituant les stations de traitement d’eaux (Queinnec,2000).

Discontinu

Sem: Continu

Continu

~

Figure 5 : Les différents modes de fonctionnement des réacteurs biologiques (Queinnec,

2000).
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1- La Bio-informatique

1.1- Historique :

Le terme bio-informatique n’est apparu dans la littérature scientifique qu’au début des années
1990, cependant ce domaine de recherche existait bien avant ’essor de la génomique et des
dizaines de laboratoires dans le monde travaillent depuis longtemps en biomathématiques1 ou
biométrie2. La premiere utilisation réelle du terme bio-informatique a ét€¢ en 1993 ou il
apparait 3 fois dans les articles du domaine puis 9 et 10 fois en 1994-95 pour ensuite
augmenter de facon exponentielle. La synthese des étapes d’évolution de la bio-informatique
montre que leurs premicres étapes coincident avec celles de la biologie moléculaire
(Ouzounis et Valencia,.2014).

La bio-informatique continue d'étre dans une période de croissance tres rapide, parce que les
besoins d’une matiere de stockage de l'information, la recherche et l'analyse en biologie
moléculaire et la génomique ont considérablement augmentés au cours de la dernicre
décennie. Les types des données recueillies par les biologistes aujourd’hui vont
considérablement modifier les types d'informations et de technologies qui vont mettre a la
disposition des chercheurs demain (Sean , Jessica et Russ.,2014)

1.2- Définition :

La bio-informatique est un domaine multidisciplinaire qui utilise des méthodes
informatiques, mathématiques, statistiques, combinatoires... pour résoudre un probleme
biologique. Pour la plupart des membres de la communauté scientifique, la bio-informatique
est 1'étude de la facon dont la bio-information est représentée et analysée dans les systemes
biologiques, en particulier les informations obtenues au niveau moléculaire (Sean , Jessica et
Russ.,2014).

La bio-informatique est une approche in silico de la biologie traditionnelle qui vient
compléter les approches classiques in situ (dans le milieu naturel), in vivo (dans I'organisme
vivant) et in vitro (en éprouvette).(SID,2014).

Dans la pratique, la définition utilisée par la plupart des gens est plus étroite; la bio-
informatique pour eux est synonyme de «biologie computationnelle ou Computationalbiology
en anglais » , mais il y a une différence entre les deux termes (Laurent.,2012) :

Computationalbiology : est I'étude des données biologiques en utilisant des techniques de
calcul. L'objectif est d'apprendre de nouvelle biologie, des connaissances sur les systemes
vivre. Donc il s'agit de la science.

Bioinformatic : discipline plus pragmatique, elle vise a créer et appliquer des outils
(algorithmes, modeles statistiques, bases de données) dont 1'objectif est d'interpréter, classer et
comprendre les données biologiques. Il s'agit de l'ingénierie.
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Selon les définitions données a la bio-informatique, nous pouvons résumer les activités de
cette discipline en trois points principaux (David.,2004) :

- Analyse des résultats produits par les logiciels.
- Conception de logiciels pour I’analyse, la comparaison et la modélisation des données.
- Acquisition et organisation des données biologiques.

2-Modélisation des systemes biologiques :

La biologie a grande échelle est a I’origine d’une masse considérable de données qui concerne
tous les niveaux du vivant :

* les genes, les protéines et leurs interactions,

* les génomes, leur dynamique et leur évolution,

* les cellules, leur organisation et les mécanismes moléculaires sous-jacents,
* les organes et leur fonctionnement,

* les organismes et leur physiologie,

* les especes et populations,

* les systemes écologiques. L’exploitation de ces données est au cceur de la CID43. Elle
requiert a la fois des modeles mathématiques et physiques qui représentent les lois complexes
du vivant, et des travaux en informatique pour simuler ou estimer ces modeles
(Gascuel,2010).

2-1- Définition de la modélisation :

Depuis le début de I’informatique la modélisation est une discipline tres utilisée, il existe
plusieurs facons de modéliser. Nous commengons par donner une définition de ce que 1’on
appelle une modélisation et puis sa laissons avec 1’informatique.

En général la modélisation englobe toutes les connaissances que 1’on a pour un objet, systeéme
ou processus. Pour arriver a obtenir ces connaissances les informaticiens menent des
discutions avec les experts du domaine concerné, jugent de la meilleure présentation de
I’information en fonction de 1’objectif a atteindre et représentation 1’entité modélisée. En
effet, ou cceur du processus de modélisation, 1’attention revient sur le modele lui -méme, sa
construction et son évolution. (Horé et Tanet ,1983).

3-Notion de simulation :

Etymologiquement, le terme "simulation" est dérivé du mot latin "SIMULARE" qui veut
dire : copier, faire semblant, faire quelque chose qui ne semble pas réel. Nous pouvons donc
tres dire que simuler le fonctionnement d'un systeme, c'est imiter son fonctionnement pendant
temps en manipulant un modele. Cela équivaudrait a la génération d'une histoire artificielle
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I’état du systeme change et en observant cette histoire pour tirer des conclusions sur ses
caractéristiques de fonctionnement. .II s'agit donc essentiellement d'une méthodologie
pratique qui permet de modéliser a la fois les systeémes conceptuels et les systemes existants.
La simulation peut étre utilisée pour décrire et analyser la dynamique d'un systeme, répondre
a des questions telles que « Et si ? » "Sur le systeme réel et aider a concevoir unsysteme réel
(Korichi, 2009).

Dans la littérature technique, de nombreuses définitions ont été données au terme
"Simulation". Parmi ces définitions, nous préférons celle donnée par Shannon (1975), et qui se
lit comme suit (Ingalls, 2008) : « Le processus de conception d'un modele d'un systeme réel
et de réalisation d'expériences avec ce modele afin de comprendre le comportement du
systtme ou d'évaluer diverses stratégies (dans les limites imposées par un critere ou un
ensemble de criteres) pour le fonctionnement de le systeme » (Ingalls, 2008)

3-1 Domaine d'application de la simulation :

La simulation a été, pour la premiere fois, utilisée en 1950 dans la planification stratégique au
niveau militaire. Elle n'a gagné sa popularité dans les domaines manufacturiers et de services
qu'au début des années quatre-vingt. Pour plusieurs compagnies, la simulation est devenue
une pratique standard lorsqu'une nouvelle usine est a implanter ou un changement de procédé
nécessite d'étre évalué. Les études indiquent que la simulation figurait parmi les techniques
les plus utilisées a travers le monde (Belattar, 2000).

Plusieurs facteurs ont contribués a I'augmentation de 1'utilisation de la simulation dont on
cite : (KORICHI, 2009)

e Croissance de la conscience et de la compréhension des nouvelles technologies
(automatisation).

e Augmentation de la disponibilité, de la capacité et de la facilité d'utilisation des
logiciels de simulation.

e Chute des colts des ordinateurs.

e Adoption répandue des micro-ordinateurs.

e Disponibilité de I'animation graphique.

3-2 Objectifs de la simulation :

Le tableau suivant résume les objectifs communs qui ont motivé 1'étude de simulation dans
lePassé :
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Tableau3 : Objectifs de la simulation (Korichi, 2009)

Sujet Objectifs de la simulation

Evaluation Déterminer la performance de conception des systemes proposés
lorsque ils sont évalués selon des criteres tres spécifiques

Comparaison Des dessins comparateurs systemes verser compétitifs une fonction

spécifique, ou comparer différentes politiques d'opérations ou de
procédures proposées.

Prédiction Estimer les performances du systeme sous certaines conditions.

Analyse de | Déterminer lequel des facteurs est le plus important dans

sensibilité affecter les performances d'un systeme.

Optimisation Déterminer quelle combinaison de variables fonctionne le mieux
répondre.

Relations Etablir la nature des relations entre les variables et la réponse du

fonctionnelles systeme.

4-L’algorithme :

Un algorithme est une suite finie de regles a appliquer dans un ordre déterminé a un nombre
fini de données pour arriver, en un nombre fini d'étapes, a un certain résultat, et cela
indépendamment des données; par exemple, l'algorithme de l'addition permet de faire
l'addition de deux nombres quelconques en partant des chiffres les plus a droite et en opérant
de droite a gauche. Un algorithme étant une description de la suite des opérations a faire, il est
clair que la maniere de le rédiger dépendra du dispositif (homme ou machine) chargé de
I'exécuter et qu'un algorithme écrit en turc par exemple n'est pas un algorithme pour celui qui
ignore cette langue. De ce point de vue, un programme destiné a un ordinateur est tres
précisément un algorithme, et un langage de programmation est un langage permettant
d'écrire un algorithme qu'un ordinateur saura exécuter. De ce méme point de vue, 1'ensemble
des regles d'un automate a pile de mémoire est un algorithme permettant de savoir si une

phrase écrite sur le ruban d'entrée appartient ou non a un certain langage.( Jacques ,2021).
4-1 L’algorithmique :

L’algorithmique est la science qui étudie 1’application des algorithmes a I’informatique.
Tandis qu’un algorithme est défini comme la transformation de la connaissance que I’humain
possede sur un probleme, en actions élémentaires exécutées par 1’ordinateur .d’une autre
maniere algorithmique est un ensemble de regles opératoires dont 1’application permet de
résoudre un probleéme au moyen de nombre fini d’opérations (bey ,2013).

5-Logiciel :

Un logiciel c’est un ensemble des programmes et des procedes relatifs au fonctionnement
d’un ensemble de traitement de I’information. Donc un Processus de développement d’un
logiciel : c’est un ensemble d’étapes partiellement ordonnées; qui permet 1’évolution d’un
systeme existant ou I’obtention d’une synthese des programmes (logiciel) (Guibert, 2007).
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5-1- Processus de développement d’un logiciel

5-1-1 L’activité du cycle de vie d’un logiciel :

N

Le cycle de vie d’un logiciel est un ensemble des activités a suivre pour développer un
logiciel. la maniere d’appliquer ces activités suit un des modeles existants (en cascade, en
v...) (chaabani ,douadi.2019)

Ces activités sont :(YENDE,2019) :

La Spécification : capture des besoins, cahier des charges, spécifications fonctionnelles et
techniques.

La Conception : analyse, choix de la modélisation, définition de I'architecture, définition des
modules et interfaces, définition des algorithmes.

La Formalisation : 1’utilisation des modeles formels tels que les modeles mathématiques,
pour d’écrire le fonctionnement d’un logiciel.

L’Implantation : choix d'implantations, codage du logiciel dans un langage cible.
L’Intégration : assemblage des différentes parties du logiciel.

La Documentation : manuel d'utilisation, aide en ligne

La vérification : tests fonctionnels, tests de la fiabilité, tests de la siireté

La Validation : recette du logiciel, conformité aux exigences du CDC

Le Déploiement : livraison, installation, formation

La Maintenance : corrections, et évolutions.
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Figure 6 :L’activité du cycle de vie d’un logiciel (Yende,2019)

v
v

5-1-2 Modéles de développement :

Depuis le début des années 70, le domaine du logiciel développe des modeles visant a
spécifier les différentes étapes de conception informatique d’un logiciel. L’établissement de
tels modeles a pour but de décomposer le processus de conception, de prévenir les éventuels
fautes de conception, le plus en amont possible, et de faciliter la maintenance du systéme
congu. Issus des premiers travaux dans ce domaine, des modeles ont été proposés pour la
conception de tous types d’application. Le premier fut est le modele en cascade. L’étude de
I’utilisation de ce modele a mise en évidence la nécessité de prendre en compte la vérification
et la validation des étapes dans les modeles de conception afin d’étre le plus méme de détecter
les erreurs le plus rapidement possible .cette observation a donné naissance a la définition de
plusieurs modeles raffinant le modele en cascade comme le modele en V. Ces modeles n’ont
pas été définis pour exprimer la conception d’application interactive (Caffiau,2006).
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A) en cascade :

Le modele de cycle de vie en cascade a été mis au point des 1966, puis formalisé aux
alentours de 1970 :( Mchangama, 2007). Dans ce modele le principe est tres simple : chaque
phase se termine a une date précise par la production de certains documents ou logiciels. Les
résultats sont définis sur la base des interactions entre étapes, ils sont soumis a une revue
approfondie et on ne passe a la phase suivante que s'ils sont jugés satisfaisants. Le modele
original ne comportait pas de possibilit¢ de retour en arriere. Celle-ci a été rajoutée
ultérieurement sur la base qu'une étape ne remet en cause que l'étape précédente, ce qui est
dans la pratique s'avere insuffisant : (Mchangama, 2007).

| Speécifications
\ Vakdaton
C;g%‘fn
\\ Verdication
Qs
\ Vesifaca tion
Codage
\\ Tests antaves
Integration
\\ Test urtegratson
Mise en profaction
\\ Lat’nfsfon
Aqirtenance
Figure 7. Modele du cycle de vie en cascade
B)enV:

Le modele en V demeure actuellement le cycle de vie le plus connu et certainement le plus
utilis€. Le principe de ce modele est qu'avec toute décomposition doit étre décrite la
recomposition, et que toute description d'un composant doit €tre accompagnée de tests qui
permettront de s'assurer qu'il correspond a sa description. Ceci rend explicite la préparation
des dernieres phases (validation-vérification) par les premieres (construction du logiciel), et
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permet ainsi d'éviter un écueil bien connu de la spécification du logiciel : énoncer une
propriété qu'il est impossible de vérifier objectivement apres la réalisation. :( Mchangama,
2007)

Spécifications | Qu3 lifica tion
bk Integrtion

N\ /
‘ C%g,l;}}gﬂ ’4— Tests uniqires
N /

Programmation

Tem
CY’;’)‘D

Figure 8. Modele du cycle de vie en V
C) en spirale :

Proposé par B. Boehm en 1988, ce modele est beaucoup plus général que le précédent. Il met
l'accent sur l'activité d'analyse des risques : chaque cycle de la spirale se déroule en quatre
phases :

- détermination, a partir des résultats des cycles précédents, ou de 1'analyse préliminaire
des besoins, des objectifs du cycle, des alternatives pour les atteindre et des
contraintes.

- Analyse des risques, évaluation des alternatives et, éventuellement maquettage.

- Développement et vérification de la solution retenue, un modele « classique »
(Cascade ou en V) peut étre utilisé ici ;

- Revue des résultats et vérification du cycle suivant.

L'analyse préliminaire est affinée au cours des premiers cycles. Le modele utilise des
maquettes exploratoires pour guider la phase de conception du cycle suivant. Le dernier cycle
se termine par un processus de développement classique : ( Mchangama, 2007)
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Figure 9 :

Modele du cycle de vie en spirale
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1- Matériels et méthodes
1.1- Spécification

Dans cette premiere €tape, il s’agit de 1’élaboration de 1’explication informelle en utilisant un
langage naturel de fonctionnement et des parametres du logiciel a développer. Dans notre cas,
il s’agit d’expliquer les conditions de la production de la pénicilline en mode fed-batch et qui
sont :

A) la biomasse : X

Le terme de biomasse désigne le matériel organique cellulaire des organismes mis en
culture(animaux, végétaux ou microbiens). Cette biomasse microbienne peut étre une source
de protéines, des vitamines, des antibiotiques, des vaccins, additifs alimentaires, des aliments
et le bioéthanol (Djidel , 2017).

Les résultats expérimentaux suggerent un degré élevé de dépendance de la croissance de la
biomasse a la fois sur le carbone source (glucose) et de I'oxygene comme substrats (Bajpai
&Reuss, 1980).

La croissance de la biomasse est également connue pour étre inhibée par de grandes quantités
de biomasse elle-méme dans la pénicilline fermentation. La dépendance du taux de croissance
spécifique sur les substrats de carbone et d'oxygene ont été supposés suivre Cinétique de
Contois (Bajpai & Reuss) pour considérer 1’inhibition de la biomasse. Cela affecterait a son
tour l'utilisation du substrat et la production de pénicilline.(Birol et al.2002)

B) Production de pénicilline : P

La production de pénicilline est décrite par la cinétique de formation de produits associés a la
non-prolifération. L’hydrolyse de la pénicilline est également incluse dans 1’expression du
taux. (Bajpai et Reuss, 1980).

C) Substrat :S (Glucose)

L’utilisation du substrat est supposée étre causée par la croissance de la biomasse et la
formation de produits avec des rendements constants et des exigences d’entretien du micro-
organisme, comme le suggerent Bajpai et Reuss (1980) et Birol et al. (2002).

D) Effet du pH :

Le pH est un facteur environnemental trés important, bien qu'il soit souvent négligé. Le
phénomene de la formation de boulettes est fortement influencée par le niveau de pH
(Whitake et Long., 1973 ). L'augmentation du pH est un indicateur de la fin de la phase de
dormance. C'est une commune pratique pour maintenir le pH constant pendant la fermentation
de la pénicilline en ajoutant du NH4OH (Atkinson et Mavituna, 1991; Mou et Cooney,
1983). Etant donné que le pH de milieu de culture a une tendance a l'acidité, car Ia
concentration de biomasse augmente, la quantité de NH4OH ajouté dans le milieu de culture
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augmente également. Sur la base de cette observation, la concentration en ions hydrogene [H]
est liée a la formation de biomasse. Deux controleurs PID sont utilis€s pour manipuler les
valeurs de contrdle acide et basique.(Birol et al.2002)

NB / La solution acide n'est ajoutée que si le pH dépassera la valeur de consigne de 0,05. Une
solution acide est nécessaire jusqu'a ce que le pH descende en dessous de 5,05 dans le cas
d'un pH initial de 5,1. (Birol et al.2002).

D) Effet de la température : T

Comme les autres champignons, les Penicilliums Chrysogenum ne peuvent pas controler leur
température interne, celle-ci est régie par l'environnement ambiant. Donc, la température est
un parametre de processus critique enregistré sur des bioréacteurs a 1'échelle industrielle.

L'influence de la température sur la croissance spécifique le taux d'un micro-organisme
montre une tendance croissante avec une augmentation de la température jusqu'a une certaine
valeur qui est spécifique du micro-organisme et une diminution rapide est observée au-dela de
cette valeur. Cette baisse pourrait étre considérée comme un taux de mortalité (Shuler et
Kargi, 2002).

Un ajustement a été effectué afin que l'augmentation de la température a amélioré la
formation de biomasse jusqu'a 35°C. Cela a été suivi d'une diminution rapide de la
concentration de la biomasse a mesure que la température augmentait comme c'est le cas dans
la production de pénicilline.(Birol et al.2002)

E) Oxygene dissous : CL

L'oxygene dissous (DO2) est un macro- nutriment clé qui est utilisé par le micro-organisme
pour la croissance .L'aération est un phénomene complexe, car plusieurs voies de
fermentation sont soit induites, soit réprimé par la présence de DOT a différents niveaux. Une
augmentation de la pression partielle d'oxygene a été affectante la composition de la paroi
cellulaire et la flexibilité des hyphes, et un exces d'O2 conduit aux dommages des enzymes,
des acides nucléiques ou des lipides (Papagianni.,2004 ; Olsvik et Kristiansen .,1992). Une
concentration plus élevée d'oxygene dissous en résulte dans un taux de croissance plus élevée,
ainsi qu'une production plus élevée de pénicilline (Zetelakiet Vas ., 1968).

Les trois premiers termes représentent le taux d'absorption d'oxygene qui explique que
l'oxygene est consommé pendant la croissance de la biomasse (uXX), I'entretien (mOX) et la
production de pénicilline (uPP). Yx/o et Yp/o sont les coefficients de rendement en oxygene
pour la biomasse et la pénicilline, respectivement. uX représente le taux de changement des
régions en croissance, non en croissance, dégénérées et autolysées . Le taux de transfert
d'oxygene est le produit du coefficient de transfert de masse volumétrique (kLa) et de la
différence entre la concentration en oxygene dissous (DO2) et la concentration de saturation
en oxygene .Ce terme klLa rend compte des effets bien connus des huiles et des agents
antimousses sur le transfert de masse d'oxygene dans les bioréacteurs.
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G) CO2:

Le dioxyde de carbone dissous (CO2) est une variable importante et souvent négligée dans la
modélisation de la fermentation. L'accumulation de CO2 dans le bouillon était signalée
comme étant préjudiciable a la croissance cellulaire et la productivité (Frick et Junker.,
1999).

Le dioxyde de carbone dissous dans les fermentations a été montré par Royce (1992) a
effectuer par kLa ainsi que les conditions environnementales de pH(L'effet du CO2 doit étre
comparé pour un pH donné par ce que la solubilit¢ du CO2 varie considérablement avec
I'évolution du pH, selon les valeurs de pH), et la pression de la cuve .Une de ces variables est
le CO2 a partir de laquelle la biomasse peut €tre prédite avec une précision. Dans ce travail,
I'évolution du CO2 est supposée étre due a la croissance, a la biosynthese de la pénicilline et
aux exigences d'entretien.

En effet, le CO2 peut inhiber la croissance et la formation de produits dans les bioprocédés
submergés de champignons filamenteux. Le CO2 peut altérer la membrane propriétés,
enzymes spécifiques et pH intracellulaire, mais seulement dans certains cas, comme dans la
croissance fongique. Le CO2 peut avoir un effet stimulant (Papagianni., 2004). Chez P.
chrysogenum entre 0 et 8%, il apparait que la croissance filamenteuse est prédominante,
contrairement a 15-20% ou I'apparence est un retard de croissance et les hyphes sont gonflées
(Cronenberg et al .,1994).

1.2- Formalisation

Dans cette, il s’agit de I’élaboration de I’explication formelle en utilisant des équations
mathématiques. Ces équations permettent de former une modélisation mathématique de
fonctionnement et des parametres de la fermentation. Dans notre cas, on va exploiter la
modélisation de Birol et al. (2002).

1) Les variables

Birol et al. (2002) ont proposé les variables qui sont représentées dans le tableau suivant afin
de les exploiter dans les équations de leur modélisation mathématique.
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Tableau 4 : Les variables proposées par Birol ef al. (2002)

parametres Descriptions (unité) valeurs Valeurs
initiales

X Concentration de biomasse (g/1) 0.1 0.1

S Concentration du substrat (g/I) 15 15

P Concentration de pénicilline (g/1) 0 0

T Température (K) 297 297

Co2 Carbondioxide concentration (mmol/l) | 0.5 0.5

Tf Température d'alimentation du | 298 298
substrat (k)

PCp Densité x capacité calorifique du | 1/1500 1/1500
milieu (par 1
oC)

pcCp Densité x capacité calorifique du | 1/2000 1/2000
liquide de refroidissement (par | °C)

a Coefficient de transfert de chaleur du | 1000 1000
liquide de refroidissement/chauffage
(cal/h °C)

b Constante 0.6 0.6
Production de chaleur (cal)

Qrxn Débit d'eau de refroidissement (I/h) 0 0

Fc Concentration d'oxygene dissous : (= | 0 0
CZ asaturation) (g/1)

[H+] Concentration en ions hydrogene | 0.0000079432 | 0.0000079432
(mol/l)

C; (=Cjasaturation) | Concentration d'oxygene dissous 1.16 1.16

Kx Constante de saturation Contois (g/l) | 0.15 0.15

K Constante de vitesse d'hydrolyse de la | 0.04 0.04
pénicilline (pAr h)

K2 Constante de vitesse d'hydrolyse de la | 7x10 0.00007
pénicilline (pAr h)

up Taux spécifique de production de | 0.005 0.005
pénicilline (par h)

K Constant (mol/l) 1010 0.0000000001
Constante de limitation d'oxygene
(avec
Limitation)

Kox, Kop Constante de rendement (g biomasse/g | 2 x1072 0.02
glucose) 0.02

Vx/s Constante ~ de  rendement (g 1045 0.45
pénicilline/g glucose)

Vp/s Constante de rendement (g biomasse/g | 0.90 0.90
oxygene)

Vx /o0 Constante de rendement (g
pénicilline/g oxygene) 0.04 0.04
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Vp/o Coefficient de maintien sur l'oxygene | 0.20 0.20
(heur)

mo Constante de proportionnalit¢ (mol | 0.467 0.467
[H*]/g biomasse)

¥ concentrations dans les deux solutions | 107> 0.00001
acide /base (M)

C Les concentrations dans les deux |3 3
solutions (basique/acide) (M)

Fa débits d'acide (1/h) 0.01 0.01

Fo débits de base (1/h) 100 100

At temps (h) 50 50

e Taux de croissance  spécifique | 0.092 0.092
maximal (par h)

k. Constante de saturation Contois (g/l) | 0.15 0.15

kg, Constante  d'Arrhenius  pour la | 7000 7000
croissance

E, Energie d'activation pour la croissance | 5100 5100
(cal/mol)

kq Constante d'Arrhenius pour la mort | 1033 10.233
cellulaire

E, Energie d'activation pour la mort | 50000 50000
cellulaire (cal/mol)

(08} Relation constante du CO2 a la|0.143 0.143
croissance (mmol CO?2/ g biomass)

o Constante reliant le CO2 a l'énergie de | 4x107 0.0000004
maintenance (mmol CO2/g biomass h)

a3 Constante reliant le CO2 a la|10* 0.0001
production de pénicilline (mmol
CO2/1 h)

my Coefficient d'entretien sur support | 0.014 0.014
((par h)

Sf Concentration du substrat | 600 600
d'alimentation (g/1)
Taux d'alimentation du substrat (g | 0.33 0.33

F substrat dm”-3 bouillon h-1)
(Bajpai , Reuf3.,2007)

Kp Constante d'inhibition (g/1) 0.0002 0.0002

2) Les équations

Les équations proposées par Birolet al. (2002) sont :
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A) Modélisation du taux de croissance u

— ux S _Eg B B E

. 1+[[H+] H+]]KX+5 ><k . X+cl [k exp ( )] [kd exp ( RT)] ....... (1)
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B) Modélisation de la biomasse X

dx X dv
=uX

D) Modélisation de la substrat S
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E) Modélisation du volume V
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F) Modélisation du pH
[

I_B+ (BZ+4>< )
l 2

G) Modélisation de la température
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H) Modélisation de I’Oxygene dissous

aC Hor C
Lo by X—moX +Ki(C, —C,) ——=
YX/O YP/O

av
X (10)

I) Modélisation de ’évolution du CO2

aco, ax
= 4 —
dat

1.3- Conception

Cette phase consiste a élaborer 1’algorithme qui permet d’approcher les équations
mathématiques a la forme des instructions informatiques.

A. Identification des variables de I’algorithme

Les variables, qui sont proposées par Birol et al (2002), vont étre exploitées dans 1’algorithme
que nous proposons avec des dénotations adéquates avec la forme des algorithmes (voir le
tableau 2).

Notant que les variables ayant des valeurs qui s’évoluent dans le temps, vont étre représentées
dans 1’algorithme par des tableaux. Ces variables sont : X, S, P, T, CO2, H, et CI. La structure
du tableau permet de garder 1’historique des valeurs d’une variable.

Tandis que les variables ayant des valeurs constantes vont étre représentées dans 1’algorithme
par des variables simples qui peuvent contenir des valeurs constantes. Ces variables sont : TT,
pCp, a, b, etc.

En plus des variables de Birol et al. (2002), on va ajouter

- Dt qui représente I’intervalle du temps entre un instant et I’instant suivant.

- n une variable de type entier qui représente le nombre des cases des tableaux. Le
temps de production de la pénicilline est 200. Donc, n=200/Dt. Il faut arrondir la
valeur trouvée a une valeur du type entier.

- tt tableau qui permet d’enregistrer les instants durant le temps de production de la
pénicilline.

- tune variable de type entier qui représenteune variable et qui permet de parcourir les
tableauxX, S, P, T, CO2, H, et Cl.
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- tl une variable de type entier qui représente une variable et qui permet de parcourir le

tableau tt.

B. Initialisation des variables de I’algorithme

Les variables constantes vont avoir ses valeurs dans cette étape. Ces valeurs ne peuvent pas

étre changées dans le corps de I’algorithme. Les premieres cases des tableaux vont étre eues

des valeurs dans cette étape. Ces valeurs sont issues dans le temps t=0. Tandis que les autres

cases vont étre remplies via des instructions au niveau du corps de 1’algorithme. Les variables

sont initialis€es selon le tableau?2.

Tableau 5 : Initialisation des variables

Variable Dénotation algorithmique initialisation
X X X(1)=0.1;
S S S(1)=15;
P P P(1)=0;
T T T(1)=297,
Co2 Co2 Co2(1)=0.5;
Tf Tf Tf=298;
PCp PCp pCp=1/1500;
PcCp PcCpc pcCpc=1/2000;
A A a=1000;
B B b=0.6;
Qrxn Qrxn Qrxn=0;
Fc Fc Fc=0;
[H+] H H(1)=0.0000079432;
C; (=Cja saturation) Cl, Clet Cl(1)=1.16; Clet=1.16;
Kx Kx Kx=0.15;
K K K=0.04;
K2 K2 K2=0.00007;
up Mup mup=0.005;
Ki K1 K1=0.0000000001
Kox, Kop Kox Kox=0.02;
Kop Kop=0.02;
Vx/s Yx_s Yx_s =0.45;
Vp/s Yp_s Yp_s=0.90;
Vx /0 Yx_o Yx_o =0.04;
Yp/o Yp_o Yp_o =0.20;
mo mo mo =0.467;
¥ gamma gamma =0.00001;
Cw Ca_b Ca_b=3;
F. Fa Fa=0.01;
Fy Fb Fb=100;
At Dt Dt=50;
Wy mux mux =0.092;
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ky kx kx=0.15
kg, Kg Kg=7000;
E, Eg Eg=5100;
kg Kd Kd=10.733;
E4 Ed Ed=50000;
0Ll alphal alphal=0.143;
o alpha2 alpha2=0.0000004;
a3 alpha3 alpha3=0.0001;
my mx mx=0.014;
Sf sf st=600;
F F F=0.33;
Kp Kp Kp=0.0002;

C. Les instructions de I’algorithme

Les équations mathématiques de Birol et al. (2002) vont étre représentées sous forme des
formules. Ces dernieres vont étre affectées aux variables de type tableau. Par exemple : pour
calculer la biomasse X dans un temps t+1, I’instruction est la suivante :

X(t+1)=(mu*X(t)*Dt)-(Dt*(X(t)/ V(1)) *(F*V (t))/sH)+X(t) ;

Sachant qu’afin de calculer X dans le temps t+1, il faut que la valeur de X dans le temps t est
déja calculée. Notant que la valeur de X dans le temps t=0 a été donnée au départ. Donc, on
peut calculer la valeur de X dans le temps t=0+Dt. Sachant que Dt est I’intervalle du temps
entre un instant et 1’instant suivant. Ainsi de suite, on va exploiter la méme équation pour
calculer la valeur de X dans chaque instant jusqu’au dernier instant. La valeur de chaque
instant est enregistrée dans une case du tableau X. De ce fait, la structure algorithmique
exploitée pour calculer la valeur de chaque cas est de type boucle. Le nombre des cases égal
au temps nécessaire pour produire la pénicilline divisé sur Dt.

Les valeurs des cases des tableauxS, P, T, CO2, H, et CI vont étre calculées en parallele avec
le tableau X. Donc, les instructions permettant de calculer X, S, P, T, CO2, H, et Cl vont étre
représentées dans la méme boucle.

Une fois les cases des tableaux X, S, P, T, CO2, H, et Cl sont remplies, on va passer a
construire les courbes deX, S, P, T, CO2, H, et Cl en fonction du temps tous en se basant sur
ces valeurs.

Dans ce qui suit, nous représentons 1’algorithme
Algorithme penicilline

Déclaration

Constantes :

Dt=50
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Tf=298;
pCp=1/1500;
pcCpc=1/2000;
a=1000;

b=0.6;

Qrxn=0;

Fe=0;
Clet=1.16;
Kx=0.15;
K=0.04;
K2=0.00007;
mup=0.005;
K1=0.0000000001;
Kox=0.02;
Kop=0.02;
Yx_s =0.45;
Yp_s =0.90;
Yx_0=0.04;
Yp_o =0.20;
mo =0.467;
gamma =0.00001;
mux =0.092;
Kp=0.0002;
KI=0.10;
Kla=130;

p=3;
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mx=0.014;
sf=600;
F=0.33;
Fa=0.01;
Fb=100;
Ca_b=3;
Kg=7000;
Eg=5100;
Kd=10.733;
Ed=50000;
R=1.987;
alphal=0.143;
alpha2=0.0000004;
alpha3=0.0001;
Variables:

n, t, t1:entire;
X,S,P,V, T, Co2, Cl, H, tt : tableaux des réel de taille n
Debut
X(1)=0.1;
S(1)=15;
P(1)=0;
V(1)=100;
T(1)=297,
Co2(1)=0.5;
CI(1)=1.16;

H(1)=0.0000079432;
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n=arrondir(200/Dt);

Pour t=allant de 1 a n pas=1

mu=(mux/(1+(K1/H)+(H/K2)))*(S(t)/(Kx*X(t))+S(1)))*(C1(t)/((Kox*X(t))+CI(t))) *(Kg*exp(

-Eg/(R*T(1))))-(Kd*exp(-Ed/(R*T(1))));
mupp=mup*(S()/(Kp+S()+((S()*S(0)/KD))*((CI(t).”p)/(Kop*X(6))+C1(1)."p))) ;
X(t+D=(mu*X () *Dt)-(DEX O/ V() *(F*V(O))/sH)+X(D) ;

V(t+1)=(( F*V(0)/sf)*Dt+V (1);
P(t+1)=(mupp*X(t))*Dt-(K*P(t)*Dt)-Dt*(P()/ V (1) *(F*V (1))/sD)+P(t) ;

S(t+1D)=(-mu/Yx_s)*X(t)*Dt-((mupp/Yp_s)*X(t))*Dt-(mx*X(t)*Dt*((F*sf)/V(t)))-
DEA(SO/VO)*(F*V(0)/sH+S(1) ;

T(t+1)= ((F/st)*(TE-T(t))*Dt)+(Dt/(V(t)*pCp))*(Qrxn-
((@*(Fc.Ab+1)))/(Fe+((a*(Fc."b))/(2*pcCpc))))+T(t);

CI(t+1)=((((-mu)/Yx_o0)*X(t))*Dt)-((mupp/ Y p_o)*X(t)*Dt)-(mo*X(t)*Dt)+Kla*(Clet-

CI(t))*Dt-(Dt*(CL(t)/ V(1)) *(F*V (1) )/sD)+CI(t);

B= ((((10.A(-14))/H(t))-H(t))*V(t)-((Ca_b)*(Fa+Fb)*Dt))/(V (t)+(Fa+Fb)*Dt);

H(t+1)=gamma™*((mu*X(t))-(F*X(t)/V (1)) *Dt+Dt*(-B+sqrt((B*B+(4*10.7(-14))))/2)-

H(t))*(1/Dt)+H(t);
Co2(t+1)=(alphal*(X(t+1))-X(t))*Dt+(alpha2*X(t)*Dt)+(alpha3*Dt)+Co2(t);
Muu(t)=mu;

Muupp(t)=mupp;

Fin pour

Pour tl=allant de 0 a n pas=1
tt(i)=t1*Dt ;

1=i+1 ;

fin pour

dessiner courbe (X, tt) ;
dessiner courbe (P, tt) ;

dessiner courbe (S, tt) ;
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dessiner courbe (H, tt) ;
dessiner courbe (Cl, tt) ;
dessiner courbe (Co2, tt) ;
Fin

1.4- Implémentation :

1.4.1- MATLAB :

Le nom « Matlab » vient de deux mots : matrice et laboratoire. Selon le MathWorks
(producteur de Matlab), Matlab est un langage informatique technique utilisé principalement
pour les calculs et la visualisation numérique haute performance. Il integreinformatique,
programmation, traitement du signal et graphiques dans un environnement facile a
utiliser,dans lequel les problemes et les solutions peuvent €tre exprimés avec une notation
mathématique.

De basel'élément de données est un tableau, qui permet de calculer des formules
mathématiques difficiles,qui peut étre trouvé principalement en algebre linéaire. Mais, Matlab
ne se limite pas aux problemes mathématiques. Il peut étre largement utilisé pour analyser les
données, la modélisation, la simulation et les statistiques. Le langage de programmation de
haut niveau Matlab trouve une implémentation dans d'autres domaines scientifiquescomme la
biologie, la chimie, I'économie, la médecine et bien d'autres.(Inglot 2012).

€ FreeMat v4.2 Command Window - o X
File Edit Debug Tools Help

D gD EJ B U IlE w § D stckbase v | [cusersiDEAPAD 330D table/Data ~ o
File Browser 8 x| FreeMac v4.2
_— || Copyright () 2002-2008 by Samit Basu
s Sae Dateh” || 1:censed under the GNU Public License (GPL)
.. (Parent F... Type <help license> to find out more
02070221 0 2l 2 <helpwin> for online help
annotation... 2320 252 <pathtool> to set or change your path
annotation.. 2305 2)ul2 || Use <dbauto on/off> to control stop-on-error behavior
B —— 2)ul2iv || Use ctzl-b to stop exscution of a function/script
b= N JIT is enabled by default - use jitcontrol to change it
Use <rootpath gui> to set/change where the FreeMat toolbox is installed
History & X|[-->
D="BienVenue' ~
5+9/(3-2"4
G1=[101214 161820 22];
G2=[567891011];
subplot(2,2,1), plot(G1,'+~)
subplot(2,2,2), plot(G2,'0-")
%% lun. 6. sept. 21:10:45 2021
v
Variables 8 x
Name Class Value
<
Debug 8 x

Figurel0 : interface Matlab version portable
1.4.2- L’implémentation de I’algorithme :

L’algorithme proposé dans la conception est implémenté dans Matlab comme dans les figures
suivantes :
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& penicillinfedbatch.m (C/Users/IDEAPAD 330/Documents/matlab/FreeMatPortable/Datas) - FreeMat v4.2 Editor
Eile Edit Tools Debug Help
DB @™ XB kb THIEO -

penidlinfebatch.m | penicilinfedbatch.m

function []=penicillinfedbatch()

1 Fo=0;
17 C1(1)=1.1€;

bl

W NN

SRR v ]

31

36 K12=130;

Figurell : Extrait de la partie initialisation des variables de la simulation sur Matlab

& penicillinfedbatch.m (C:/Users/IDEAPAD 330/Documents/matlab/FreeMatPortable/Datar) - FreeMat v4.2 Editor X
File Edit Tools Debug Help
QwaiXBE bk odEQS

periciinfebatch.m  peniilinfedbatch.m (]

36 !

37

33

3%

40

41

42

43

49

45

46

47 Ed=50000;

43

45 .143;

50 .0000004;

51 alpha3=0.0001;

52 n=round (200/Dt) ;

53 for t=1:n

sS4 % mu=mux* (S(T)/ (Kx*X(T)+5(T))) * (C1/ (Kox*X(T)+CL)):

55 mu= (mux/ (1+(K1/H) + (H/K2) ) ) * (S (6) / ( (Rx*X () }+S(t)) ) * (CL () / ( (Kox*X (£) ) +C1(t) ) ) * (Rg*exp (-Eg/ (R*T (t) ) ) ) - (Kd*exp (-Ed/ (R*T(t} }) ) ;

S€ mupp=mup* (5(t)/ (Bp+5 (£)+((5 (%) *S(£) ) /KI} ) * ((CL(E) ."p}/ ((Kap*X (£) ) +C1(t)."R)))

57 X (&+1)=(mu*X (t) *D6) — (DE* (X(E) /V(5) ) ) * ((F*V (5) ) /e) +X(E) ;

53 V(t+1)=(( F*V(c))/sf)*Dc+V(c);

59 mupp*X () ) *Dt— (K*P(t) *Dr)—Dr* (B{c)/V (£} ) * ( (FAV(c))/sf}+P(t)

&0 ~mu/¥x 5} *X (%) *DT- ( (mapp/Yp_5) *X(£)) *DE— (mx*X(C) *DT* ((F*3£) /V(T)))-DT* (S(T)/V (L)) * ((F*V(T))/3£)+5 (x)

535 T(t+1)= ((E/Sf)*(T£-T(t))*Dt)+(DT/ (V(T)*PCP) ) * (Qrxn—( (a* (Fc.” (b+1)) )/ (Fc+( (a* (Fe. b)) / (2*peCpc) } ) ) ) +T (t) &

€2 C1(t+1)=((((-mu}/¥x_o) *X(t)) *Dt)- ( (mupp/¥p_o) *X(t) *Dt) - (mo*X (t) *Dt) +KLa* (Clet-CL(t) ) *Dt- (Dt* (CL(t) /V(t))) * ((F*V(t) ) /sE) +CL(t) :

€3 ((((10.7(-14)}/H(t))-H(t))*V(t)—((Ca_b)* (Fa+Fb) *Dt) ) / (V (£t} +(Fa+Fb) *Dt) ;

&4 t+lj=gamma* ( (mu*X(t)) - (F*X (L} /V(t))) *Do+Dr* (-B+sqrt ( ( (B4B+(4210.7(-14))))/2)-H(t)) * (1/Dr)+H(t) ;

&5 Co2 (t+1)={alphal* (X{t+1))-X(r))*Dt+(alpha2*X () *Dt)+ (alpha3s*Dr)+Co2 (t);

g6 Muu (T) =mu;

€7 Muupp (T)=mupp;

13- end

&3

70 t1=0 :n ;

71 LL=tl*Dt ; -

Figurel2 : Extrait des instructions de la simulation sur Matlab
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& penici h.m (C, 30/Doct af) - FreeMat v4.2 Editor - [m] X
File Edit Tools Debug Help
B A=RIE LR I Rz
B3 penidlinfebatch.m | penicilinfedbatch.m a
55 mu= (mus/ (1+(K1/H) + (H/R2) ) ) * (5 (5)/ ( (Be*X(c) }+5(e) ) ) * (CL(c)/ ((Kox*X (c) )+C1l(t) )} * (Kg*exp (-Eg/ (R*T(5))) ) - (Kd*exp (-Ed/ (R*T(T) ) ) )5 Lo
5€ mupp=mup* (5t} / (Rp+3(c)+((5(T) *5(c) ) /KI))* ((CL{c) . P}/ ((Kop*X(c])+Cl(t)."p))) &
57 X {c+1)=(mu*X () *De)—(De* (X{t)/V(c)) ) * ((F*V () ) /sf)+X(c) »
58 Vi(t+l)={( E*V(t})/sf) *Dr+V(t):
59 B(T+1)=(mupp*X (£} ) *DE—(K*EB () *Dr}-Dt* (B (T)/V(t)}* ((F*V(T))/SE)+P(T) :
60 S(t+l)=(-mu/¥x_s)*X(t} *Dt- { (mupp/Yp_s) *X (t) ) *Dt— (mx*X (€} *Dt* ( (F*s£) /V(t)))-Dt* (S(t) /V (L)) * ((E*V(t})/sE)+S(t) ;
E1 T(t+l)= ((F/sf)* (TE-T (t)) *Dt)+(Dt/ (V(t) *pCp) ) * (Qrxn—{ (a* (Fc.” (b+1)) )/ (Fc+( (a* (Fe. b)) / (2*peCpe) ) ) ) ) +T (£) 5
&2 CL(e+1)={((((-mu}/¥x o) *X(c)) *Dt)—( (mupp/¥p_o) *X () *Dt) - {mo*X (t} *Dt)+Kla* (Clet—CL () ) *Do— (DE* (C1(t) /V(E)) ) * ((F*V(T))/sf)+Cl(z);
€3 B= ((((10.7(-14))/H(t))-H(L))*V(t}—((Ca_b)* (Fa+Fb}*Dt))/ (V(r})+(Fa+Fb) *Dr);
&4 H(t+l)=gamma* { (mu*X(t))— (F*X(£)/V(z))) *De+De* (-B+sare (( (B*B+(4*10.% (-14))))/2)-H(z)) * (1/De)+H(z) ;
&5 Co2(t+1)=(alphal” (X(T+1)}-X(t)}*DT+(alpha2*X(c) *Dr)+(alpha3*Dt)+Co2 () ;
13 Muu (t)=mu;
&7 Muupp (t)=mupp;
€8 end
€9
70 tl=0 :n ;
71 tt=tl*Dt
72 £subplot(2,1,1), PLOT(A,'+-')
73 tsubplot (2,1,2), plot(B,'o-')
74 subplot (3,1,1)
75 plot(tt,X, 'r')
7E xlabel ('temps')
77 viabel ('Valeurs X'}
78 %hold on
79 subplot (3,1,2)
30 plot{tt,B, ‘g')
81 xlabel (' temps')
EE) vlabel ('Valeurs P'}
83 %hold on
a4 subplot(3,1,3)
85 plot(tt,5, 'B')
36 xlabel ('temps')
87 ylabel ('Valeurs S')
EE} grid on
EL) %legend('signal X', 'signal P', 'signal 5')
50 end o

Figure 13: Extrait des instructions permettant de dessiner les courbe de la simulation

sur Matlab

2- Résultats et discussion

2.1- Résultats

L’exécution du logiciel développé, ou a chaque fois on change les conditions initiales, donne

un ensemble des courbesqui sont :

File  Tools

BRUD&RL KD+

Figure 14 : Courbe du substrat

Cette courbe nous montre 1'évolution du substrat en fonction du temps :
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> De 0 a environ50 heures on observe une décroissance du substrat (de 15g/1a13,3 g/l )

File Tools

BRI HED -+

Figure 15 : Courbe de la biomasse
Cette courbe représente 1'évolution de la biomasse en fonction du temps :

> Nous voyons une accumulation rapide de biomasse (de 0.1 g/l a 0.62 g/l)dans50
heures

File  Tools

PRoedhad -

Figure 16 : Courbe du I’oxygene dissous

Cette courbe nous montre I'évolution du I’Oxygene dissous fonction de temps :
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» On observe une diminution au niveau de Oxygene dissous (de 1 .16g/1Jusqu’a0g/1

File Tools

BROD|HED -+

Figure 17 : Courbe dioxyde de carbone

Cette courbe représente 1'évolution de I’oxyde de carbone en fonction de temps :

» On peut observer que l’oxyde de carbone est diminuer de 0.5 mmol/lJusqu’a
Ommol/l.(a la fin, I’oxyde de carbone dans le milieux de fermentation ) du début de
fermentation jusqu’a le temps 50 heures.

File Tools

=1l WL =

Figure 18 : courbe de Ph

Cette courbe représente Une illustration schématique de PH en fonction du temps :
» le résultat de PH résultant de cette proposition l'algorithme a augmenté de facon
exponentielle [ 0 -5] avec le temps [ 0-50 heurs ]
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File Tools

BROQLED -+

Figure 19 : courbe de la productivité avec des conditions idéales
Cette courbe est obtenue avec les valeurs initiales suivantes :
X0=0.1; S0=15; P0=0; V0=100; T0=297;C020=0.5;Cl10=1.16;H0=0.0000079432.

Selon les résultats expérimentaux (Birol et al, 2002), ces valeurs initiales représentent les
conditions idéales. Le logiciel que nous avons développé a confirmé que ces valeurs donnent
une meilleure productivité. Pour prouver, il suffit de changer ces valeurs et comparer les
résultats. Dans ce qui suit, nous montrons un exemple avec des valeurs plus élevées et un
exemple avec des valeurs plus basses.

X0=0.12;S0=150; P0=0; V0=1000; T0=297; C020=0.51;Cl0=1.161;H0=0.1000079432,ces
valeurs représentent un exemple des valeurs initiales plus élevées. La courbe est représentée
dans la figure 20.

Cl0=1.14; H0=0.0000049432; X0=0.01; S0=10; P0=0; VO0=10; T0=297;C02(1)=0.2, ces
valeurs représentent un exemple des valeurs initiales plus basses. La courbe est représentée
dans la figure 21.
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File Tools

BROK & E D+

Figure 20 : courbe de la productivité avec des conditions plus élevées.

File Tools

BRDQHED+

Figure 21: courbe de la productivité avec des conditions plus basses
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2.2- Discussion

1- La diminution du substrat indique sa consommation par les micro-organismes pour la
croissance et l'entretien des cellules pour la formation du produit ( ou S est le substrat
principal associé au carbone).

2- L'accumulation rapide de biomasse est obtenue grace a la croissance de cellules de grande
valeur qui sont responsables ala production de pénicilline.

3- La dépendance de la croissance de la biomasse au CL (oxygene dissous).

4- La diminution du CO2 est supposée €étre due a la croissance, la biosynthese de pénicilline
et les besoins d’entretien (Co2 une variable importante et souvent négligée dans la
modélisation de la fermentation).

5- L'augmentation du pH est un indicateur de la fin de la phase de dormance. (La
concentration en ions hydrogene [H] est en corrélation avec la formation de biomasse).

6- Les conditions idéales peuvent étre calculées avec le logiciel sans faire les expériences
réelles.

A) Les inconvénients d’une culture fed-batch sont

> Fournit un autre point d'entrée pour la contamination.
> Colits d’installation supérieurs a ceux d’un batch.
> De plus, la composition du milieu d’alimentation peut étre modifiée durant

I’opération.

> Des capteurs sophistiqués et un ordinateur sont nécessaires pour controler le feed et
maximiser la productivité.

> Permet I'accumulation d'agents inhibiteurs et de toxines.

B) Les avantages d'une culture fed-batch sont :

v Ce mode de conduite est tres utilisé en pratique. Il permet de gagner du temps et de ce
fait d’améliorer la productivité de la cuve de fermentation.

v Colits opérationnels inférieurs a ceux du batch mais supérieurs a ceux d’une culture
continue.

v Peut étre manipulé pour une productivité maximale en utilisant différentes stratégies
d'alimentation.

v Il est possible de combiner 2 ou plus réacteurs pour obtenir une culture plus ou moins
continue.
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v Il est possible de séparer les phases de croissance et de production, des précurseurs
peuvent étre ajoutés.
v En raison de leurs avantages, les processus fed-batch en soi sont maintenant utilisés

dans tous les domaines de la production biotechnologique, en particulier pour la production de
protéines recombinants. et d’antibiotiques.
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CONCLUSION :

La fermentation naturelle dans 1’industrie ne permet pas de prédire a 1’avance les
conditions nécessaires pour avoir une bonne production. Dans ce travail, nous
sommes intéressées par la production de la pénicilline par Penicillium Chrysogenum
en Fed-batch. Nous avons proposé une simulation informatique qui permet de calculer
les formules de la modélisation mathématique de la production de la pénicilline par
Penicillium Chrysogenum en Fed-batch. Cette modélisation mathématique est adoptée
par (Birol et al., 2002). La simulation proposée a été implémentée sur MATLAB et
nous avons prouvé que la simulation informatique permet de prédire les conditions
nécessaires pour obtenir le résultat optimal de la production de la pénicilline par
penicillium Chrysogenum avant de lancer la fermentation réelle en mode Fed-batch.

Le logiciel de simulation de la fermentation offre une flexibilité a l'utilisateur, telle
que la modification des parametres et des conditions initiales et I'introduction des
défauts qui affectent diverses variables d'entrée.

Cependant, cette prédiction permet de gagner du temps et du coiit. La simulation
informatique devrait également conduire a une meilleure compréhension des
processus impliqués. Donc, il ne faut pas répéter la fermentation réelle a plusieurs
reprises pour savoir quelles sont les conditions optimales pour obtenir une bonne
production de pénicilline par penicillium dans les fermenteurs Fed —batch.

Nous pouvons proposer un nombre de perspectives, ces dernieres peuvent venir
compléter, améliorer, voire étendre ce modeste travail. Parmi ces perspectives, on
peut citer :

- nous visons a proposer une simulation informatique de la production de la
pénicilline par penicillium Chrysogenum en mode batch

- nous visons a proposer par la suite une simulation informatique de la production de
la pénicilline par penicillium Chrysogenum en mode hybride batch et fed batch afin
de profiter des avantages des deux modes.
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Afin d‘attendre au résultat optimal avec des conditions idéales dans la fermentation naturelle, il
faut la répéter plusieurs fois. Cela génere un gaspillage de produits et de temps (co(t). De ce
fait, il est nécessaire d’exploiter une technique d’estimation. La modélisation mathématique et
son calcul via la simulation informatique sont considérés comme des techniques qui permettent
de prédire le résultat optimal et les conditions idéales. Dans ce travail, nous proposons une
simulation informatique d’'une modélisation mathématique de la fermentation de penicillium pour
produire la pénicilline. La comparaison entre les résultats de I'exécution de cette simulation et les
résultats expérimentaux montre que la simulation informatique est un outil précieux pour
développer des stratégies améliorées de contrble pour la fermentation industrielle de lapénicilline
en Fed batch par penicillium chrysogenum.
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