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Abstract

The objective of this study is to evaluate the influence of light intensity, the concentration of inoculum and the specific photo-bio-
reactor surface area on biomass production. The cyanobacterium Arthrospira platensis used was identified, evaluated with respect to
its protein content and then cultured in three photo-bioreactors of different surface / volume ratio. These PBRs were inoculated with
concentrations of the starting inoculum varying between 0.125, 1 and 3.5 g / L for the conventional and annular PBR respectively
under different incident light intensities 800- 10,000 lux. The best biomass productivity was obtained in the large-area (112 m™) and
thin (1.5 cm) PBR at a relatively high light intensity (10000 lux) and a low inoculum concentration (1g / L). On the other hand, the
best productivity in photosynthetic pigment (chlorophyll) was reached when the Spirulina culture was subjected to low intensities

estimated at 800 lux.

The production of hydrogen was carried out in the three photo-bio-reactors by operating on the pH of the medium, the concentration
of bicarbonate and the concentration of NaCl. The results reveal that hydrogen production is optimized for: pH 8.5, 17 mM NaCl
concentration and a 300 mM bicarbonate concentration. The effect of the lighting surface on hydrogen production has led to

promising results in the case of laboratory-designed PBR.

Keywords : Photo-fermentation, Arthrospira platansis, Light Intensity, Ratio V/S, Concentration inoculum, RSM"Box-Bhenken,

PBR annular.

Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’influence de I’intensité lumineuse, de la concentration de I’inoculum de départ ainsi que dela
surface spécifique d’un photo-bio-réacteur sur la production en biomasse. La cyanobactérie Arthrospira platensis utilisé a été
identifiée, évaluée par rapport a sa teneur en protéines puis cultivée dans trois photo-bioréacteurs de rapport Surface/VVolume
différents. Ces PBR ont été ensemencés avec des concentrations de I’inoculum de départ variant entre 0.125, 1 et 3.5 g/L pour les
PBR classique et annulaire respectivement sous différentes intensités lumineuses incidentes 800- 10000 lux. La meilleure
productivité en biomasse a été obtenue dans le PBR de grande surface (112 m™) et de mince épaisseur (1.5 cm) sous une intensité
lumineuse assez élevée (10000 lux) et avec une concentration d’inoculum faible (1g/L). Par contre, la meilleure productivité en
pigment photosynthétique (chlorophylle ) a été atteinte lorsque la culture de Spiruline a été soumise a faibles intensités estimées a
800 lux.

La production d’hydrogéne a été effectuée dans les trois photo-bio-réacteurs en opérant sur le pH du milieu, la concentration de
bicarbonate et la concertation de NaCl. Les résultats révélent que la production d’hydrogéne est optimisée pour un pH de 8.5, une
concentration de 17 mM de NaCl et une concentration de bicarbonate de 300 mM. L’effet de la surface d’éclairage sur la production

d’hydrogéne a conduit a des résultats prometteurs dans le cas du PBR congu au laboratoire.

Mots clés : Photo-fermentation, Arthrospira platansis, Intensité lumineuse, Rapport surface volume, Concentration d'inoculum,
RSM "Box-Bhenken, PBR annulaire.
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Introduction générale

Introduction

A I'heure actuelle, les combustibles fossiles sont considérés comme source majeure d'énergie.
Cependant I'épuisement de leurs réserves et la pollution qu’ils générent font une priorité de
recherche de ressources eénergétiques alternatives. L'hydrogéne moléculaire, vecteur
énergétique alternatif et sans incidence sur I'environnement, pourrait les supplémenter voire
méme les remplacer dans un futur proche. Toutefois, a I'heure actuelle, une partie importante
d'hydrogene est produite par transformation thermochimique de combustibles fossiles ou a

partir de I’eau par voie électrochimique.

Il va sans dire que la photo-conversion de I'eau en hydrogéne, a partir de micro-organismes
photosynthétiques est considérée comme la solution préférable. Parmi les organismes
photosynthétiques oxygénés, de nombreuses espéces de micro-algues et de cyanobactéries
sont capables de produire de I’hydrogene grace a l'activité d'une hydrogénase. De nombreuses
recherches scientifiques ont été réalisées sur l'utilisation de I'énergie solaire pour la photo-

production d’hydrogene par les voies photo-biologiques [1 , 2]

Arthrospira maxima est un candidat intéressant pour la production d’hydrogene a grande
échelle parce que : i) ces espéces conduisent a une production élevée de biomasse; ii) dans la
nature, elles se propagent avec une contamination microbienne parasitaire minimale, en raison
de sa niche écologique dans les milieux alcalins carbonatés concentrés et iii) ses longs

filaments sont flottants et se prétent facilement a la récolte et au transfert de milieux [3]

Par ailleurs, la production de Spiruline est un domaine de recherche important et tres attractif
pour de nombreuses industries, particulierement: l'industrie alimentaire et pharmaceutique.
Arthrospira platensis, algue bleu-verte contenant des quantités élevées de protéines
équilibrées et un large éventail de nutraceutiques abondantes, est I'une des micro-algues les
plus prometteuses sur le marché depuis le succes de sa production commerciale dans les
étangs ouverts dans les annees 1980.

Dans les cultures ouvertes et fermées, la croissance des micro-algues est considérablement
influencée par les conditions de culture, y compris le pH, lintensité lumineuse, la
température, la présence d'ions bicarbonate, la source d'azote, le type de bioréacteur la
concentration initiale de biomasse,... En outre, une limitation majeure de la croissance des
micro-algues est la disponibilité de la lumiere. Idéalement [4], la lumiére doit étre répartie de

maniere homogene sur tout le volume de l'unité de culture. En pratique, ceci n’est pas
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toujours obtenu en raison de I'absorption de la lumiére par les pigments de micro-algues et de
la diffusion de la lumiere due aux cellules et a d'autres particules dans la solution de culture.
Ainsi, dans les systemes de culture dense exposés a une forte illumination externe, le volume
de culture est reparti en plusieurs zones : une zone de photo-inhibition, de photo-saturation,
de photo-limitation de la lumiére et d'obscurité[5].

Pour résoudre ce probléeme, le bioréacteur doit avoir une surface de transfert d'énergie
lumineuse élevée, c'est-a-dire un rapport S/V important. Les systémes de culture de micro-
algues actuels comprennent des bassins ouverts peu profonds, les photo-bioréacteurs
tubulaires [06,07], les photo-bioréacteurs a plaques plates [08,9], les photo-bioréacteurs a

colonnes annulaires[10] et les réacteurs a cuves agités [11, 12].

La croissance en batch se termine le plus souvent par une phase limitante ou les facteurs
environnementaux influencent beaucoup le taux de croissance et la production de biomasse.
Lorsque la concentration de biomasse atteint un seuil supérieur qui dépasse 1 g/L, la diffusion
de la lumiére est atténuée par I’épaisseur du photo-bioréacteur. Dans le cas des cultures de
biomasse plus denses 1- 4 g/L, la distribution de la lumiere présente une limite dans tous les
types de photo-bioréacteur. Dans ce cas, quelles sont : les surfaces spécifiques, les épaisseurs
de PBR et les intensités de lumiere d’éclairage de PBR qui permettent de minimiser cette

contrainte pratique ?

Donc les défis sont de trouver les conditions physiologiques et physicochimiques du milieu
permettant d’améliorer I’efficacité des systémes et d’optimiser la production de biomasse et
d’hydrogéne en batch. Les résultats obtenus peuvent servir par la suite aux applications sur

des cultures en continu.

Et c’est dans cette optique que s’inscrit cette thése de Doctorat qu’il s’agisse de I’optimisation
par plan d'expériences ou la production réelle sur le microorganisme photosynthétique
sélectionné pour les besoins d'étude de I' Arthrospira platensis. La thése se compose de six
chapitres : le premier chapitre est dédié a une étude bibliographique présentant en premier lieu
le microorganisme photosynthétique, la biologie des cyanobactéries et leur toxicité. Le
deuxiéme chapitre est présenté sous forme de fiche signalétique de la Spiruline : position
taxonomique, composition biochimique, intéréts nutritionnels et thérapeutiques ainsi que

mécanismes intracellulaires de la photosynthése.
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Le troisieme chapitre est consacré aux procédés de production de biomasse algale et les
differents parameétres influencant les cultures. Cette partie se termine par un tableau
récapitulatif des différents systémes ainsi que leurs performances et leurs limites.

Dans Le chapitre quatre sont présentées les différentes voies de production de I’hydrogéne.
Une partie de ce chapitre est consacrée au mécanisme d’obtention de H, et les facteurs
influencant cette production.

Le cinquiéme chapitre regroupe I’ensemble du matériel et méthodes utilisées dans ce travail.
Il s’agit entre autre de la caractérisation morphologique, la méthode d’isolement et
préparation de cultures, des systémes de culture utilisés,... la méthodologie par plan
d'expérience pour la production de biomasse y est également présenté.

Le sixiéeme chapitre concerne l'identification de la souche étudiées, Spirulina platensis, la
production et I’optimisation par la méthode d'un seul facteur de croissance de la Spiruline en
plan multifactoriel et on parachéve ce chapitre par la production d’hydrogene sur les trois
géomeétries de PBR choisies.

En fin on termine la rédaction de la présente thése par une conclusion générale ou I’on

retrouve les principaux résultats de ce modeste travail.
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Chapitre 1 Generalités sur Spiruline

I.1. Les cyanobactéries

1.1.1. Approche historique des cyanobactéries

Les cyanobactéries, communément appelées algues bleu-vert, sont des bactéries a Gram
négatif, autotrophes, réalisant de la photosynthese oxydative. Elles sont apparues il y’a
environ 3.5 milliards d'années et sont, en grande partie, responsables de I'oxygénation de
I'atmosphere terrestre [13]. Des traces de cyanobactérie ont déja été detectées dans des
stromatolithes restes des filaments d’algues pétrifiées dans du calcaire - datant de 3.7
milliards d’années, en Afrique du Sud [13]. Elles seraient a l'origine de la majorité des
dépositions de calcaires sur la Terre[14]. Leur endo-symbiose par un hoéte non

photosynthétique est a I'origine du chloroplaste des cellules eucaryotes [15].

Selon la théorie de I"évolution, les endo-symbioses ont pu se réaliser a différents moments et
de diverses facons, par absorption par une cellule Eucaryote primitive d'une autre cellule

Procaryote. On parle alors d'endo-symbiose primaire [14].

Une cellule eucaryote hétérotrophe absorbe une bactérie photosynthétique, cette bactérie
devient un chloroplaste, ses membranes internes ont une origine bactérienne. La membrane
externe de l'enveloppe a pour origine la membrane plasmique de la cellule elle-méme
réalisant ainsi une cellule eucaryote autotrophe. On parle alors d’endo-symbiose secondaire
[16]( figurel.1).

Figure 1.1 : Formation de chloroplaste [17].

On a découvert, dans les années cinquante, que ces organites contenaient de I'ADN et des
ribosomes. La ressemblance entre un chloroplaste de cellule eucaryote actuelle et d'une

bactérie photosynthétique (Cyanobactérie) est confortée par plusieurs caracteres [5].
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e L'ADN du chloroplaste est circulaire et non associée a des histones comme chez les
bactéries,

e Cet ADN code pour une partie des protéines chloroplastiques (organites semi
autonomes),

« Une partie de la synthéese de protéines chloroplastiques s'effectue dans le chloroplaste,
grace a la présence de ribosomes qui présentent des analogies avec les ribosomes
bactériens,

o Ladivision des chloroplastes suit un rythme indépendant de la division du noyau.

1.1.2. Ecologie et biologie des cyanobactéries

Les cyanobactéries vivent presque partout, y compris dans des conditions extrémes, des
glaces polaires, sous forme de tapis bactériens de plusieurs centimeétres d'épaisseur, aux sables
des déserts. Elles survivent dans les lacs tres chauds et/ou acides des cratéres volcaniques
comme dans les geysers. Elles croissent tant en eau douce que salée, sous
forme planctonique (vivant dans la masse d'eau), ou sous forme benthique (organismes fixés a

un substrat immergé) [18].

Elles se développent particulierement bien dans certains milieux pollués par les activites
humaines (eutrophisation, dystrophisation). Ces proliférations forment des fleurs d'eau de
couleur particuliere qui apparaissent sur un plan d'eau en voie de pollution. On assiste a ces
efflorescences algales quand I'eau contient de I'azote et/ou du phosphore en excés.

L'augmentation en fréquence et en sévérité des épisodes de floraisons d'eau a travers le monde
a été associee a l'eutrophisation d'origine anthropique, qui va sans cesse en augmentant. Pour
cette raison, lorsqu'on détecte qu'une étendue d'eau est envahie par les cyanobactéries, il ne
faut pas considérer I'efflorescence elle-méme comme la pollution, mais plutdt comme une

réaction naturelle a une pollution déja présente [19].

Certaines cyanobactéries sont mobiles, bien que dépourvues de flagelles et de cils vibratiles,
notamment chez les Nostocales. Quand elles sont soumises a des stress, elles peuvent alors

produire des akinetes, résistant a la deshydratation grace a des parois epaissies.
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On a observe des fragments de colonie s'en éloignant a une vitesse de 10 um/s. Certaines
colonies emprisonnent des bulles qui les font flotter et leur permettent d'étre emportées par le
courant. Certaines cyanobactéries sont parfois animées de mouvements saccadés. D’autres
sont mobiles en glissant ou en pivotant, semble-t-il au moyen d'ondes de contraction.
Certaines espéces produisent des veésicules gazeuses leur permettant de monter ou de
descendre dans la colonne d'eau, et de coloniser la surface de I'eau au détriment d'autres
especes quand les conditions leur sont favorables (eaux calmes, chaleur, ... etc.). C'est
I'origine de certains blooms planctoniques [20].

Les cyanobactéries sont regroupes parmi les oxyphotobactéries qui realisent la photosynthese
oxygénique et peuvent donc transformer I’énergie solaire en énergie chimique utilisable par la
cellule et ce en fixant le dioxyde de carbone et en libérant du dioxygene. Certaines d'entre
elles peuvent dans certaines conditions fixer le diazote. Elles sont capables de consommer le

carbone organique présent dans leur environnement.

1.1.3. Reproduction des cyanobactéries

La croissance des cyanobactéries est de type slow growth. Les temps de doublement des
populations varient de quelques heures a plusieurs jours. lls dépendent essentiellement des
especes et des conditions environnementales. La reproduction est végétative, c'est a dire
asexuée et s'effectue par scission simple ou multiple, par bourgeonnement ou encore par
fragmentation de filament. Chez certaines espéces, des cellules spécialisées (akinetes) peuvent

résister a la dessiccation puis "germer™ lorsque les conditions redeviennent favorables [21].

1.1.4. Toxicité des cyanobactéries

De nombreuses cyanobactéries produisent des cyanotoxines qui agissent sur différents
organes humains et animaux. Lorsque la période de floraison est en progression, on retrouve
tres peu de toxines extracellulaires alors que vers le déclin de celles-ci, les cellules meurent,
libérant leurs toxines dans leur environnement. La concentration de toxines extracellulaires
augmente énormément [22,23]. 50 % des efflorescences algales libérent des endotoxines
potentiellement toxiques. Elles affectent principalement la peau et les muqueuses, le foie et le

systéeme nerveux [24].

20


https://fr.wikipedia.org/wiki/Foie

Chapitre 1 Generalités sur Spiruline

Le classement de la toxicité aigué des cyanotoxines, établi d’apres les valeurs de DL50, place
les microcystines parmi les substances biologiques tres toxigques, mais on a récemment
constaté que certaines des toxines produites sont trés stables, s'accumulent dans le cerveau et

peuvent conduire a la mort par neurotoxicité aprés des décennies d'exposition chronique [25].

1.2. Généralités sur la Spiruline
1.2.1. Historique sur la Spiruline

Les cyanobactéries, cyanobiontes ou encore cyanophycées selon les preférences, sont la
famille d’algues bleue-vertes a laquelle appartient la Spiruline, laquelle elle-méme peut étre
indifféremment appelée Arthrospira sp., Spirulina sp., Spirulina platensis ou Arthrospira
platensis. C’est une cyanobactérie filamenteuse plus connue sous le nom de Spiruline. Elle a
été utilisée traditionnellement depuis plusieurs centaines d’années par des populations
primitives d’Afrique et du Mexique [14]. Depuis, on a su par les archives mexicaines que la
Spiruline était consommée du temps des Aztéques bien avant I’arrivée des Espagnols, sous le
nom de Tecuitlatl [26].

La spiruline, bien que déja décrite par Wittrock et Nordstedt (1844)[27] ne fut vraiment
découverte qu’en 1940 au Tchad par un botaniste francais du nom de Dangeard. Les
Kanembous, tribu du Tchad, la consomment encore de nos jours sous le nom de Dihé. Depuis
la mise en place de la culture en masse des micro-algues a la fin des années 50, elle connait un
regain de popularité pour I’alimentation humaine [22].

La premiere exploitation industrielle a été réalisée par la société Sosa Texcoco basee au
Mexique en 1976. Depuis, plusieurs entreprises se sont implantées partout, a I’instar de Siam
Algae Company a Bangkok en 1979, le plus gros producteur actuel Earthrise farm aux Etats-
Unis en 1983, Cyanotech Corporation a Hawali, etc. Le conseil supérieur d’hygiéne publique
en France a donné en 1984, un avis favorable pour la consommation humaine de toutes les
algues spirulines [28]. Selon Fox(1999) le nombre d’exploitations industrielles, de part le
monde, est au voisinage de la trentaine [22].

Depuis, les recherches ont beaucoup évolué et on a trouve de nombreuses applications

possibles de la spiruline : diététique, pharmaceutique, environnement et bioénergie [29, 4] .
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1.2.2. Biologie et Morphologie de la Spiruline

La Spiruline est une cyanobactérie, anciennement désignée par le terme « algue bleue » puis
cyanophycée. Elle est classée parmi les bactéries Gram négatives. C’est une bactérie
autotrophe [30, 31]

La spiruline se présente sous la forme d’un filament pluricellulaire bleu-vert, mobile, non
ramifié et enroulé en spirale. Ce filament est appelé trichome, sa forme est hélicoidale,
observable uniquement en milieu liquide. 1l est caractéristique du genre d’ou la spiruline tient
son nom. L’espece mexicaine Spirulina maxima se caractérise par des trichomes de 7a 9 p de
diameétre, de 70 a 80 p de long, légérement effilés aux extrémités, formant une spirale
réguliere de 3 & 8 tours et de 40 a 60 p de diametre [4]. Les cellules constituantes des

trichomes mesurent 5 a 7u de long et ne rétrécissent pas au niveau des articulations.

L’espéce du Tchad Spirulina platensis se compose de trichomes atteignant 350 p de long, de
54 11 p de diamétre, un peu rétrécis au niveau des articulations. Les tours de spire ont un

diamétre de 20 & 50 pu, diminuant Iégérement vers les extrémités [18].

a) Spirulina maxima b ) Spirulina platensis

Figure 1.2. : Observation au microscope optique des filaments de spiruline [4].

Un caractere d’orientation permet de distinguer morphologiquement entre les deux espéces

voisines (figure 2). L’observation microscopique de Arhtrospira platensis, montre que les
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spires sont orientées vers la droite. Cependant chez Spirulina maxima, elles sont orientées
vers le coté gauche [4, 31].

Arthrospira platensis montre une grande plasticité dans la morphologie. Ceci est attribué aux
facteurs exogenes comme la température et d'autres facteurs physiques et chimiques ainsi que
fort génétiques [31].

On distingue différentes souches ou variétés d'Arthrospira platensis : les souches spiralées,
ondulées, et droites (Figure 2). Les souches spiralées désignent les souches dont les filaments
ont la forme d’une queue de cochon, telles la Lonar (Inde). Alors que les souches ondulées
font partie des souches dont les filaments sont en spirale étirée, telles la Paracas (Pérou). Les
souches droites représentent celles dont les filaments sont tellement étirés qu’ils donnent

I’impression d’étre presque rectilignes.

Foryrmime spiraléee (type ""L.onar""")

Formme onduléee (type ""FParacas"")
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Figure 1.3. Morphologies typiques des Arthrospira.[32]

1.2.3. Le genre Arthrospira platensis

La spiruline était, a I’origine, considérée comme une algue. Cependant, en 1960, une claire
distinction entre procaryote et eucaryote a été deéfinie, basée sur la différence d’organisation
cellulaire : les procaryotes regroupent les organismes dépourvus de compartiment cellulaire
tandis que les eucaryotes regroupent ceux qui possédent des organelles c’est a dire des
nucléoles et des mitochondries (Durand-Chastel 1993) [33].
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En 1962, Stanier et al (Stanier (1974) [34], Stanier, Van Niel C. B.(1962) [35]) constataient
que cette algue bleu-verte était dépourvue de compartiments cellulaires, et donc faisait partie
des procaryotes. Ils proposaient de désigner ce microorganisme «Cyanobactérie». Cette
nouvelle désignation est finalement acceptée et figure pour la premiere fois au Bergey
manuel.

Le terme Spiruline correspond au nom commercial d’une espece de cyanobactérie alimentaire
appartenant toujours au genre Arthrospira. Le mot Spirulina est le nom commercial
anglophone de la spiruline, mais il désigne egalement un genre de cyanobactérie assez éloigné
de Arthrospira, et surtout non comestible (Spirulina major, Spirulina subtilissima, Spirulina

princeps, Spirulina giganteaou, Spirulina subsalsa) [ 36, 37].

La Comparaison avec les séquences d'’ARNr 16S connues pour d'autres cyanobactéries a
révélé que Arthrospira n'est pas aussi étroitement lié A Spirulina comme on a souvent pensé
dans le passé, mais appartient & un groupe constituant Oscillatoria, Lyngbya et Microcoleus,
tandis que Spirulina présentait une similitude avec les cyanobactéries unicellulaires[38].

La souche Spirulina PCC 6313 appartient a une ramification contenant des cyanobactéries
unicellulaires. Pour les deux souches d'Arthrospira, la région ITS séquentielle contient les
génes ARNt-lle et ARNt-Ala, alors que la région d'espacement de la souche Spirulina PCC
6313 ne contient que le géne ARNt-1le [38].

1.2.3.1. Taxonomie

Le nom commun, spiruline, se référe a la biomasse séchée de A. platensis [22] qui appartient a
la bactérie photosynthétique oxygénée qui couvre les Cyanobactéries et les Prochlorales. Ces
organismes photosynthétiques, ont d'abord été considérés comme des algues jusqu'en 1962.
Stanier et coauteurs constataient que cette algue bleu-verte était dépourvue de compartiment
cellulaire et I’appelaient, pour la premiére fois, cyanobactérie. Cette désignation a été
acceptée et publiée en 1974 par le Manuel de Bergey [34]. Par ailleurs, il existe bien une
distinction scientifique entre les genres : Spirulina et Arthrospira. Stizenberger (1852) [39 ], a
donné le nom d'Arthrospira sur la base de la présence des septes, de la forme hélicoidale et de
la structure multicellulaire. Gomont, a confirmé la forme aseptate du genre Spirulina. Et
finalement, c’est Geitler qui réunifia les deux membres et les désigna comme Spirulina sans
considérer le septum. Il a précisé que toutes les recherches scientifiques sur les microalgues
ont été effectuée au nom de la Spiruline alors que les 34 espéces originales exploitées comme

aliments avec d'excellentes propriétés sanitaires appartiennent au genre Arthrospira [40].
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1.2.3.2. Position taxonomique de la Spiruline dans le monde du vivants
Sa position taxonomique a été décrite par Ripley Fox (1999) comme appartenant au regne
Monera, groupe ou sous régne Procaryotes, a I’embranchement des Cyanophyta, a la Classe

des Cyanophyceae, Ordre des Nostocales et la famille des Oscillatorriaceae[22].

Les Oscillatoriaceae se caractérisent par des trichomes cylindriques, unisériées, simples,
atténués parfois a I’apex par une courbure ou par la présence d’une coiffe, mais jamais en
poils articulés. Les trichomes sont nus ou pourvus d’une gaine. Il n'y a pas de ramification et
pas d’hétérocyste[4].

Les trichomes sont libres, solitaires et dépourvus de gaine. Ils sont droits ou flexueux, parfois
tordus en une hélice réguliére et composés de deux sous genre (spirulina, arthrospira) sous le
genre Arthrospira. Dans les observations au microscope, le trichome est de grande taille et les

cloisons sont bien marquées chez les espece arthrospira platensis [4].

Tableau I.1. : Taxonomie récapitulative de la Spiruline [22].

Regne Monera ou Bacteria
Sous-regne Prokaryota

Phylum ou Division Cyanophyta ou Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae

Ordre Oscillatoriales

Famille Oscillatoriaceae

Genre Arthrospira

Espéce A platensis

1.2.4. Toxicité de la Spiruline

La Spiruline n’est pas toxique car elle n’a pas les genes qui assurent la synthese des toxines de

cyanobactéries[10]. Des tests d'alimentation indépendants en France, au Mexique et te au

Japon n'ont pas montré de des résultats inattendus et aucun cas avéré d’intoxication par la

Spiruline n’a été rapporté sur les humains, les rats, les porcs, les poulets, les poissons et les

huitres. [22]

Malgré que ce micro-organisme en termes généraux ne dépasse pas les limites de

concentration en métaux recommandeées par les organismes internationaux, le contréle de la
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qualité optimale de I'environnement et le suivi périodique de cette culture des cyanobactéries
est nécessaire pour détecter les concentrations élevées de métaux en raison de l'utilisation

d'engrais et de la possibilité de pollution de I'eau [41].

1.2.5. Reproduction de la Spiruline

La reproduction est végétative, c'est a dire asexuée, et s'effectue par scission simple, par
fragmentation de filament. Le cycle biologique de la Spiruline selon Ciferri [42] passe par les
étapes suivantes (Figure 1.4) : un filament en maturité forme des cellules spéciales appelées
nécridies, au niveau de ces cellules le trichome se fragmente. Les cellules nécrologiques se
distinguent par leur forme biconcavante et le manque de pigments. Aprés fragmentation de
filament, les cellules ou les chaines courtes de cellules environ 2-8 cellule, les cellules
fragmentées deviennent par division successive ce que n' appelle une *“’hormogonie’’, [42,
43]. Ces dernieres sont trées mobiles et donnent naissance a un nouveau trichome par fission
binaire. Elles croissent en longueur et prennent la forme typiquement des filaments non
ramifies. Dans les conditions expérimentales, le temps de génération maximal de la spiruline

est voisin de 7 h dans le cas ou les conditions sont favorables [28].

- 3 TETE
5 T

.:H = Hormogonia ~

Figure 1.4. : Cycle biologique de la Spiruline [42].
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1.2.6. Composition chimique de la spiruline

1.2.6.1. Les protéines

La biomasse de la Spiruline contient une teneur en protéines élevée. Elle représente 10 & 11%
de la masse humide, soit 60 a 70% de sa matiere séche [44].

1.2.6.2. Les glucides

Les glucides constituent globalement 15 a 25% de la matiere séche des spirulines. L'essentiel
des glucides assimilables est constitué de polymeéres tels que des glucosannes aminés (1.9%

du poids sec) et des rhamnosannes aminés (9.7%) ou encore de glycogene (0.5%) [42].

1.2.6.3. Les lipides

La composition en lipides totaux se caractérise par un bon équilibre entre acides gras saturés
et acides gras polyinsaturés. La composition des principaux acides gras révele la présence
d'une forte concentration en acides gras essentiels, incluant des oméga-3 et des oméga-6 qui

préviendraient I'accumulation de cholestérol dans l'organisme [45].

1.2.6.4. Les vitamines
La Spiruline est une algue vitaminée. Elle est la deuxieme source de vitamine B1 aprés la
levure de biére. Elle contient aussi une concentration relativement élevée en provitamine A,

vitamine B 12 et -caroténe [46].

1.2.6.5. Les minéraux et Oligoélements

Les minéraux les plus intéressants chez la Spiruline sont le calcium, le magnésium, le
phosphore et le potassium. Les trois premiers minéraux cités sont présents dans la Spiruline a
des teneurs comparables a celles trouvées dans le lait. Les oligo-éléments présentant le plus

d’intéréts dans la Spiruline sont le fer, zinc et le sélénium [46].

1.2.6.6. Les pigments

La spiruline est riche en pigments responsables de sa couleur, principalement la phycocyanine
et la chlorophylle. La phycocyanine représente plus de 15 % du poids frais et plus de 20 % du
poids sec de l'algue [47-48]. La chlorophylle est présente en proportion de 9-15 g/kg [47]

1.2.7. Usages de la Spiruline
Arthrospira est le procaryote phototrophique le plus cultivé en tant que complément

alimentaire, est également utilisé comme source d'aliments pour animaux et de produits
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chimiques fins [49]. Il est aussi exploité comme agent thérapeutique selon Belay et ses
coauteurs [50].

1.2.7.1. Approche nutritionnelle

La Spiruline est connue pour sa richesse en protéines, qui constituent entre 50 et 70% de son
poids sec. Ces protéines ont en plus I’avantage d’étre facilement assimilable par I’organisme,
ce qui évite I’emploi de la cuisson qui altére les nutriments et les vitamines. Les acides aminés
essentiels représentent 47% du pois total des protéines [51].

La digestibilité de la Spiruline est en plus accrue par I’absence de paroi cellulosique dans la
cellule, remplacée par une enveloppe de muréine fragile.

L’efficacité protéique, (REP), d’un aliment est déterminée par le rapport : gain de poids de
I’animal ou de I’individu par rapport au poids des protéines ingérées. La protéine de référence
est souvent le lactalbumine ou bien la caséine, laquelle présente un REP de 2.5. La Spiruline
seule, au cours d’expériences menées sur le rat, a un REP de 1.9, tandis qu’accompagné de riz

dans une proportion égale, cette valeur s’éléve a 2.4 [21].

Les lipides totaux représentent 5.6 a 7% du poids sec de la spiruline, parfois jusqu’a 11%
selon le systéeme d’extraction utilisé. Ils se subdivisent en fraction saponifiable (83%) et en
fraction insaponifiable (17%). Les acides gras font partie de la premiere fraction : I’acide a-
linolénique en constitue 10 a 20% chez Spirulina maxima et jusqu’a 40% chez Spirulina
platensis, soit jusqu’a 1.6-3.5% de son poids sec total [52]. La Spiruline figure ainsi parmi les
meilleures sources d’acide gras essentiel, avec quelques huiles végétales peu connues, telles
que I’huile d’onagre, de bourrache, de cassis.

Rappelons que ces acides gras sont des précurseurs des prostaglandines qui jouent le réle de
médiateurs chimiques dans les réactions inflammatoires et immunitaires. Une deficience
prolongée en ces acides gras peut étre a I’origine de thrombose, d’arthrite, d’accidents
vasculaires cardiaques et cérébraux [53]. Parmi les éléments minéraux contenus dans la
Spiruline, le fer est sans doute le plus parlant. Les carences en fer a I’origine de I’anémie sont
tres répandues, surtout chez les femmes enceintes et les enfants, et lorsque les bonnes sources
alimentaires de fer sont rares. Les céréales complétes, classees parmi les meilleures sources de
fer, n'en contiennent que 150 & 250 mg par kg. En plus, elles sont riches en acides phytique et
en polymeéres phosphatés qui limitent fortement la biodisponibilité de leur fer. D’autre part,
les suppléments sous forme de sulfate ferreux deviennent toxiques a forte dose et causent
quelquefois des diarrhées. Dans le cas de la spiruline, la biodisponibilité du fer a été

démontrée tant chez le rat que chez I'homme [54.55].

28



Chapitre 1 Generalités sur Spiruline

1.2.7.2. Approche thérapeutique

On serait tenté d’affecter a la spiruline une image de potion magique, tellement ses propriétés
médicales sont variées. Ce n’est pas moins un reméede contre de nombreuses pathologies.
Nous ne citerons ici que quelques unes de ces propriétes. Aprés plusieurs années de recherche
pour essayer de comprendre I’origine du cancer, il transparait aujourd’hui comme étant le
résultat d’un processus qui aboutit & la formation de radicaux libres dans I’organisme, suite a
I’influence de différents facteurs tels que le stress physique et émotionnel, la pollution, ... etc.
Ces radicaux libres peuvent endommager I’ADN, les protéines structurales, les enzymes et les
membranes cellulaires et conduire a la formation de produits toxiques et a terme au cancer.
Pour éliminer ces radicaux libres, notre organisme a besoin d’apports en vitamines anti-
oxydantes, caroténoides et autres micro-nutriments. La caroténe, présente en quantité tres
importante dans la spiruline, est I’un des principaux caroténoides impliqués dans ce systeme
de defense de I’organisme [56]. Le diabete résulte de troubles au niveau des taux sanguins
d'insuline, hormone pancréatique qui permet de transformer le sucre présent dans le sang en
énergie. Le diabéte de type 1 qui survient a un age jeune résulte d'un manque d'insuline. Le
diabete de type 2 dit non insulinodépendant (DNID) survenant a I'age adulte, résulte de
I'incapacité de l'organisme a fabriquer I'normone de maniere efficace [57]. C’est le type le
plus répandu. Il a été prouvé que la spiruline agit sur ce type de diabete en réduisant le taux
sanguin de sucre et de cholestérol. L’ingestion quotidienne de spiruline est recommandée pour
le contréle du taux glyco-lipidique chez les diabétiques [58].

La phycocyanine de la spiruline sont connus pour leur effet immunostimulant, il est aussi
utilisée en imagerie médicale comme traceur fluorescent. Une fois purifiée, elle colte entre
8000 et 40 000 $ le kilogramme. Ce prix est justifié par la netteté d’image obtenue méme

sans utiliser de marqueur radioactif [59].

1.2.7.3. Aquaculture et aquariophile

La spiruline n’est pas exclusivement réservée a la consommation humaine. En aquaculture,
elle sert notamment a enrichir les granulés pour poissons [60]. Sa présence dans
I’alimentation des poissons a des effets que les éleveurs recherchent et apprécient. En
aquariophilie, sa premiére application concerne la pigmentation qu’elle induit chez les
poissons par sa richesse en caroténoides. Au Japon, ses qualités de pigmentation lui ont valu
d’étre employé pour la coloration des poissons servant a préparer le sushi, mais aussi des
crustacés. D’autre part, sa richesse naturelle en nutriments en fait un complément alimentaire

bénéfique pour les poissons tropicaux d’aquarium [61].
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1.2.8. Etude écologique
1.2.8.1. Culture de la spiruline
Ce qui distingue le genre Arthrospira des autres cyanobactéries, c’est le milieu naturel ou
elles vivent. En effet, la Spiruline est un organisme ubiquiste et thermophile. Elle est trouvee
dans des milieux ayant une concentration de 8,5 a 270 g/L de sel riches en carbonate de
sodium, bicarbonate de sodium,... [33]. La Spiruline se développe préférentiellement dans
des eaux chaudes tropicales du monde entier, principalement, dans les lacs alcalins d’Afrique
autour du Tchad (Arthrospira platensis) et d’Amérique dans la vallée de Texcoco au Mexique
(Arthrospira geitleri ou Arthrospira maxima). Elle a des conditions environnementales trés
contraignantes qui excluent la plupart des autres étres vivants. De plus, le développement des
spirulines dans ces milieux contribue encore a renforcer I’effet d’exclusion, par les trois
phénomenes suivants [ 4,18] :

- Par consommation des carbonates et bicarbonates de son milieu, la spiruline tend a

augmenter I’alcalinité de celui-ci ;

- Ses filaments pigmentés et flottants forment un écran qui prive de lumiere solaire les
rares algues qui pourraient s’accommoder du milieu de culture (exemple de la
chlorelle, microalgue comestible pouvant proliférer dans des cultures de spirulines

trop peu concentrées) ;

- En sécrétant des molécules qui s’averent actives contre une vaste gamme de

bactéries.

1.2.8.2. Distribution géographique

A I’état naturel, la spiruline est retrouvee dans des lacs de la ceinture intertropicale du globe
terrestre. Ces lacs sont situés approximativement entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude
Sud. lls sont peu profonds et agités par des vents légers. D’autres endroits sont possibles,
notamment partout ou vivent le flamant nain (Phoeniconaias minor) (Afrique et Asie) et le

flamant de James (), Phoenicoparrus jamesi (Amerique du sud) [17, 22].

1.2.8.3. Milieu et conditions de croissance
Pour développer une culture, la Spiruline a besoin de lumiére, d'une eau alcaline, avec un pH
allant de 8,5 a 11 (pH optimum de I’ordre de 9,5), riche en azote et en carbone, et d'une

température comprise en 25 et 40°C. Elle est produite dans des bassins, dans une eau peu
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profonde, brassée en permanence pour assurer une repartition réguliére des éléments nutritifs.
Une intensité lumineuse élevée sans agitation conduirait a la photolyse des microalgues. Une
forte intensité lumineuse conjuguée avec une forte agitation donnera la croissance optimale.

A l'inverse, en lumiére et agitation faibles, la croissance sera lente, mais la pigmentation plus
marquee, c’est-a-dire que la couleur sera d’un vert plus fonce et le bleu de la phycocyanine

apparaitra [4, 18].
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11.1. Les microorganismes photosynthétiques

Les microorganismes photosynthétiques sont des organismes photo-autotrophes. Ils utilisent
une source de carbone inorganique et une source de lumiere pour se développer. Ils
proviennent d'un groupe polyphylétique non issu d'un ancétre commun direct. Ce groupe
comprend les bactéries photosynthétiques et les micro-algues. On en distingue quatre
communautés : les algues vertes (eucaryotes), les cyanobactéries, les chlorobactéries et les
Rhodobactéries [62,63].

Il existe plusieurs facons de cultiver des microorganismes photosynthétiques, selon les
applications souhaitées. Premierement, deux modes de cultures sont a distinguer

l'autotrophie et I'nétérotrophie. En présence de la lumiére c’est l'autotrophie développée chez
le microorganisme photosynthétique qui utilise une source de carbone inorganique tandis qu’a
I’obscurité, I'hétérotrophie nécessite une source de carbone organique pour sa croissance.
Lorsque les deux sources sont mélangées en présence de lumiere, on parle alors de

mixotrophie [48].

11.2. Métabolisme de la photosynthése des micro-algues

Pratiquement, toutes les formes de vie sur terre dépendent directement ou indirectement de la
photosynthése comme source d'énergie pour leur métabolisme et leur croissance. Les premiers
organismes photo-autotrophes, les bactéries photosynthétiques anoxigenes, ont évolué il y’a
3,5 milliards d'années. lls utilisent de I'énergie lumineuse pour extraire des protons et des
électrons d'une variété de molécules donneuses, telles que H,O, pour réduire le CO, et pour
former des molécules organiques. Le processus photosynthétique dans son ensemble peut étre

décrit par I’équation globale [64]:

n CO, +2n H,O + lumiére »chloriphyle [CH,O],+ [H.0], + [O.]n (1)

La cyanobactérie réalise la photosynthése oxygénique identique a celle des plantes
supérieures. L'organisation interne d'une cellule cyanobacter est procaryote, ou une région

centrale (nucléoplasme) est riche en ADN et une région périphérique (chromoplaste) contient
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des membranes photosynthétiques. Les feuilles des membranes photosynthétiques sont

habituellement disposées en parallele, prés de la surface de la cellule (figure 11.2.(2)).

La photosynthése oxygene peut étre exprimée sous la forme d'une réaction redox entrainée
par I'énergie lumineuse (récoltées par des molécules de chlorophylle), dans lesquelles le
dioxyde de carbone et I'eau sont transformes en glucides et en oxygéne. La conversion est

traditionnellement divisée en deux étapes, les réactions dites éclairé et obscurité (figure 11.1.).

Dans les réactions lumineuses liées aux membranes photosynthétiques, I'énergie lumineuse
est convertie en énergie chimique fournissant un NADPH, H* réducteur biochimique et un
ATP & haute énergie. NADPH, H* et ATP sont par la suite utilisés dans la réduction
séquentielle biochimique du dioxyde de carbone en hydrate de carbone indéependamment de la

lumiere [65]

51O 2 NADPH, COo,
2
enzymes Light » Dark enzymes
o reactions —_— reactions (CH,O)
2 2
3ATP carbohydrates

Figue 11.1. : Principaux produits de réactions lumiére et obscurité de la photosynthese
[48].

11.3. Organisation et fonction du complexe supramoléculaire

Divers complexes supramoléculaires sont impliqués dans le transport d'électrons au niveau
des thylakoides des cyanobactéries a savoir les deux photosystéemes PS II, PS I, le complexe
cytochrome b6f, I'ATPase et les phycobelisomes. En plus de cela, deux porteurs d'électrons

mobiles sont également présents, on cite la plastoquinone (PQ) et la plastocyanine(PC).[4]

11.4. Membrane photosynthétique

La membrane cytoplasmique sépare le cytoplasme du Périplasme. Les membranes

Thylakoidales contiennent de la chlorophylle, elles sont donc verts. Elles ont une forme de
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vase et se produisent par paires. Une paire de membranes enveloppe une prochaine paire, tout

comme un ensemble de poupées russes [65].

= Periplasm
Thylakoid ——
membrane
i Cell wall
Thylakoid — |
lurnen
== Cytoplasmic
membrane

(b)

Figure 11.2. : a) Micrographie électronique d'Arthospira platensis en coupe transversale
[6]., b) Présentation des membranes et des compartiments dans une cellule de
cyanobactérie[66]. (t) thylakoides, (tf) zones exemptes de thylakoides, (r) ribosomes, (I)

gouttelettes lipidiques, (cs) carboxysomes et (cb) corps cylindrique. Barre égale 0,5 pm

ADP + Pi

Lumen Par David Joly, UQTR

Figure 11.3. : Vue simplifiée de la constitution de la membrane photosynthétique des
plantes supérieures avec ses constituants principaux: PSI, PSII, cytochrome b6f et
I'ATP synthétase par David Joly, UQTR.[67]
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11.5. Pigments photosynthétiques
11.5.1. La chlorophylle

Tous les organismes photosynthétiques contiennent des pigments organiques pour la récolte
de I'énergie lumineuse. Les chlorophylles contiennent un atome central de magnésium et
absorbent dans I’entourage du bleu et du rouge 430-445 nm et 645- 660nm respectivement.
Les tétra-pyrrols dont les atomes d'azote sont coordonnés autour d'un atome de Mg différent

par la nature du groupement R (figure 11.4) [48].

11.5.2. Les caroténoides

Les caroténoides représentent un grand groupe de chromophores biologiques avec une plage
d'absorption entre 400 et 550 nm. Ils sont des isoprénes conjugués a 6 carbones cycliques. Les
caroténoides fonctionnent comme des pigments accessoires de récolte de lumiere transférant
I'excitation a la chlorophylle (Chl) et aux molécules requises dans la protection contre I'exces

d'irradiation et les especes réactives d'oxygene.[48]

A Chlosophylls
R=—-CHy in Chl & or —CHC in Chl &
Chll & = e phytal
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Figure 11.4. : Structures des trois principaux groupes de pigments dans les algues et les

cyanobactéries [48].
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11.5.3. Les phycocyanines

Les cyanobactéries contiennent des phycobilisomes a la surface des thylacoides. Les
phycobiliprotéines sont des tétra-pyrrols ouverts liés de maniére covalente a une protéine. Les
protéines du complexe de noyau comprenant les protéines extrinseques du complexe en
évolution de I'oxygene sont marquées selon la nomenclature des genes (par exemple PsbA =
A) avec des désignations communes donneur pour les sous-unités majeures, (A = protéine
D1); voire figure 11.5.

Les protéines de récolte de lumiére externe sont colorées en bleu-vert pour les systémes
cyanobactériens (phycobiliprotéines extrinséques formant un phycobilisome ou A, B et C sont
des tiges allophycocyanines) et D, E, F et G sont des disques d'autres phycobiliprotéines (par

exemple C-phycocyanine). [68]

11.5.4. Photosysteme |1

Le noyau PSII est I'unité minimale capable de catalyser la fonction PSII compléte commune a
toutes les plantes supérieures, les algues et les cyanobactéries. Pour des raisons qui ne sont
pas bien comprises, ce complexe existe comme un dimére dans la membrane thylakoidale.
Dans chaque monomere, la séparation de charge induite par la lumiére se produit entre les
cotés lumenal et stromal.

|B Cyanobacteria

Figure 11.5. : Structure et assemblage des sous unités de photosysteme PSII chez les
cyanobactéries et les plantes [68].
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Le donneur d'électrons primaire, P680, est une molécule de chlorophylle a (Chl-a), qui donne
un électron a l'accepteur d'électrons primaires, le pheophytin (Phe). Le flux d'électrons passe
de Pheo a une molécule de plastoquinone QA, puis a une seconde molécule de plastoquinone
QB. La plastoquinone QA est un accepteur a un électron et elle est fermement liée a la poche
de liaison QA. En revanche, la QB plastoquinone est libérée de son site de liaison lors de la
réception de deux électrons de QA et de deux protons du stroma.

Sur le c6té lumenal, la forme oxydée de P680 est réduite par une tyrosine active rédox qui, a
son tour, est réduite par un ion Mn contenu dans un groupe de quatre. Lorsque la grappe
(Mn)4 accumule quatre équivalents oxydants, deux molécules d'eau sont oxydées pour
produire du dioxygene et quatre protons. Chez les cyanobactéries, un polypeptide de 33 kDa
est impliqué dans la stabilisation des atomes de manganése nécessaires au fractionnement

photolyse de H,O et est ainsi appelé stabilisation au Polypeptide manganese (MSP) [68].

4H" +2PQ +2H,0 +4hv —> 2PQH; +O; +4H™  (2)

11.6. Centre réactionnel et complexe LHC-I1

Le centre réactionnel est l'unité minimale capable d'une séparation de charge photo-induite
stable. Il a été isolé par Nanba et Satoh(1987) [ 69] a partir d'épinards et par Barber et al.
(1987)[ 70] a partir du pois. Synechocystis 6803 est la premiere cyanobactérie a partir de
laquelle le centre réactionnel RC était isolé selon Gounaris et al.1989]. 1l comprend un hétéro-
dimeére de polypeptides étroitement liés D1 et D2 en plus d'un cytochrome b559 Hem- fer, 8
molécules Chl a et une pheophytin.[71]

Les deux polypeptides D1 et D2 fournissent I'environnement proteique, dans leur cceur, de
sorte que P680 puisse subir la photo-oxydation. D1 et D2 lient également d'autres cofacteurs
comme la pheophytin, QA, QB, ... etc. Dans une orientation appropriée pour effectuer la
stabilisation de I'état séparé par la charge. Beaucoup d’herbicides connus, tels que le DCMU,

I'atrazine, etc. interferent avec QB [71].

Les molécules de Chl-a récoltent de I'énergie lumineuse et la transferent au centre réactionnel

(RC). Elles sont également censées participer au transfert d'énergie du complexe de récolte
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périphérique de lumiere phycobelisome (PBsomes ou LHCP II) au RC. Des études récentes
suggerent le role de CP43 et CP47 dans I'assemblage de PSII [71].

La pheophytine est le premier intermédiaire d'électrons dans le centre de photo-réaction (RC
P608) de PS IlI. Son implication dans ce systéeme peut étre divisée en plusieurs étapes de
base. La premiere étape est I'excitation de la paire spéciale de chlorophylles (Chl),. Cela peut

étre observé dans la réaction suivante [72] :
(Chl) , + 1 photon — (Chl) , ~ (excitation) (3)

La deuxieme étape implique le (Chl) , passant un électron au pheophytin, produisant ainsi un
radical a charge négative et un radical a charge positive (la paire spéciale de chlorophylle), ce

qui entraine une séparation de charges :

(Chl) , “ + Pheo — - (Chl) , © + - Pheo ~ (séparation des charges) (4)

La troisieme étape est le mouvement rapide de I'électron vers la mena-quinone étroitement
lice, Qa, qui donne immédiatement les électrons a une seconde, la quinine Iégerement liée

(Qg). Deux d'électrons transferts convertissent Q g en sa forme réduite QgHo.

2 - Pheo  +2H ™ + Qg — 2Pheo + QgH, (réduction de la quinone) (5)

La quatrieme et derniere etape implique le remplissage du «troux» dans la paire spéciale par un
électron d'un héme en cytochrome b. Cela régénere les substrats et compléte le cycle, ce qui

permet d'avoir des réactions ultérieures.

L'ordre des cofacteurs: complexe quinone-chlorophylle groupe tyrosine-manganese, est un

motif structurel unique de PSII :

0,+4H (6)

11.7. La plasto-quinone

La plasto-quinone est un transporteur d'électrons mobiles entre PS 1l et le Complexe Cyt b6/f .
C'est une molécule relativement petite composée d'un anneau de quinone avec deux groupes

méthyle et une chaine isoprénoide. Chaque molécule de quinone transfere deux électrons de
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PS Il au complexe Cyt b6/f lors d'une réaction d’oxydoréduction. Ceci s'accompagne de

I'absorption de deux ions H* du stroma. [48]

Le flux d'électrons a travers le pool de PQ semble étre I'étape de limitation de la vitesse dans
le transport d'électrons photosynthétique. Dans les thylakoides cyanobactériens, le groupe PQ

est également un élément du transport d'électron respiratoire [66].

11.8. Cytochrome b6/f

Ce complexe fonctionne comme une plasto-quinone intégrée a la membrane plastocyanine

oxydoréductase catalysant la réaction :

PQH,+ Plastocyanine ,, ~ —»PQ+ Plastocyaning, . +2H" (7)

Le cytochrome f 556.5 a d'abord été purifié et caractérisé chez Spirulina platensis par Bohme
et al. (1980)[14]. Le complexe cytochrome b6/f isolé de Spirulina sp a été signalé avoir quatre
polypeptides: cytochrome f (29 kDa) avec un héme c, un cytochrome b6 (23 kDa) avec deux
protohémes, une protéine de soufre- fer (23 kDa) avec un centre de soufre -fer a fort potentiel
et un polypeptide de 17 kDa [74].

Le complexe cytochrome b6/f des cyanobactéries relie la chaine respiratoire a la chaine de
transfert d'électrons photosynthétique [75 , 76]; L'aspect unique du réseau de transport
d'électrons du complexe Cyt b6/f est la possibilité de boucles de rétroaction impliquant un don

d'électrons a la ferredoxines pendant le flux d'électrons cycliques autour de PS [65].

11.9. Plastocyanine et Cyt ¢ 553

La plastocyanine est une protéine de membrane périphérique contenant du cuivre (10,5 kDa)
est localisée sur la surface luminale des thylakoides [18]; et sert de médiateur au transport
d'électrons entre le complexe Cyt b6/f et PSI. Cependant, Dans de nombreuses

39



Chapitre II. Métabolisme de photosynthése

cyanobactéries, le role de la plastocyanine est pris en charge par Cyt ¢553 (10-12 kDa).
Certaines cyanobactéries possédent également la capacité de synthétiser a la fois la

plastocyanine et Cyt ¢ 553 et régulent leurs quantités selon la disponibilité du fer et du cuivre

[4].

Ferredoxineyy +Plastocyanineq thv  —pFerredonine. +Plastocyanineyy (8)

11.10. Photosystéme |

Le complexe de base PS I contient Chl P700 photo-oxydable, environ 100 molécules de Chl a
comme antenne, 12 a 16 molécules de carotene, 2 molécules de phylloquinone et trois centres
4Fe-4S Plus d'une douzaine de polypeptides sont impliqués dans le maintien de la structure et
de la fonction de PSI. Deux d'entre eux, avec un poids moléculaire d'environ 70 kDa,
comprennent un hétero-dimére qui se lie a toute la chlorophylle présente dans le noyau

complexe PSI avec tous les cofacteurs, c'est-a-dire P 700, A0, Al, 4Fe-4S clusters[4].

Carbon fixing
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Figure 11.6. : Structure générale et assemblage de PSI [78]
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Dans le PSI, la séparation des charges commence par la photo-oxydation du pigment P700 qui
est un dimere de Chl a L'électron se déplace séquentiellement par A0, une molécule de Chl a
et Al, une molécule de vitamine K, au premier cluster 4Fe-4S, Fx. De Fx, I'électron est
transféré dans deux autres centre fer-soufre, 4Fe-4S Enfin, la ferredoxine (Fd) reprend
I'électron pour le transporter vers la NADP + réductase [4].

P700*
y!
VoA,
10 PSII
\ 4,
. Fx
S X
L Ph a saut de Fy,
-0.5 \ potentiel F.®7°\ Fd
o Y i
< \ P
= \ o _ @
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i ) . [
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Figure 11.7. : Schéma du transport cyclique des électrons. P680 : PSII, PQ : plasto-
quinone, PC : plasto-cyanine, Cyt b6/f : cytochrome b6/f , PS700 : PSI, Fd : ferrédoxine
I79]

La structure tridimensionnelle de PSI, isolée de Synechococcus Sp., a été élucidee par Krauss

et ses coauteurs, en 1993, par cristallographie aux rayons X. Comme dans le cas de la
Spiruline, les cristaux PSI étaient sous la forme de triméres [80].

11.11. ATP synthéase

Le transport d'électrons de PSII vers PS | s'accompagne d'un transport vectoriel de H * du
stroma a la lumiére des thylakoides. De plus, les protons sont également libérés dans le lumen

dd a l'oxydation de H,O par PSII. Le gradient éelectrochimique ainsi genéré est utilisé par
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I'ATP synthéase des thyracoides. L'ATP synthéase comprend deux parties
morphologiquement et fonctionnellement distinctes. La partie hydrophile, F1, émerge de la
membrane et abrite les sites catalytiques responsables de I'ATP synthése et / ou hydrolyse.
L'autre partie, FO, est intégrée dans la bicouche lipidique et agit comme une chaine de

protons; Il comprend 4 sous-unités [81].

Une caractéristique intéressante des ATPases des cyanobactéries est leur capacité a
synthétiser I'ATP en raison de la force motrice du proton généré a la fois par la photosynthése

et par les voies transport d'électrons respiratoires [82].

11.12. Flux d'électrons photosynthétique

La chaine de transport d'électrons photosynthétique chez cyanobactérie est essentiellement
identique a celui des plantes, méme si certains des polypeptides qui font partie des enzymes
dans le transport d’électrons semble étre d'une évolution d'origine différente dans les deux
systemes. En effet, les chloroplastes dans les plantes sont censés provenir des ancétres de
cyanobactéries. La chaine de transport des électrons photosynthétiques des organismes
oxygéniques ont fait I'objet d'un examen approfondi [77, 83, 84].

I'énergie lumineuse utilisée par le photosysteme 11 (PSII) pour diviser I'eau et réduire le pool
de PQ. Les électrons sont transportés du pool PQ vers le Complexe cytochrome b6/f et de la
un porteur d'électrons soluble sur le c6té luminal de la membrane thylakoide. Chez les
cyanobactéries, ce support soluble peut étre la plastocyanine ou le cytochrome c553, en
fonction de l'espéce et sur la disponibilité du cuivre (la plastocyanine est un Enzyme
contenant de cuivre). Ces transporteurs peuvent réduire le centre de réaction oxyde PS |
Chlorophylle, P700 (figure 7).[66]

Cette forme oxydée de la chlorophylle du centre de réaction est formee par un transfert induit
par la lumiere d’un électron de PS I a ferredoxine (Fd) et finalement a NADP. Le NADPH2
est utilisé pour la fixation de CO, [66].
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Le transfert d'électrons photosynthétiques conduit & un gradient de proton a travers la
membrane thylacoidale. Dans PSII, les protons sont libérés lors de la photolyse de I'eau, et des
protons formés sont libérés lors de I'oxydation du plastoquinol par le complexe cytochrome
b6f. Le gradient de protons a travers la membrane thylakoidale est utilisé pour la synthese de
I'ATP par I'ATP-synthase dans le thylakoide. Cet ATP peut étre appliqué pour la fixation de
CO; [7].

11.13. Régulation de la photosynthése et de la respiration [66]

Les cyanobactéries sont parmi les rares groupes qui peuvent effectuer une photosynthése et
une respiration oxygénique simultanément dans le méme compartiment. Beaucoup d’espéces

de cyanobactéries sont capables de fixer I'azote.

La membrane thylakoidale est présent pratiquement chez toutes les cyanobacteéries et contient
a la fois la photosynthese et les chaines de transport d'électrons respiratoires. Ces dernieres se

croisent et en partie régulées utilisent les mémes composants dans la membrane.

Une question centrale qui devra maintenant étre abordée est de savoir comment la
photosynthése et la respiration sont régulées chez les cyanobactéries ? Pour la régulation, une

question importante est la capacité et le taux des différentes étapes.

D’aprés le tableau 11.1, il est clair que l'activité PSI est abondante par rapport a celle du
complexe cytochrome b 6/f et cela peut s’expliquer en partie par une cinétique de réduction
lente de P700 (100-200 ms A demi- vie mi-temps) qui est généralement observée aprés une

période lumineuse.

Si la lumiere est abondante, la chaine de transport d'électrons photosynthétiques a une
capacité beaucoup plus élevée de flux d'électrons que la chaine respiratoire, mais a trés faible
intensité lumineuse ou dans I'obscurité les taux respiratoires sont plus élevés que ceux de la
photosynthése. Comme les capacités du cytochrome oxydase et la succinate deshydrogénase
semblent comparables au flux électroniques respiratoires ne conduiront pas a des

changements majeurs dans I'état redox du pool PQ laissant place a la régulation [66].
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Tableau I1.1. Capacité approximative et sources probables de limitation du taux de transfert
d'électrons photosynthétique et respiratoire chez Synochocystis sp. 6903[66]

Capacity (pmol electrons

Complex h! per mg chlorophyll) Source of rate limitation

Photosystem 11 1000 Light intensity, availability of
oxidized PO

Succinate dehydrogenase 200 Succinate concentration, PO pool
redox state

NADPIH dehydrogenase 20 NADPH availability, PO pool
redox state

Cytochrome b fcomplex 1060 POYH- concentration

Photosystem | 3000 Light intensity, FdANADP

availability, reduced oyt ¢0/PC

Cytochrome-c oxidase 200 Reduced oyt 055/ PC availability

11.14. Réaction en I’absence de lumiére

La photosynthese est le processus par lequel les micro-algues transforment I’énergie

lumineuse en énergie chimique et fixent le carbone inorganique dissous (CID).

La fixation du CO, ne nécessite pas directement de la lumiére pour avoir lieu, ¢’est pourquoi
elle est aussi appelée réaction obscurité. Cependant de par sa dépendance énergétique aux
produits de la photosynthese, elle reste intimement liée a celle-ci. Bien que 95% du carbone
organique des micro-algues soit fixés par la Rubisco, il existe une autre voie de fixation du
carbone appelée B-carboxylation donnant la forme oxydée du NADPH; H+, le NADP+ et
ATP de I'Adénosine Di-Phosphate (ADP)[84].

Dans les réactions a obscurité, le CO, va étre intégré au cycle de Calvin:

CO, +2NADPH +2H"+3ATP +H,0—>  (CH, O), +2NADP"+ 3 ADP + 3 P;
(©)

C’est I’enzyme Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco) qui va catalyser
cette réaction de carboxylation. Le CO, réagit avec le Ribulose-1,5-biphosphate pour donner
le glycéraldehyde 3 phosphate. Cette réaction nécessite un apport d’énergie sous forme d’ATP
et de NADPH. Le cycle de Calvin va consommer 95% du NADPH et plus de 60% de I’ATP
générés lors de la phase photochimique [84]. Les 5/6 du glycéraldéhyde 3-phosphate vont étre
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utilisés pour fournir le cycle en Ribulose- 1,5-biphosphate et le 1/6 restant est exporté dans le
cytoplasme de la cellule pour servir a la synthese de molécules organiques. Ces molécules
organiques sont essentiellement des glucides et en faible proportion des acides organiques et

acides aminés. Ces differentes molécules seront utilisées par la cellule pour la synthese de

nouvelles molécules [84].
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Figure 11.8. : Schéma du Cycle de Calvin. Les nombreux intermédiaires entre le

glycéraldéhyde 3- phosphate et le Ribulose 5-phosphate ne sont pas indiqués pour plus

de clarté[16].
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I11.1. La production de biomasse algale

La production de biomasse algale a une longue histoire en raison de son potentiel
biotechnologique pour des applications commerciales telles que les produits
pharmaceutiques de grande valeur ajoutée (pigments, vitamines,...), les nutritions

humaines et animales, le traitement des eaux usees,.. ect [85].

A I'heure actuelle, les technologies de culture utilisées a I’échelle industrielle sont des bassins
ouverts. En dépit des inconvénients rencontrés, ils sont privilégiés pour leur faible cout capital
d’investissement et opérationnels[86]. Pour les cultures de laboratoire, les systemes indiqués
sont, en toute évidence, les photo-bio-réacteurs. Ces derniers facilite la maximisation de la
capture et de la conversion de I'énergie solaire - a partir de la lumiére, du CO, atmosphérique

et de I'eau en énergie chimique[87].

111.1.1. Systemes ouverts (bassins ouverts)
Ils sont de tailles et de formes variables :

- Bassins en boucle fermée (raceways) ou le milieu de culture est mis en mouvement par des

pales en rotation fig.10,

- Bassins circulaires ou I’agitation est assurée par un bras rotatif. Les bassins inclinés ou le flux

est assuré par la gravité et un systeme de pompe [88-90].

CULTUIRE EN RACEWAY

1
—— Pale rotative

N y 1 » Agues

Loz

Figure 111.1 : Schéma d’un raceway et des flux associés a son fonctionnement [91].

Ce type de systéeme est de profondeur généralement comprise entre 15 et 50 cm doté de

mixage et de circulation d’eau permettant de garder les cellules en suspension. Selon
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Richmond, les matériaux de construction des parois latérales et du fond du bassin peuvent étre
trés variés : du sable ou de la craie, du ciment ou des matériaux plus colteux tels que des

revétements en PVVC, ou en polyuréthane [48].

Les bassins sans revétement sont moins colteux mais connaissent des perturbations
supplémentaires telles que la suspension de craie, la percolation, d’importantes contaminations
et leur utilisation est restreinte a un nombre limité d’espéces ainsi qu’aux conditions
pédologiques et environnementales particuliéres [48 ].

En fonctionnement continu, les nutriments sont introduits devant les pales en rotation. L’apport
en CO, se fait naturellement a I’interface air/eau mais peut étre complété par des aérateurs
immergeés pour éviter les limitations en carbone (Figure 111.1).

Les cultures en systéme ouvert se font souvent en milieu hautement sélectif tels que des milieux
hypersalins et hyperalcalins afin de limiter naturellement les contaminations. Cela restreint,
cependant, trés fortement le choix des especes cultivables.

En conditions favorables, les niveaux de production obtenue s’élévent & 50g/m?/jour avec une

moyenne annuelle d’environ 10 g/m?/jour [92, 93].

111.1.2. Systemes clos (photo-bio-réacteurs)

Un photo-bio-réacteur peut étre défini comme un systéme de culture pour les phototrophes
dans lequel une grande partie de la lumiere (> 90%) doit traverser les parois du réacteur
transparent pour atteindre les cellules cultivees[48].

C’est un systeme clos qui limite fortement les échanges directs de gaz et de contaminants a
I’intérieur duquel se déroulent, en présence d’énergie lumineuse, des interactions biologiques
que I’on cherche a contréler en maitrisant les conditions de culture[94].

Les premiers systémes clos sont apparus a la fin des années 40, mais faute de moyens
techniques leur développement a été interrompu et les cultures ont continué a étre réalisées en
bassins rudimentaires. Dans les années 80, les recherches les ont repris activement dans leurs

différentes formes géométriques[95].

Les photo-bio-réacteurs different par de nombreux aspects portant notamment sur leur
géomeétrie les conditions de culture, le mode de confinement, la lumiere, I’agitation, le
contrOle thermique, les transferts de gaz, et les conditions d’exploitation [96].

Le plus souvent, le contact des photo-bio-réacteurs clos avec I'environnement extérieur est

contrélé afin d’éviter les contaminations de cultures [10].
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I11.2. Formes géométriques des PBR les plus utilises
La géométrie du photo-bio-réacteur est I'un des criteres dont dépend I’acces de la lumiére au
sein de la culture. D apreés la littérature, deux familles de photo-bio-réacteurs se dégagent d’un
point de vue géometrique :

- Les photo-bioréacteurs plats,

- Et les photo-bioréacteurs tubulaires.

A/ Critéres de conception des photo-bio-reacteurs
Les criteres de conception des PBR devraient viser a accroitre la productivité volumétrigque,

I'efficacité photosynthétique et la rentabilité de la croissance des algues.

A/l. Matériaux de construction

Le choix des matériaux de construction de la partie exposée a la lumiere est critique dans
I'ingénierie de PBR. Les matériaux d'un PBR doivent étre transparents, inertes vis a vis des
produits chimiques utilisés, non toxiques pour les microorganismes cultivés, avoir une rigidité
mécanique élevée ainsi que des faces internes faciles a nettoyer et stérilisables pour le cas des

cultures axéniques [48].

AJ/2. Orientation et Inclinaison
Les photo-bio-réacteurs sont géenéralement orientés vers le soleil et inclinés de maniere a
intercepter le maximum de rayonnement de solaire (figure I111.2) L'effet de I'inclinaison du

PBR sur la productivité a été étudié par Lee et Hu[97-99] .

Il ressort de ces études que I'angle d'inclinaison exerce un effet significatif sur la productivite.

Figure 111.2 : Orientation et inclination des photo-bio-réacteurs [97]
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A/3. Rapport surface/volume

La surface spécifique S/V, est le rapport entre la surface éclairée et le volume de la culture.
Cette grandeur est tres importante car elle relie la captation (liée a la surface) et I’atténuation
(lice au volume) de la lumiere. L’augmentation de la surface spécifique conduira donc
nécessairement a la réduction des épaisseurs de cultures [100].

En régle générale, les rapports S/V élevés conduisent a des concentrations cellulaires plus
importantes et des productivités volumétriques plus intéressantes [48 ].

En revanche, une surface spécifique trop élevé entrainera une limitation dans les échanges
gazeux excessifs de I'évolution de I'oxygene et I’absorption de CO,.

L'appauvrissement en éléments nutritifs et I'excrétion de métabolites, ont des effets négatifs a
long terme sur la culture [48 , 100.

A/4. Changement d’échelle et de taille des photo-bio-réacteurs

Le degré de difficulté de la mise & I'échelle d'un PBR est proportionnel & la taille du récipient
et aux tolérances du microorganisme [101]. Olaizola ()2003a précisé dans son étude [20], que
lors de la mise a I'échelle d'un PBR, I'éclairage, I'échange de gaz, le contrdle de température et
le régime de mélange doivent étre pris en considération [202]. 1l faut noter qu’il n'existe pas
de procedure d'extension systématique universelle pour les PBR [103].

Les PBR tubulaires, tels que les colonnes et les panneaux plats, sont généralement confrontés
a de sérieuses limitations lorsque leur volume dépasse 50-100 L. Puisqu’au dela, I'énergie
lumineuse est excessivement diluée et le transfert de gaz est limité [2] Toutefois, la taille des
PBR tubulaires peut étre augmentée par multiplication des modules identiques ou par
augmentation de la longueur et du diamétre des tubes [103].

Cependant, les simulations basées sur des modeles de transfert de masse avec des réacteurs
tubulaires suggerent que l'augmentation de la longueur du tube a un diametre constant peut
modifier de maniére significative le pH de la culture, I'oxygene dissous et lI'absorption de CO,
de maniere significative en raison de gradients de concentration croissants le long de la
longueur du tube [103]. Pour ces raisons, les PBR plats, les collecteurs et les PBR a colonne

de transport aérien sont considérés comme des modeéles attrayants [104].

Le principal inconvénient de ce genre de PBR est le codt en capital, qui vient du fait que de
nombreux modules doivent étre construits pour une production commerciale. A cet effet,
Chisti et al. (1999) et Molina Grima et al. (2000) recommandent d'utiliser un diamétre de

tuyau ne dépassant pas 0,1 m et uagne longueur de tube continu d'environ 80 m avec un débit
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de I’ordre de 0,3 & 0,5 m.s™>.[103, 105] Les tubes paralléles, qui commencent et finissent par
des entailles communes, sont probablement le meilleur moyen de s'adapter a des débits et a
des volumes plus élevés [103].

A/5. Productivité des photo-bio-réacteurs
La productivité de la biomasse est influencée par quatre variables principales, a savoir :
diameétre du tube, vitesse d'écoulement de la culture, intensité de la lumiere regue par la
culture et le taux de dilution. Les deux premiéres variables ont un effet direct sur la fréquence
du cycle lumiére/obscurité parcourues par les cellules algales.
La comparaison entre les différents types de PBR et d'étangs ouverts n'est pas une tache facile
[104]. Les performances des cultures algales sont souvent illustrées par leur taux de
croissance spécifique, mais ce qui est souvent ignoré, c'est que les taux de croissance
spécifiques élevés ne signifient pas necessairement des productivités élevées [106].
La productivité est calculée selon la relation :

P = pX = (dx/Xdt)X = dx/dt = (X - Xo)/(t - to) (1)

Pv : Productivité volumique
Xt : concentration de biomasse a I’instant t,
Xo concentration de biomasse a I'inoculation (to).

u : taux spécifique de croissance

B/ Principaux facteurs influencant la croissance et la productivité

B/1. Eclairage

L’éclairage des photo-bio-réacteurs, situés a I'extérieur, peut simplement étre naturel en
utilisant la lumiere solaire. Les PBR plans sont alors généralement installés horizontalement
ou de facon inclinée pour améliorer I’utilisation de I’irradiation solaire[107, 108].

La croissance des micro-algues, et donc la production de biomasse, dépend de la quantité de
lumiére recue par chaque micro-algue.

Deux aspects sont a distinguer :

- d’une part, la quantité et la qualité de la lumiere émise par le dispositif d’éclairage :

intensite, spectre d’émission des sources lumineuses et nombre de sources,...
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- d’autre part, la quantité et la qualité de la lumiere réellement disponible au sein des micro-
algues. Celle-ci étant differente du flux lumineux incident du fait des pertes par absorption et
diffusion qui ont lieu en traversant la culture et les parois du réacteur [109].

La distribution hétérogene de I’irradiation selon I’épaisseur de la culture conduit a des
cinétiques locales de croissance en surface, du fait d’une intensité lumineuse trop forte et une
zone de photo-inhibition peut apparaitre et entrainer la dégradation des photosystemes | et II,
des antennes collectrices de la chlorophylle et I’apparition de pigments accessoires. En
profondeur, des effets d’auto-ombrage peuvent conduire a une atténuation de la lumiére et un
manque d’énergie ou méme a un basculement vers un mécanisme respiratoire [4]

(figure 111.3).

B/2. Agitation et homogeéneisation

Le mélange est nécessaire pour empécher les cellules de s'installer, éviter la stratification
thermique, décomposer les gradients de diffusion, distribuer les nutriments dans le milieu,
fournir une alimentation adéquate en CO, (élimination de I'oxygéne) et assurer un éclairement

approprié a toutes les cellules de la culture [110].
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Figure 111.3: Représentation schématique de I’atténuation de la lumiere en fonction de
I’épaisseur de culture de micro-algues [111].

En regle générale, les cultures de microorganismes fragiles ne peuvent pas étre mélangées a
I'aide d'agitateurs mécaniques, tels que ceux utilisés dans les bioréacteurs de type fermenteur,
en raison de la forte contrainte de cisaillement hydrodynamique que l'agitateur applique aux

cellules [112]. La contrainte de cisaillement hydrodynamique est liée & une certaine charge
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hydrodynamique surcritique appliquée aux micro-organismes et a des dommages cellulaires
[4]. C’est pour cela que les systemes airlift sont préférés pour les microorganismes fragiles
car ils causent une contrainte de cisaillement hydrodynamique plus faible aux cellules [48].

B/3. Regulation des facteurs physiologiques

La régulation est mise en place afin d’assurer une optimisation des cultures. Le minimum
requis pour un photo-bio-réacteur industriel est le contréle des conditions de culture a savoir,
pH, température,... En laboratoire la régulation peut s’avérer plus poussée et des périphériques

sont alors ajoutés pour permettre un suivi expérimental.

B/3.1. Contrdle du pH

Le réajustement et la régulation du pH de la culture sont majoritairement obtenus a I’aide du
CO, distribué conjointement a I’air, quel que soit le systeme d’agitation. A noter que
I’aération et le mélange du milieu de culture photo-bioréacteur a colonne s’effectuent par un
bullage simple d’air enrichi entre 2 et 5% de CO, [113].

Il en résulte que la production d'hydrogéne est réalisable pour des valeurs de pH supérieures a
6, méme pour des cultures non pures. En raison de conditions non stériles, une contamination
par d'autres bactéries a été observée, qui est responsable de la transformation du lactose en
lactate (meilleur substrat pour les bactéries pourpre). Modigell et al. ont précisé dans leur
étude [114] qu’une évolution plus élevée du dioxyde de carbone de ces bactéries,

probablement des entérobactéries, entraine des puretés d'hydrogéne plus faibles.

La micro-algue a besoin d’un pH relativement élevé dans la gamme de 9,5 a 9,8 qui inhibe la
contamination de la plupart des algues dans la culture [115. Des quantités élevées de
bicarbonate de sodium doivent toujours étre présentes dans le milieu pour maintenir un pH

éleve et prévenir les fluctuations (Zarrouk 1966)[116].

B/3.2. Contrdle de la température

Toute forme de chaleurs conduit au chauffage du PBR qui dépasse rapidement la plage
optimale de température de la croissance du microorganisme d’ou la nécessité des systémes
de refroidissement de culture [48]. Les étangs ouverts sont limités par les basses températures

le matin alors que les PBR exigent généralement le refroidissement a midi. La régulation
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thermique peut se faire également en immergeant le photo-bioréacteur dans un bassin rempli
d’eau ou encore en aménageant autour de lui un systeme d’ombrage [107] .

L'ombrage, I'immersion dans un bain d'eau et la pulvérisation d'eau sont les méthodes les plus
courantes pour éviter que les PBR extérieurs ne se surchauffent [104]. Le refroidissement par
pulvérisation d'eau est plus rentable et plus fiable dans les climats secs car il nécessite une

empreinte d'eau plus petite par rapport au refroidissement par immersion dans I'eau [104].

B/3.3. Concentration de biomasse

L'effet de culture dense peut interféré avec d'autres facteurs tels que l'intensité de la lumieére,
la densité de la culture, le type de photo-bioréacteur et la concentration en dioxyde de carbone
pouvant étre des conditions limitantes de la photosynthese et I'inhibition de la bio-fixation du
dioxyde de carbone [117]. Dans des cultures denses de microorganismes photosynthétiques,
des effets d'ombrage peuvent se produire réduisant ainsi le rayon de lumiére au niveau des
cellules individuelles. La fixation du dioxyde de carbone se trouve altérée bien que cela puisse

étre évite par I'élimination périodique des cellules[4].

B/3.4. Echange de gaz

Dans une culture de micro-algues, I'équilibre CO,/O, doit étre ajusté pour les taux de
photosynthéses élevés [4]. Le CO; doit étre suffisamment disponible pour répondre au besoin
de micro-algue alors que I’oxygene libére doit étre eliminé avant d’atteindre les
concentrations inhibitrices[86]. Cet ajustement s'effectue par I’élimination d'O, avec de l'air
sortant de la culture.

Le contrdle du pH de la culture est effectué par I’injection de CO, en fonction de la demande
réelle.

Dans les PBR échelle grandeur nature, l'accumulation de I'oxygéne généré par la
photosynthése est I'un des principaux facteurs inhibiteur, comme d’ailleurs dans le cas des
tubulaires avec rapport S/V trop éleve. Cela génere un stress oxydative et inhibe severement la
croissance des algues[110].

Dans une étude réalisée en 2008 par Sierra et al [118], les systemes de collecteurs colonnes
verticales et panneaux plats agités par barbotage d'air présentent un chemin plus court
d'oxygéne pour le transfert de masse d'O; hors de la solution.
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Les besoins en carbone sont généralement fournis avec du CO,, et ce suite a
I’approvisionnement initial en bicarbonate de sodium 0,2 M [4]. La perte de dioxyde de
carbone dissous due a I'absorption des algues est partiellement compensée par régénération a
partir de carbonates et de bicarbonates, la prise de dioxyde est accompagnée d'une
modification du pH [103].
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IV. Utilisation de I’énergie et voies de production

L’énergie fossile est I’énergie produite a partir du pétrole, du charbon et du gaz naturel. La
réserve de ces trois combustibles est fixee et elle s’épuise au fur et a mesure. Donc, elle est
non-renouvelable, ou plus exactement, renouvelable mais pas a I’échelle humaine.

En 2007, les énergies non renouvelables assuraient plus de 90% des besoins mondiaux [119].
Elles sont tirées des minerais ou des puits. Le principal atout des énergies fossiles c’est
qu’elles bénéficient d’une capacité de production d’eénergie par unité de volume élevée [120].
Ces ressource sont épuisables et la demande mondiale ne cesse d'augmenter ces dernieres
décennies. Elle deviennent donc de plus en plus cheres.

La problématique d’un point de vue géopolitique et environnemental est que la production de
I’électricité a partir du charbon, fuel, gaz naturel,... génére de grande quantité de CO,, (32,1
milliards de tonnes en 205 [191, 121].

IV.1. La bioénergie

La bioénergie constitue une alternative intéressante, car elle a le double avantage d’assurer
une énergie a la fois renouvelable et durable en plus d'étre pratiquement carbo-neutre. Son
obtention ne nécessite que de I’eau, des terres et du CO,.

IV.2. Pourquoi I’hydrogéne ?

L’hydrogene est le meilleur vecteur d'énergie. La molécule H, est la plus énergétique : 120
mJ.kg™ soit 2,4 fois plus que le gaz naturel. L’hydrogéne & un pouvoir énergétique de 39,4
KWh.Kg™! tandis que le charbon, selon sa forme, oscille dans la fourchette de 7,8 & 8,7
KWh.Kg™, soit environ 5 fois moins par unité de masse.

L’hydrogene n’est ni polluant, ni toxique et sa combustion dans I’air ne genére que de I’eau
[122].

Il est produit a partir des combustibles fossiles, tels que le gaz naturel (49 %), le pétrole
(29 %), le charbon (18 %). Seul 4 % de la production d’hydrogéne est issue de la
décomposition de I’eau par électrolyse (figure 1V.1) [123 ,124]. La production annuelle est
d’environ 55 Mt. Les voies d’obtention a partir d’hydrocarbures sont le vapo-reformage,
I’oxydation partielle et le reformage auto-thermique [125].
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Figure 1V.1: Modes de production de I’hydrogéne [124].

IV.2.1. Le vapo-reformage

Le reformage a la vapeur d’eau consiste a transformer le gaz naturel (désulfuré) en gaz de
synthése (H,, CO,...), le plus souvent, sur charge catalytique de type nickel modifié (Figure
IV.2). Cette transformation a lieu entre 840- 950 °C et a des pressions allant de 20 a 30 bars
[126] :

CH, + H,0 = CO + 3H, AH®, =206 KImol* (1)

Cette réaction est accompagnée de la conversion du CO en CO, (Water gas shift reaction) qui
se déroule en deux étapes (voir figure 2) en présence de catalyseurs a base de fer et de
cuivre & 150- 350°C, et ce dans le but de ramener la concentration du monoxyde de carbone a
des ppm [127].

CO +H,0 =CO, + H, AH®, =-41 KImol* (2)
1V.2.2. L’oxydation partielle
Les deux principales réactions catalytiques sont la production de gaz de synthese a des

températures élevées 1300- 1400 °C et a des pressions allant jusqu’a 90 bars (Fig 1V.2):

CnHm + n/2 0, =n CO+ m/2 H, 3)
NCO+nH,0=nCO,+nH, 4)
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Figure 1V.2 : Procédé de vapo-reformage [128].

1V.2.3. Le reformage auto-thermique

Le procédé auto-thermique est une combinaison des deux procédés précédents. Il est
probablement le plus intéressant des prochaines évolutions des procédés de production
d’hydrogéne a partir d’hydrocarbures. Son principal atout est de compenser, dans un méme
réacteur a lit fixe, les réactions endothermiques du vapo-reformage par les réactions

exothermiques de I’oxydation partielle [128].

1V.2.4. La gazéification du charbon

Cette technique n’est plus utilisée actuellement, sauf en Afrique du sud et en Chine. Elle
permet de produire de I’électricité et des sous produits comme I’hydrogéne par simple
mélange de charbon avec de I’eau et de I’air a 1000°C et sous haute pression [129, 130].

IV.2.5. La décomposition de I’eau
Cette solution est la plus intéressante en termes d’émissions de gaz a effet de serre si cette

dissociation se fait a partir de sources d’énergies elles-mémes non émettrices de CO; .

A/ Electrolyse chimique
L’électrolyse de I’eau est une reéaction électrochimique qui vise a rompre les deux liens
chimiques afin d’obtenir de I’hydrogéne par passage de courant électrique (Electrolyse basse

température et haute température) :

- Cathode H,O(g)+2e-—>H,+0* 2H'+2e-—> H, (5)
- Anode 0 5% 0, +2e- H,0 (g) > 2H"+% 0, +2e- (6)
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L’électrolyse a haute température posséde de nombreux avantages par rapport a I’électrolyse a
basse température, d’un point de vue énergetique. L’énergie totale a fournir pour décomposer
I’eau est moindre, et ce grace a la haute température qui améliore I’efficacité de la réaction

par rapport a celle demandée pour I’électrolyse classique [131, 132].

B/ Dissociation par cycle thermochimique

Le principe de ces cycles consiste a dissocier la molécule d’eau par des réactions chimiques
successives en introduisant certains composés qui sont régénérés au cours des réactions pour
étre réutilisés en boucle dans le procédé. La succession de réactions aboutit a la formation
d’hydrogene et d’oxygeéne. Parmi ceux qui semblent actuellement les plus prometteurs [133],
on peut citer les cycles cérium-chlore, cuivre-chlore, et bien entendu iode-soufre (figure
IV.3).

Chaleur
solaire )

H,0 Chalex
f“. % @ solair

Réaction
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Figure 1V.3 : Représentation schématique de cycle soufre- iode [134].

IVV.3. La bio-production d’hydrogéne

La production biologique de I’hydrogéne est définie comme le résultat du métabolisme d’un
organisme vivant qui dans des conditions données : milieu pauvre en azote, ou en soufre,
produit de I’hydrogéne gazeux comme métabolite secondaire. Deux principaux types
d'enzymes biologiques sont impliqués dans la réaction de formation de H,, i) I’hydrogénase

et ii) la nitrogénase [130].

IV.3.1. L’hydrogénase
Le terme hydrogénase a été proposé en 1931 par Stephenson et Stickland [136] pour désigner
I’enzyme qui, chez E. Coli, pouvait produire de I’hydrogéne et I’utiliser pour réduire des

substrats.
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Les hydrogénases qui catalysent I’oxydation de I’hydrogéne sont dites consommatrices ou
hydrogenase de prise» :
Hy=2H"+2¢ (7

Les hydrogénases capable réduire I’hydrogéne sont dites réversibles ou bidirectionnelles :

2H " +2e=H; (8)
A/ Hydrogénases a fer
Elles possedent exclusivement des centres fer-soufre comme groupement prosthétique, et
dont le site actif est constitué d’un centre fer-soufre de composition indéterminée. Ces
enzymes catalysent la production d’hydrogene [122] et sont présents chez les bactéries

anaérobies strictes comme Clostridium pasteurianum.

B/ Hydrogénases a nickel- fer ou nickel- fer- sélénium
Il s’agit d’enzymes les plus répandues et les mieux caractérisées. Ces enzymes possédent, en
plus des centres fer- soufre, un atome de nickel ou un atome de nickel et un atome de

sélénium au niveau du site actif (Figure 1V.4).

Figure V.4 : Structure moléculaire d’enzymes a Fe (gauche) et a Ni- Fe (droite) [137].

IV.3.2. La nitrogénase

Les nitrogénases sont les principales enzymes productrices d’hydrogéne. On les trouve chez
les cyanobactéries a hétérocystes et les bactéries pourpres. Les nitrogénase fixent I’azote
atmosphérique et le réduisent en ammoniaque et générent ainsi de I’hydrogene. La réduction

de I’azote en ammoniaque exige de I’énergie métabolique sous forme d’ATP [130, 139].
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N,+8H" +8e +16 ATP —2NHz + H, + 16 ADP + 16 Pi.  (9)

AH ' +4e —2H? (10)
1VV.3.3. Bio-photolyse directe
Cette méthode est utilisée par I’algue verte Chlamydomonas reinhardtii qui posséde une
hydrogénase a fer qui est trés sensible a I’oxygéne [140]. Elle implique I’absorption de la
lumicre par les deux photosystémes (PSI, PSII) pour dissocier deux molécules d’eau et libérer
de I’oxygene et des électrons, qui seront utilisés soit pour réduire le CO,, soit sont eux méme
transportés via des porteurs (Ferrédoxine) jusqu'a une hydrogénase pour les réduire en
hydrogéne gazeux (Figure 1V.5).
Des ¢études de carences en soufre ont montré qu’il diminue I’activit¢ du PSII et donc la
libération d’oxygéne par photolyse de I’eau. L’oxygeéne résiduel est alors consommé par la
respiration et le milieu devient anoxique, ce qui permet la production d’hydrogene. Ainsi que
la présence d’acétate qui augmente le taux de la respiration [140].
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Figure IV.5 : La bio-photolyse directe [130].

1V.3.4. Bio-photolyse indirecte

Cette méthode est utilisée par les cyanobactéries et repose sur le fait de la separation
temporelle et/ou spatiale entre la production de I’oxygene et la production de I’hydrogéne
[30]. Dans la premiére phase, les conditions sont favorables a la photosynthése pour permettre

ainsi la croissance et I’accumulation des réserves. Dans une deuxiéme phase, il se produit une
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fermentation pour le déplacement de I’oxygéne produit. Enfin, dans une derniere phase a
I'obscurité et en limitation d’azote, lors que I’anaérobiose est bien établie, il y aura production
sous l'activité d’hydrogenase. Le processus se poursuit en présence de lumiére, si

I'anaérobiose est maintenue [130] (Figure IV.6).
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Figure 1V.6 : Bio-photolyse indirecte [130].

1VV.3.5. Photo-fermentation

Cette méthode (Figure 1V.7) est utilisée, particulierement, par les bactéries pourpres comme
Redosperilium. Parmi ses avantages, on cite le fait que plusieurs substrats peuvent étre utilisés
tels que les acides organiques [141] et le manque du photosysteme II responsable de la
production d’oxygene qui inhibe la production d’hydrogene [130, 139].

ci, la production d’hydrogéne est associée a I’action de la nitrogénase, qui en absence
d’azote, en condition d’anaerobie et en présence de lumiere, catalyse la réduction des protons
en hydrogene [141].

Cependant, I’inconvenient majeur de ce type de production est que les micro-organismes
utilisent genéralement la nitrogénase pour produire de I’hydrogene. Cette enzyme nécessite
plus de I’énergie (16 ATP) pour produire de I’hydrogeéne et de plus elle est lente comparée a
I’hydrogénase NI-Fe [130, 139].
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Figure IV.7 : La photo-fermentation [139]

1V.3.6. Fermentation a I’obscurité
Elle se déroule en absence de lumiére et en anaérobie strict sur Clostridium. Théoriquement la

valeur maximal d’hydrogéne produite est de 4 moles par mole de glucose [132, 142] Ceci est
une conséquence naturelle du fait que les fermentations ont été optimisées par I’évolution

pour produire la biomasse cellulaire et pas I’hydrogene (voir Figure 1V.8):

CsH1206 +2H,0 — 2 CH3COOH+4H,+2CO0O,

| H

Biomasse

Production
agriculture
Déchets organiogue

Figure 1V.8 : Hydrogene produit par fermentation a I’obscurité [139].
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Chapitre IV.

Production d’hydrogéne

L’utilisation de chacun des procédés de production d’hydrogene précédent a ses avantages et ses

inconvénients (Tableau IV.1).

Tableau IV. 1 : Avantages et inconvénients des différents processus biologiques
d’obtention d'H; [143]

Processus

Avantages

Inconvénients

Bio-photolyse directe

A partir de H,0,
Fermentation a I’obscurité,

Pas de production de CO,.

Présence de lumiére,
d’inhibiteur O,,

Hydrogénase consommatrice d'H,.

production

Bio-photolyse indirecte

A partir de H,0,

Nitrogénase.

Présence de lumiére,

d’inhibiteur O,.

production

Photo-fermentation

Présence de plusieurs substrats
carbonés.

Pas de production d’oxygéne.

Nitrogénase consommatrice d’ATP,

Réaction lente.

Fermentation a

I’obscurité

Production sans lumiére,
Production d' H, avec plusieurs
substrats carbonés.

Pas de production d’oxygéne.

Produits de fermentation doivent subir
un traitement pour éviter les risques
de pollution d’eau.

Etape de séparation des gaz produit

(COZa HZ)

IV.4. Pourquoi la Spiruline ?

La Spiruline a fait preuve de ses effets thérapeutiques et sanitaires. On devrait promouvoir

I'application de cet organisme dans le domaine pharmaceutique et les industries nutraceutique.

Il est prévu que Arthrospira continuera a agir en tant qu’espéces des plus importantes de

Iindustrie de la biotechnologie des cyanobactéries au cours de la prochaine décennie ou

méme pour plus longtemps [48]. Les bioprocédés de production des biomasses de la culture

de Spiruline sont de plus en plus maitrisées et sont caractérisées par :

e Résistante a la contamination, culture dans un milieu riche en bicarbonate (> 15 g/L) avec
pH optimal de croissance de 8,5 [144],

e Différentes voies métaboliques du carbone : photo-trophie, hétéro-trophie et mixo-
trophie. Cela conduit a des perfectionnements en productivité de biomasse. [48],

e Pas de production de composés indésirables comme les toxines fréquentes trouvées chez

les bactéries hétérotrophes, de fermentation a obscurité [22],
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e Hydrogénase bidirectionnelle et absence de nitrogénase [145]. L'hydrogeénase
bidirectionnelle nécessite beaucoup moins d'énergie métabolique, mais est extrémement
sensible a I'oxygéne [146],

e Biophotolyse indirecte Pas d’hydrogénase de prise, consommatrice d'H2 [147,148].

1VV.4.1. Physiologie de production d’hydrogene chez Arthrospira platensis

A/ Métabolisme biochimique

La Spiruline est une bactérie photosynthétique productrice de bio-hydrogéne possédant la
capacité d’utiliser plusieurs voies métaboliques. L’enzyme clé de cette production est une
hydrogénase dite bidirectionnelle ou réversible trouvée dans certaines cyanobactéries [149].
De plus, I'hydrogénase réversible est une enzyme multi-métriqgue composée soit de quatre ou
cing sous-unités différentes selon les especes [48,144]. 1l s'agit d'une [Ni-Fe] hydrogénase de
type NAD(P) composée d’un dimere d'hydrogénase de géne hoxYH.

La maturation des hydrogénases bidirectionnelles nécessite I'action de plusieurs protéines
auxiliaires appelées collectivement protéines hyp (genes: hypF, hypC, hypD, hypE, hypA, et
hypB)[150].

L'évolution de I'nydrogéne auto-fermentatif a été signalée pour Spirulina platensis [151,
152]. Spirulina platensis produit de I'nydrogene, de I'éthanol et des acides organiques de

faible poids moléculaire de maniére auto-fermentative en anaérobie et dans I’obscuriteé [153].

B/ Mécanisme de production d'hydrogéne

L'énergie solaire capturée est utilisée pour cliver l'eau, libérer de I'oxygene et réduire la
ferredoxine [154]. La ferredoxine réduite peut participer a un certain nombre de réactions
métaboliques telles que la réduction de la plastoquinone et conduisant ainsi a la
photophosphorylation cyclique a travers le photosysteme | [154].

En outre, la ferredoxine réduite peut a son tour réduire le NADP en NADPH par I'action de la
ferredoxie-NADP” réductase (figure 1V.9). NADPH sert de donneur d’électrons a
I’hydrogénase et conduit a la production dhydrogéne par systeme Hox Bidirectionnel
(réversible) ou peut conduire a la fixation de CO;, par le cycle de Calvin.

Vanderoost et gl (1983) suggerent que la fonction physiologique de hydrogenase est
principalement destinée & fournir des protons comme accepteur d'électrons alternatif afin
d'éliminer les équivalents réducteurs en exces dans des conditions anoxiques pour A.

maxima[155].
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Figue 1V.9 : Chemins de bio-production d’hydrogene chez cyanobactéries. [48].

C/ Facteurs influencant la production d*hydrogene

La salinité

L'augmentation de la salinité réduit la production d'hydrogene. Cela se produit probablement
en raison du détournement d'énergie et des réducteurs pour I'extrusion d'ions Na* & partir des
cellules [146, 156].

La lumiére

Certaines cyanobactéries produisent de I'hydrogéne en présence de lumiére alors que d’autres
le produisent dans les conditions lumiére- obscurité. Les cellules fixant I'azote de A. variabilis
SPU 003 ont la capacité de produire de I'nydrogéne principalement dans l'obscurité. 1l a été
démontré qu'Arthrospira est capable d'accumuler du glycogene, sous une lumiére élevée et la

limitation de l'azote.

Spirulina platensis produit de I'nydrogéne de facon optimale a 32 °C en anaérobie et a
I'obscurité totale. Alors que Spirulina Arthrospira le fait en anaérobie et a la fois dans
I'obscurité et dans la lumiére [151].
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La Température

Il existe une variation de I'exigence de temperature optimale de production d’hydrogene selon
les especes de cyanobactéries. La gamme optimale commence a partir de 30 °C [146]. La
Spiruline produit de I’hydrogene dans la plage de températures 30- 34 °C et de fagon optimale

a 32 °C en anaerobie et dans I'obscurité totale. [146].

Les micronutriments

De nombreux oligo-éléments comme Cu, Co, Mo, Zn et Ni montrent une amélioration
prononcée de la production d'hydrogéne en raison de leur implication dans I'enzyme.
L'adaptation au nickel permet une accumulation normale de biomasse tout en augmentant de
maniére significative le taux de production d'hydrogene fermentatif chez Arthrospira maxima
[157].

IV.5. Amélioration de la production d'hydrogéne

IV.5.1. Amélioration génétique

Des modifications génétiques obtenues par sélection de souches présentant une amélioration
dans I'évolution d’hydrogéne sont proposées par Willson et al. (1984) dans leur étude sur
mutants de Rhodobacter capsulatus (IR4) incapables de dégager par voie photo-auto-
trophique H, et CO,. Certains de ces mutants se sont révélés produire des quantités accrues
de d' hydrogeéne a partir de divers substrats organiques.[158]. Cette surproduction d'H;, n'a pas
été liée a des défauts spécifiques dans les enzymes du métabolisme autotrophe, mais elle est
plutdt due a un métabolisme du carbone alteré qui affecte le flux d'équivalents réducteurs des
substrats organiques a la nitrogénase. Le taux de production d'H, par la souche mutante IR4
dans le milieu D-malate/glutamate est de 32,8 uL/mgPS.h alors que celui obtenu sur un type
sauvage est de 14,6 «L/mgPS.h.

L'effet inhibiteur de I'oxygene génére durant la photosynthése a été étudié par Cournac et al.
(2004) sur une cyanobacterie non fixatrice d'azote Syncechocystis PCC 6803 (M55) [158]. I
est démontré que certaines mutants manquant de NADPH-déshydrogénase produisent
seulement de faibles quantités d'oxygene dans la phase lumineuse et se distinguent par une
faible capacité de fixation de CO,. Par conséquent NADPH s’accumule dans les cellules
mutantes M55 qui pourraient redirigé le flux d'électrons vers [Ni-Fe] hydrogénase
bidirectionnelle NAD (P)-dépendante. ) [158].
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1\V.5.2. Effet de Micronutriments

Des oligo-éléments tels que le cobalt, le cuivre, le molybdéne, le zinc et le nickel sont engages
dans les voies métaboliques de I'hydrogéne [160]. Beaucoup de ces métaux ont montré une
augmentation prononcée de production d'hydrogéne. Anabaena variabilis SPU003 est trés
sensible aux ions Co, Cu, Mn, Zn, Ni, Fe et ne montre pas de production d'hydrogene a des
concentrations inférieures a 10 mM de ces ions [161]. Une culture d'Anabaena cylindrica
cultivée avec 5,0 mg d'ions ferriques par litre produit de I'hydrogene a un taux d'environ deux
fois celui de la culture développée avec 0,5 mg d'ions ferriques par litre [161].

Dans leurs travaux, Damian Carrieri et al (2008) ont constaté une amélioration de I'activité
hydrogenase chez Arthrospira maxima dans des extraits cellulaires (in vitro) et des cellules
entiéres (in vivo) est en corrélation avec la quantité de Ni** dans le milieu de croissance.
L'adaptation permet I'accumulation normale de la biomasse tout en augmentant sensiblement
le taux de production d'hydrogene fermentaire. Par rapport au milieu sans nickel, l'activité
moyenne de I'nydrogenase dans les extraits cellulaires (in vitro) augmente de 18 fois plus,
tandis que le taux moyen de production de H; intracellulaire dans les cellules intactes
augmente de 6 fois avec un taux de 0, 74623 mmol H,/h,L de culture. Cette augmentation
peut étre liée a la supplémentassions en nickel qui peut augmenter l'expression des génes de
structure et/ou de maturation de protéine hox qui donne lieu a des niveaux accrus de sous-

unités d'hydrogénase [157].

I1VV.5.3. Les photo-bio-réacteurs

L'utilisation de réacteurs tubulaires verticaux pour la production d’hydrogéne est compromise
par le type de systeme d'agitation, dans lequel le bullage d'un gaz inerte dilue le courant
d'’hydrogéne. Avec une circulation continue d'argon, une efficacité de conversion légere de 1,1
% a été atteinte en semi-continu [162]. Bien que la recirculation de I'hydrogéne produit soit
une solution suggérée [163] mais ces procédées engendrent une dilution importante de gaz
produit et nécessitent une étape de separation de gaz inerte de I’hydrogéne qui se répercute sur

I’efficacité de systéme.

Les tubes en boucle et les reéacteurs tubulaires presque horizontaux ont été remarquables pour
la production d'hydrogéne. Cependant, le probléeme majeur de ce type de réacteur reste le
maintien du point optimal de la température [164], en raison d'un sur-chauffage probable. A
cet effet, différentes solutions ont été proposées pour maintenir la température a un niveau bas

67



Chapitre V. Production d’hydrogene

dans le PBR telles que : le refroidissement par évaporation, la pulvérisation d'eau a la surface
du tube, I'immersion des tubes dans un bassin d'eau ou la température est contr6lée [165].
L’autre probleme a régler est I’exposition des cultures au stress du a l'oxygene engendré
durant la photosynthése pouvant dépasser les concentrations critiques supérieures dans le cas
des grandes capacités volumiques.

Dans les bioréacteurs hélicoidaux (S/V = 200 m™) la production de H, a lieu en deux étapes
chez Anabaena azollae et ou il est suggéré I’utilisation de boules de mousse de polyuréthane
pour empécher le dépdt de la culture sur les parois internes du PBR [166]. Par ailleurs, de
nombreuses modifications du cadre hélicoidal ont été proposées afin d'améliorer la
distribution de lumiére dans le photo-bio-réacteur [167].

Néanmoins, afin d’améliorer le probléme de pénétration de la lumiére dans les profondeurs de
la culture, Ogbonna et Tanaka (2000) [ 5] proposent I’acheminement de la lumiére a I’aide de
fibres optiques et de capteurs lumineux intégrés dans le PBR. Cette technique assure un
supplément de lumiere au systéme sequentiel photo-autotrophe/hétérotrophe permettant de
développer les cultures en mixo-trophie et a des concertations élevées.

Qiang et al. (1998) [168] sont arrivés a des résultats trés concluants en agissant sur le débit de
sortie du PBR par combinaison des trois paramétres : intensité lumineuse, trajet optique et
densité de culture. Ils améliorent, de la sorte, le taux de croissance spécifique de 20 % et
arrivent a doubler le débit de sortie.

Hsieh et Wu (2009) ont concu un PBR & chambre rectangulaire transparente a différentes
épaisseurs. Les chambres, fabriquées en acrylique transparent, guident la lumiére dans les
profondeurs du photo-bio-réacteur et conduisent a la production de biomasse totale 56 %

supérieure a celle des systémes de cultures similaires sans chambres. [169]
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V. Matériels et Méthodes

La premiére partie de ce chapitre a été consacrée a la caractérisation morphologique et physiologique
de la souche Arthrospira platensis, a la recherche des conditions qui permettent I’optimisation des
facteurs du milieu et I’amélioration de la productivité de culture sur différents PBR, y compris le
bioréacteur congu au Laboratoire.

La deuxieme étape a porté, quant a elle, sur le développement de la production d’hydrogeéne par la
Spiruline sur différente formes de PBR, et sur le repérage de meilleures conditions physiologiques
permettant d’augmenter la bio-production d’hydrogéne. Il s’agit, entre autres, de I’influence de

I’intensité lumineuse et de la concentration initiale de culture,...

V.1.Production de biomasse

V.1.1. La souche de Spiruline

Au cours de ce travail, nous avons utilise une souche de spiruline «Spirulina platensis » en
provenance du sud de I’Algeérie connue sous le nom spiruline BEHATAM (Boileau, Etienne, Hiri
Abdelkader, Tamanrasset). La souche a été entretenue au niveau du Laboratoire de Biotechnologies
Environnementales et de Génie des Procédés (BIOGEP) de I’Ecole Nationale Polytechnique d’Alger.
La souche de Spiruline est une cyanobactérie, photosynthétique, mésophile et aérobie, vis a vis de la
source de carbone. Elle est autotrophe, mais elle peut développer d’autres voies métaboliques telles
que la mixotrophie et I’hétérotrophie [170]. La souche de Spiruline est utilisée conjointement pour
I’optimisation du réacteur et la production d’hydrogéne.

V.1.2. Isolement de la Spiruline en cultures pures
L’obtention d’une culture axénique et I’isolement de Spiruline sur des boites gélosées constituent
I’étape de départ permettant I’élimination des flores bactériennes qui restent attachées aux parois
des cyanobactéries. Au fait, Séparer les algues des bactéries est particulierement difficile avec les
algues bleu-vert capsules de muco-protéine sur lesquelles les bactéries adherent tenacement. Les
contaminants viables ensemencés en boite gélosée avec la Spiruline proliferent rapidement et
dominent le milieu.
De nombreux traitements sont utilisés pour séparer les algues des contaminants, soit par lavage en
centrifugation et filtration, soit en utilisant divers Antibiotiques, soit par dilution, soit par irradiation
ultraviolette des cultures ou par des combinaisons de ces procédures [171].
Quant a I’isolement de la Spiruline, . [172] suggérent le protocole suivant :

- A partir de 50 mL d'une culture centrifugée, a 6000 g, environ 0,8 mL de culot (cellules) est

mélanges avec 2 gouttes de détergent ARKO, plus agitation
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- Ajout de 8 mL de solution de phénol a 1% a 2 mL du mélange précédent et agitation pendant 20
min se puis centrifugation pendant 5 min,

- Ajout de 10 mL d'eau distillée aux cellules (surnageant jeté) puis agitation vigoureuse au vortex
laboratoire pour disperser les cellules,

- Apres une autre centrifugation de 5 min, le résidu du culot est utilisé pour ensemencement. Les
boites ont été préparées a partir du milieu de culture Zarrouk a plus 2% d'agar - 0,5% de
dextrose et un minimum d'humidité. L’étape de séchage a la surface de la boite gélosée est
importante pour la croissance distincte des colonies,

- De petites quantités de culot ont été ensemencées par stries en surface. Les boites sont scellées
avec du ruban adhésif,

- Incubation a la température 25-30°C sur une table lumineuse. Les bactéries, encore viables, se
développeront en 24 h. Les colonies d'algues seront visibles aprés 2 a 4 jours,

- Les boites pures sont sélectionnées pour pré-culture. L’élimination des contaminants bactériens

sera verifiée a I'examen des frottis colorés au gram.

V.1.3. Culture de la Spiruline au laboratoire

La quantité de Spiruline, nécessaire a I’étude, est obtenue par ajout quotidien de petite quantité de
culture pure de 100 mL. C’est ainsi que de petits volumes de milieu de culture sont additionné,
chaque jour, les uns aux autres jusqu’a obtention d’un volume suffisant pour réaliser les étapes
experimentales. Les étapes de préparation des cultures et pré-cultures sont schématisées sur la
figure V.1

Afin de maintenir les souches en bonne condition, elles doivent étre repiquées tous les quinze jours.
En effet, cette durée du repiquage est idéale pour conserver la culture jeune avec un bon potentiel de
multiplication. Le repiquage sert a dédoubler une souche mére pour obtenir deux souches filles : une
souche fera, au bout de quinze jours, offre de souche mere, I’autre souche fille permettra une

éventuelle mise en route d’une culture [173].

La phase de latence est due a I'adaptation des cultures avant une reprise de la multiplication. Plus la
culture est agée, plus la phase de latence est longue d'ou I'intérét de repiquer la souche pendant la
phase exponentielle.
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Figure V.1 : Entretien de la souche et mise en route d’une culture [173].

V.1.4. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture doit contenir tous les éléments nécessaires a la croissance de la Spiruline.

Généralement, le milieu utilisé est basé sur le milieu original de ZARROUK (1966)[116] qui est

typiqguement composé d'eau, du carbonate/bicarbonate de sodium, d’une source d'azote, du

phosphore, du fer et d'autres minéraux de [174]. Il doit comporter, tout au moins, les éléments

suivants [175] [manuele jourdane] Tableau V.1:

Le bicarbonate de sodium, source d'alcalinité ;

Le phosphore, indispensable a la photosynthese ;

L’azote, constituant important des acides aminés, apporté principalement par I’azote minéral
NaNO3 atmosphérique et aussi par I’urée ;

Le carbone, nourriture principale de la Spiruline, apportée principalement par le gaz carbonique,
bicarbonate et aussi par le sucre ;

Les métaux : essentiellement le fer, le bore et le magnésium
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Tableau V.1 : Milieu de culture Zarrouk [22]

Elément Quantité (en g/l de solution aqueuse)
NaHCO3 16,8
K2HPO, 0,5
NaNO3 2,5
K,SO4 1

NaCl 1
MgSOy4, 7 H,0 1 0,2
CaCl, 0,04
FeSOg4, 7 H,0 0,01
EDTA 0.08

A chaque litre de cette composition, on a ajouté 1 mL de chacune des solutions d’oligo-éléments A5
et B6 (Tableaux V.2 et V.3).

Tableau V.2 : Composition de la solution As [22].

Quantité en mg/L
NH4VO3 22.9
K2Cr2(S04)4, 24 H20 96.0
NiSO4, 7 H20 47.8
Na2wo04, 2 H20 17.9
Ti2(S04)3 40.0
Co(NO3)2, 6 H20 44.0
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Tableau V.3 : Composition de la solution B [22].

Quantité en g/L
H3BO; 2.86
MnCI2, 4 H20 1.81
ZnS0O4, 7 H20 0.22
CuS04, 5 H20 0.08
MoO3 0.015

La quantité finale obtenue est répartie dans des flacons de 250 mL , stérilisés a 120°C pendant 15min

et gardés a I’obscurité.

V.1.5. Caracteérisation de la souche utilisee
La caractérisation de la souche est suivie sur le plan morphologique et culturel en déterminant le

poids sec et les paramétres cinétiques de croissance.

V.1.5.1 Caractérisation morphologique

La morphologie est un caractere bien développé chez la Spiruline et permet de distinguer entre la
Spiruline et les especes voisines. Elle constitue un caractére d’orientation et d'identification de la
Spiruline. La morphologique est étudiée par des observations microscopiques réalisées a différents
agrandissements a I’état frais et a I’état de frottis.

A/ Etat frais
Le test a I’état frais permet d’observer les bactéries vivantes[176]. Ce qui permet de mettre en
évidence la mobilité, le mode de groupement et une approche sur la morphologie de la Spiruline a

partir d'une culture jeune en milieu liquide (7 jours) : [ 22]
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o Homogénéisation de la

culture liquide a prélever.

o Prélevement d’une goutte de

culture liquide (a [I’aide

d’une pipette Pasteur ou a
I'anse de platine) et dépdt sur /

-

une lame propre.

o Pose de la lamelle, en partant
d'une position inclinée a 45°.

Figure V.2 : Préparation de la lame a I'état frais

Les observations sont obtenues au microscope optique de grossissement X40, X10, X 400, X1000 a

Iaide d’une camera de marque SAMSUNGF.

B/ Coloration de Gram

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste Danois Hans Christian Gram 1884. C'est une

coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et d'utiliser ces

propriétés pour les distinguer et les classifier.

A cet effet, il faut suivre le protocole :[177]

Frottis et fixation ;

Coloration au violet de gentiane des bacteéries ;

Ringage a I’eau de robinet ;

Ajout du réactif de Lugol (1 min) accentuant la coloration ;

Rincage a I’eau de robinet ;

Epreuve alcoolo résistance : Plonger 3 ou 4 fois pendant une demi-seconde dans un pot
d’alcool puis rincer a I’eau du robinet immédiatement. Pendant cette étape, les lipides de la
paroi des Gram moins sont dissous et I’alcool peut donc pénétrer dans le corps bactérien et
expulser le violet de gentiane. Les bactéries Gram moins sont alcoolo-sensibles et sont donc
décolorees. La paroi des Gram plus ne laisse pas passer I’alcool et sont dites alcoolo-

résistantes et restent colorées en violet ;

74



Chapitre V : Matériels et Méthodes

- Contre coloration : safranine pendant 1 min. Les bactéries « Gram négatives », recolorées par
la fuschine, apparaissent roses ; Les « Gram positives » apparaissent garde la couleur de
premier colorant donc apparaissent violettes,

- Ringage a I’eau de robinet et séchage entre deux feuilles de papier absorbant ;

- Observation a I’objectif 10 ; 40 et 100 a immersion, a pleine lumiére.

V.1.5.2. Détermination du poids sec

La concentration de biomasse est suivie par la mesure de la densité optique a A max =618 nm par
spectrophotométrie  (spectrophotometre UWnuisible mini 1240 SHIMATZU). Une courbe
d’étalonnage est établie a partir des valeurs des densités optiques et les concentrations en poids sec
de la culture. A partir d’une culture dense, on prépare une série de dilution de culture (en moyenne 5)
et on determine les densités optiques des différentes dilutions réalisées.

Le poids sec des cultures est determiné selon la méthode de vanshak (1982), [178] :

e Les échantillons contenant 25- 50 mL de suspension d'algues sont filtrés a travers un filtre
Whatman (n°4 - 47 mm de diamétre) séché, au préalable, dans un four pendant 24 h ou
pendant une nuit a 70 °C et pesé avant la filtration (Py) ;

e Les filtres sont lavés avec 20 mL d'eau acidifiée (pH 4) ;

e |lIs sont placés, ensuite, dans des boites de pétri en verre dans le four pour une durée de 24 h a
70 °C;

e Apreés avoir refroidi le filtre dans un dessiccateur (20 min), il est pesé de nouveau (P1). Le
poids sec est calculé selon I’égquation ci-dessous :

PS=(P1-Po)/Vueii i, Q)

Ou:

Ps : poids sec de la biomasse,
P, : poids chargé de filtre,

Py : poids vide du filtre,

V : volume filtré de culture.
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V.1.5.4. Détermination du parametre cinétique de croissance

La productivité volumique et le taux de croissance sont les deux parametres cinétiques suivis durant
la croissance de la Spiruline. Le calcul de la productivité permet d’apprécier la production de
biomasse, de situer les performances de notre souche et des différents photo-bio-réacteurs. D’apres
Sierra et al. (2008) [118], la conception des photo-bio-réacteurs doit étre optimisée pour chaque
espece de micro-algues, par rapport a ses caractéristiques physiologiques et a ses caracteéristiques de
croissance.

La variation de production de la biomasse algale est néanmoins liée a la structure des photo-bio-
réacteurs utilisés, aux procedés d'agitation, ainsi qu’aux divers contrdles physico-chimiques et
biologiques [179- 181] En outre, au-dela des considérations d'ordre technique liées a la conception et
au suivi des systemes de production en masse, la vitesse de croissance des micro-algues est en
fonction des caractéristiques intrinséques de chaque espéce et de l'influence des conditions
héliothermiques et nutritionnelles [182].

La vitesse de croissance ou taux de croissance (U max) et la productivité volumique (Pv) sont

calculés a partir des formules suivantes :
pmax =(InX;-1In X3)/ (t2-t1) In2 2
tel que; Xjy; X; est la concentration de biomasse au temps t; et t; respectivement
Pv = ( X - Xo )/(ts - to) (3)

tel que X; : est la concentration récolté a temps t;

Xo : la concentration de I'inoculum de depart

V.1.6. Croissance de Spiruline sur différentes formes de photo-bio-réacteurs

Les cultures en Batch de Spiruline sont réalisées au niveau de notre laboratoire dans des flacons de
500 mL. Les conditions d’éclairage, de température et de débit d’air sont fixées pour toutes les
cultures. L’eclairage est assuré par une lumiére blanche en utilisant deux tubes fluorescents de
marque Torch pour assurer une intensitt moyenne de 3000 lux, avec un cycle de
photopériode/obscurité de 12 h. La température est maintenue a une valeur optimale de 32°C (+ 2°C)
a I’aide de thermostats réglables. L’ agitation des cultures est assurée par barbotage d’air a I’aide de
pompes a air stériles avec un debit de 18 L/h. L'intensité de la lumiere projetée a la surface des
photo-bio-réacteurs a été mesurée par un luxmetre de marque Lutron, initialement annoncée en lux,

puis convertie en densité de flux photonique photosynthétique (PPFD). Elle est exprimée en pmoles
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photons m™s™, en utilisant le facteur de conversion (12 umol photons m™s™, Klux™) proposé par

McCree, 1981 [183].

V.2. Configuration géometrique du photo-bio-réacteur classique

L’efficacité du photo-bio-réacteur dépendra principalement de sa géométrie et de I’accés a la

lumiere. Pour les besoins de cette étude, deux types de photo-bio-réacteur ont été envisagés : Un

PBR de forme cylindrique et un autre de forme conique. Ils sont utilisés pour comparer les résultats

de la production de biomasse et d’hydrogene obtenus.

Les cultures démarrent avec un inoculum Xg de 0.3 g/L. Le suivi de la cinétique de croissance de la

micro-algue a lieu a différentes intensités lumineuses. Les conditions opératoires sont résumées dans

le tableaux V.4 et la figure V.3:

Tableau V.4 : Parametres expérimentaux des deux photo-bio-réacteurs cylindrique et conique.

la forme Cylindrique Conique
Volume (ml) 18 250 250
Intensité 1000 ; 1200 ; 1500 ; 1800 ; 2000 1000 ; 1200 ; 1500 ; 1800 ; 2000
Lumineuse (lux)
Epaisseur  en | 1.5 4 8 D= 45 D= 12
diametre (cm) d= 25 d= 45

Caractere | PBR cylindrique PBR conique

D=58cm
= A
Forme L G
SIV (m'l) 2Ir 4) X (rz +ry) xa/(hxaw/3) x (ri2+r2+rn;
xr)=82 mt (5)

Figure V.3 : Calcul des surfaces spécifiques des trois photo-bio-réacteurs.V.2.1. Le PBR

cylindrique
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V.2.1. Le PBR cylindrique
Les cultures sont développées en utilisant des flacons cylindriques de 500 mL avec une surface

spécifique de 50 m™, des flacons cylindriques de 250 mL avec une surface spécifique de 68 m™

(figure VV.4) et des petit tube a essai de 18 ml (fig V.5) de surface spécifique de 225m™.
L

Figure V.4 : PBR cylindrique 18, 250 et 500ml

Ce type de PBR possede une surface d’exposition circulaire droite et permet une meilleure
pénétration de la lumiere dans la culture algale.

V.2.2. La forme conique

Elle est assurée par adaptation de deux Erlen-Meyer 500 mL et 250 mL de surface spécifique de
...68.66. et ...54.25.cm? respectivement. A cette forme géométrique correspond deux rayons : r
pour la partie supérieure de la culture et R pour la partie base du réacteur. La potence | forme la
pente avec un angle de 60 degrés.

Ce photo-bio-réacteur offre ainsi une meilleure orientation de la surface d’exposition de la lumiere
(figure V.5

78



Chapitre V : Matériels et Méthodes

Figure V.5 : photo bioréacteur coniques et tube a essai

V.2.3. Intensité lumineuse

Dans cette étude, I'irradiation lumineuse est I'une des conditions environnementales & modifier au
cours de I'étude. La limite inférieure et supérieure choisie pour l'irradiation lumineuse était entre
1000 Lux et 2000 Lux. Selon la loi inverse du carré pour la lumiére, elle indique que l'irradiation
lumineuse est inversement proportionnelle au carré de la distance de la source lumineuse [184].

I, =I2.d§.di% (6)

tel que d; et d; les distance qui sépare le PBR de la source lumineuse
Pour acquérir la valeur souhaitée de I'éclairement de la lumiére, on ajuste la distance intercale entre
la lampe fluorescente et la surface externe du photo-bioréacteur.

L’intensité lumineuse a été mesurée par un luxmeétre compteur de lumiére de type TENMA 72-6693.

V.2.4. Nouvelle conception de photo-bio-réacteur

Le nouveau photo-bio-réacteur développé au Laboratoire est un réacteur annulaire en verre, constitué
de deux structures coniques de diametres différents placées I'une dans l'autre de maniére a former
une chambre de culture annulaire fermée au fond (figure V.6)

Ce photo-bio-réacteur est constitué d'une structure en verre, conique et annulaire avec une
inclinaison de 83 degrés. Cette inclinaison permet une projection perpendiculaire des rayonnements
lumineux a la surface du PBR.
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La profondeur et I’épaisseur des cultures est le paramétre qui intervient dans la formule de calcul de
la surface spécifique (S/V) du PBR. Plus on augmente I’épaisseur ou le diamétre, plus le rapport S/V

diminue.

Figure V.6 : Schéma du PBR de conception nouvelle.

De plus, "épaisseur du PBR définit le trajet optique qui traverse la culture. Ainsi, la lumiére s’atténue
progressivement avec la profondeur de la culture, cela influe grandement sur la diffusion de la

lumiere et la disponibilité de la lumiere au niveau cellulaire [5].

Et c’est dans ce but que les trois PBR de capacités différentes, nommés PBR1, PBR2 et PBR3, ont
été construits pour quantifier les effets de l'intensite lumineuse (1), de la concentration initiale de
I'inoculum X, et des rapports surface / volume (S / V) sur le taux de croissance (umax) et de la
productivité  volumique (PV). Les réservoirs des PBR ont une chambre annulaire d'épaisseur
1.25; 1.75 et 2.25 cm pour PBR1, PBR2 et PBR3 respectivement (Tableau V.5)

Tableau V.5 : Performance des photo-bio-réacteurs congus.

Type Capacité  volumique Profondeur de la Rapport S/V (m™)

(mL) culture (cm) Surface speécifique
PBR1 200 1.25 112
PBR2 500 1.75 103
PBR3 800 2.25 94
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L'ouverture supérieure de la chambre de culture est coiffée d'une sortie pour limiter I'entrée de
contaminants aériens. On impose une faible pression positive a l'intérieur du réacteur, ce qui réduit
encore les risques de contamination. L’agitation des cultures est assurée par une pompe, avec un jet
dair filtré de débit de 20 L/h. Les trois PBR sont maintenus dans une piece a température contrélée
de I’ordre de 32 (x 2 ° C).

V.3. Procédés expérimentaux d’optimisation de la culture

Dans cette étude, on a choisi la méthode de surface de réponse RSM qui est une technique efficace
pour l'optimisation d'un systéme multi-variable. La RSM (méthodologie de surface de réponse) est
une technique de modélisation statistique empirique utilisée pour I'analyse de régression multiple en
utilisant des données quantitatives issues d'expériences correctement congues [185].

La conception de I'expérience statistique, la conception composite centrale (CCD) et la RSM ont été
utilises pour éetudier les effets des trois variables indépendantes sur les fonctions de réponse et pour
déterminer les conditions optimales maximisant la productivité et le taux de croissance par des
cultures en Batch. La procédure d'optimisation implique d'étudier la réponse des combinaisons
statistiquement congues, en estimant les coefficients et en fixant les données expérimentales aux
fonctions de réponse, en prévision de la réponse du modeéle équipé et en verifiant I'adéquation du
modele. Les trois variables indépendantes choisies dans cette étude sont la concentration initiale de
biomasse (X1), l'intensité lumineuse (X2) et I’épaisseur de PBR (X3). Les variables dépendantes (ou
fonctions objectives) sont la productivité (Y1) et le taux de croissance (Y2). Les plages et les
niveaux des variables indépendantes sont donnés dans le tableau V.6.

La conception composite centrale, qui est la forme la plus utilisée de RSM, a éte utilisée pour évaluer
I'influence des trois variables indépendantes dans 16 expériences. Une équation polynomiale de
second ordre a été utilisée pour tenir compte des résultats expérimentaux de la conception du

CCD(central composite design).
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Tableau V.6 : Gamme et niveaux de variables expérimentales testés dans la conception CCD

Variables Symbole Niveau de variables
Actual | Coded | (-1) (0)] (+1)

Concentration initiale de | X1 X1 1 2.25 3.5

biomasse (g/l)

Intensité lumineuse (umols™m™) | X, X2 12 66 120

Rapport S/V (m™) X3 X3 94 103 112

En développant I'équation de régression, la relation entre les valeurs codées et les valeurs réelles est
décrite selon I'équation (3):

X, — X}
AX,

(7)

Ou:

xi, valeur codée de la i*™ variable indépendante;

Xi, valeur non codée de la i*™ variable indépendante;

Xi', valeur non codée de la i™ variable indépendante au point central

Et A X, valeur de changement de pas entre le niveau bas (-1) et le niveau élevé (+1).

Les niveaux des variables et la conception expérimentale sont présentés dans le tableau V.7. Alors
que I'équation polynomiale quadratique établie pour corréler la relation entre les variables

indépendantes et les réponses est estimée selon:

k-1 k

Y =5 +Zk:ﬂixi +Zk:,8iixf +O D BXi X +e  (8)
i=1 i=1 i=1 j=2

Avec:
Y, réponse prédite,
Xi et X], variables d'entrée,
Bo, terme d'interception,
Bi, coefficient d'effet linéaire,
Bii coefficient d'effet carre,
Bij est le coefficient d'effet d'interaction
Et € est une erreur aléatoire.
L'analyse de variance (ANOVA) a été utilisée pour analyser les données afin d'obtenir I'interaction
entre les variables indépendantes et la variable dépendante (réponse). L'ANOVA est une méthode
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statistique dans laquelle les moyens des groupes de traitement sont comparés entre eux, en tenant
compte de I'ampleur des contributions a la variation globale des données [185].

Le traitement statistique des données expérimentales obtenues est réalisé par un logiciel de type
Modde 6.

Tableau V.7 : Conception expérimentale pour I'optimisation de la production de biomasse et le

taux de croissance.

Essai Concentration initiale Intensité lumineuse, X, | Rapport S/V, X3
Inoculum, X1
1 2.25 66 112
2 2.25 12 103
3 3.5 120 94
4 3.5 12 112
5 2.25 66 103
6 3.5 66 103
7 1 66 103
8 2.25 66 94
9 1 120 112
10 3.5 12 94
11 2.25 120 103
12 2.25 66 103
13 1 12 94
14 1 120 94
15 3.5 120 112
16 1 12 112
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V.4. Bio-production d’hydrogene

La production d’hydrogéne par la Spiruline est suivie qualitativement et quantitativement en utilisant
plusieurs formes de photo-bio-réacteurs. L’analyse de I’hydrogéne produit par la Spiruline est
assurée par la méthode de chromatographie en phase gazeuse sur un appareil de type Shimatzu C8.
sur colonne 4 m carbon sieve B columns (1/8 inch, 100 to 200 meshes) a la température de 80°C.

La mesure des volumes d’hydrogéene produit durant la fermentation sous I’influence de différents
facteurs du milieu tel que I’intensité lumineuse (1), I’inoculum de départ X, la concentration de NaCl
dans le milieu Zarrouk, le pH du milieu et la concentration de bicarbonate de sodium est effectué sur

...deux type de PBR classiques et nouvelle conception.

V.4.1.Influence de la géométrique des photo-bio-réacteurs sur la production d’hydrogéne
Les photo-bio-réacteurs utilisés durant la production de biomasse sont repris pour la production

d’hydrogéne a partir de la Spiruline, il s’agit de :

A/ Photo-bio-réacteur cylindrique

Ce PBR est utilisé pour optimiser les parameétres physiologiques tels que la température, le pH, la
concentration en bicarbonate, I’osmolarité du milieu,... permettant I’amélioration de la production de
H,. Pour ce faire, on utilise des flacons cylindriques de 500 mL avec une surface spécifique de 50 m’

L et des flacons cylindriques de 250 mL avec une surface spécifique de 68 m™ (figure 4)

B/ Photo-bio-réacteur de type annulaire
Ce photo-bio-réacteur est d’une épaisseur de 1.5 cm, de surface spécifique de 112 m™ et d’une

capacité de 200 mL de culture avec volume mort permettant le piégeage de H..

V.4.2. Protocole expérimental de fermentation

La Spiruline est une cyanobactérie filamenteuse non fixatrice d’azote, capable de produire
I’hydrogéne par voie photolyse indirecte en passant par une phase obscurité et une phase lumineuse.
Le milieu de production est le milieu Zarrouk épuisé en azote de NaNO3) [21]. Les expériences ont
été effectuées, en anaérobiose, sur deux types de bioréacteurs avec différents diametres sur des
cultures préparées a une densité optique de 1g/L [151].

Pour éviter tout effet inhibiteur d’hydrogénase du a la présence de oxygéne dans le volume mort de
PBR; la culture est également barbotée dans de I’azote pendant 20 min (Figure V.7). Les éventuelles

traces d’oxygene sont éliminées par introduction de 1 g/L de Na,S,04 [151].
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Les flacons sont ensuite incubés a I’obscurité et placés dans une étuve a une temperature de 32°C
Aprés une phase d’obscurite de 24 h, les photo-bio-réacteurs sont exposés a la lumiére aux
différentes intensités lumineuses : 1500, 3250 et 5000 Lux.

C’est ainsi que le bio-hydrogene est cueilli via un flacon rempli d’eau qui communique & la fois avec
le flacon contenant la biomasse et une éprouvette. L’eau déplacée vers I’éprouvette correspond au

volume de H; produit durant la fermentation (Figure V.8)

Figure V.7 : Barbotage a I’azote.
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Barbotage du N2
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Figure V.8 : Schéma de récupération du H,.

V.4.3. Analyse d’hydrogéne
L’étalonnage du chromatographe est mené par injection d’un mélange de gaz constitué de 25% H,-
N, a un débit de 1 L/h. Les surfaces des pics sont données par un intégrateur de type GC A8. Le

facteur de réponse Ky est calculé au moyen de I’équation :
X2 = K¢ Si )

Ou:
X2 (%) : concentration massique ;
Si:airedupici;

Ky : facteur de réponse spécifique de I’hydrogéene
V.4.4. Effet de la concentration de biomasse sur la bio-production d’hydrogéne

Cette étude est menée dans le but de déterminer I’influence de la diffusion de la lumiére dans la

culture de biomasse. L’étude a été effectuée dans un PBR cylindrique de diametre 8.5 cm avec trois
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concentrations de biomasse, 0.4, 0.8, 1.5 et 2g/L. Les cultures ont été exposees a une intensité

lumineuse de 1000 lux et une température de 30+£2°C.

V.4.5. Effet de I’age de la souche

L’age de la pré-culture a une grande influence sur I’accumulation des réserves sous forme
d’hydrocarboné tel que le glycogene. Ce dernier servira comme source d’énergie supplémentaire
d’ATP pour I’hydrogénase selon Jennady [3]. Une fois que I’age de la culture est atteint, la biomasse
préparée est filtrée de nouveau puis remise sur le milieu de production. L’étude a été faite sur quatre

périodes d’age suivante: 7 ; 12 ; 14 et 28 jours.

V.4.6. Effet de la concentration en NacCl

D'apres la littérature, la souche étudiée révéle que la Spiruline utilisée est non halophile mais tolére
un seuil de NaCl de 100 mM sans passer par une phase de préparation a 1’halophilie d’adaptation
[186,187].

Afin de déterminer la concentration en NaCl qui donne la meilleure production d’hydrogéne et le
meilleur mode de production, on a préparé 7 flacons aux concentrations suivantes : 17, 35, 50, 60,
70, 80 et 90 mM de NaCl.

V.4.7. Effet de la température

Il est connu que la température a un effet direct sur I’activité enzymatique de microorganismes
fermentaires [188]. Le rendement de croissance et de production d’hydrogéne est inhibé aux basses
et hautes températures [189, 190]. Pour déterminer la température optimale, la production

d’hydrogene est réalisée aux températures : 31, 34, 37, 39 et 45°C.

V.4.8. Influence du pH
L’étude est réalisée sur une gamme de pH voisine de la zone de neutralité et de basicité. Elle est
étalée sur les valeurs du pH suivantes : 6,5; 7,5; 8 ; 8,5; 9 ou 9,5. Le pH optimal de production est

détermine par la meilleure production d’hydrogéne obtenue [191].
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V.4.9. Effet de la concentration en bicarbonate de sodium

La concentration en bicarbonate de sodium NaHCO3 est un paramétre important a optimiser, car il
représente la source de carbone pour la biomasse [3]. Les concentrations de bicarbonate s’étalent sur
une gamme de 200 a 350 mmol/L.

V.4.10. Effet de I’intensité lumineuse

La lumiere est connue comme étant le facteur essentiel gouvernant I’efficacité des photo-bio-
réacteurs. L'intensité incidente de diffusion et d’absorption de la lumiére par les cellules en
suspension engendre un champ de rayonnement hétérogéne et par voie de conséquence différentes
zones lumineuses dans les PBR [5].

On a utilisé les deux forme de PBR cylindrique et conique pour suivre I'évolution de taux d'H, sur
une gamme de lumiere allant de1000 a 4000 lux et de concentration de biomasse suivante variant
de:05;1;15et2g/L.

V.5. Détermination des teneurs en chlorophylle

L'échantillon de 5 ml de suspension d'algues est centrifugé pendant 5 min a 3500tpm. Le
culot est conservée (le surnageant est rejeté), est remis en suspension dans 5 ml de méthanol (absolu)

et broyé dans un homogénéisateur. [4]

Les échantillons sont incubés dans un bain-marie, a 70 ° C pendant 2 min. Ensuite,
I'échantillon est centrifugé a nouveau pendant 5min a 3500 tpm, et le surnageant transparent est
utiliseé pour la mesure. La densité optique est mesurée a 665 nm. on peut garder le culot pour la

détermination des teneurs en protéine.

Calcule : la Densité optique mesuree a 665 nm X Facteur (dérivé du coefficient d'absorption) = C
Concentration de chlorophylle en mg ml -1 oumg | -1, le facteur pour la Spiruline est 13,9.
pour exprime la teneure en chlorophylle (T) mg /g de biomasse en poids la concentration C est

transformé comme suivant :

C+1000
Xf

tel que Xsest la concentration de biomasse recolté au jour d'extraction de chlorophylle

T (mg/g ps) =

(10)
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VI. 1. Isolement de spiruline et production des cultures axéniques

La mise en ouvre de la procédure d'isolement et de purification a permis de suivre le
processus de purification. Aprés repiquages successifs sur gélose de Zarrouk jusqu'a ce
qu'aucune croissance bactérienne ne soit observée. les boites pure sont entourées de parafilme

et conservées. on a constaté que la biomasse qu'on a obtenue n'est pas contaminée.

V1.2. Caractérisation morphologique de la spiruline
L’examen direct au microscope optique a été effectué sur un échantillon issu d’une culture
jeune de spiruline. Les résultats des observations morphologiques, a I'état frais et apres

coloration de Gram sont illustrés respectivement par les figures VI.1 et VI.2.

-a- -b- -C-

Figure V1.1 :Images microscopiques a I'état frais, a- (x 100), b et c-(x 1000).

Figure V1.2 : Coloration de Gram. Grossissement x 400.
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D’apres les figures ci-dessus, il apparait clairement que la spiruline se présente sous sa forme
filamenteuse bleu-vert. Elle est composée de cellules cylindriques formant des trichomes
droits et helicoidales. Les filaments de la spiruline effectuent des mouvements par glissement

et rotation autour de leurs axes dans le sens des aiguilles d'une montre (figure V1.1-b).

Au lancement de la culture, la spiruline présente 50 % de filaments, de forme spirale avec des
extrémités arrondies. Aprés un mois, il est constaté que la forme longiligne devient
dominante. Ce comportementest vraisemblablementdu aux conditions de croissance, qui

évoluent en cours de croissance, telles que I’éclairage et la composition de milieu Zarrouk [4].

La figure (VI1.2) illustre la coloration de Gram permettant a la fois le développement de
contraste cellulaire et la détermination de la forme de microorganisme. La spiruline est
suffisamment visible sous microscope optique a I'agrandissement X 400. Les trichomes
apparaissent en rose foncé, Gram négatif,sous forme de filaments droits entrelacés avec des

longueurs variables.

V1.3. Détermination du poids sec de biomasse et courbe étalon

Le poids sec des différentes concentrations de spiruline est déterminé aprés séchage des
cultures (figureV1.3).

Une relation directe est établie entre le poids sec des cultures et leurs densités optiques. Il
ressort d’aprés cette figure que R? est proche de I’unité ; ce qui refléte une bonne linéarité des

points de la courbe étalon exprimée par I'équation :

DO =1,148PS +0,085 R2=0,967 (1)
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Figure V1.3 : Courbe étalon des différentes cultures.

V1.4. Optimisation de la production de biomasse

L'objectif de cette étudeest d’arriver a un fonctionnement idéal du systéme souche- PBR tout
en attachant une particularité aux possibles interactions du milieu sur les efficiences des
cultures[192 , 7].

Un photo-bioréacteur assure un environnement contr6lé loin de toute éventuelle
contamination. Par ailleurs, il est connu qu’une bonne exposition a la lumiere permet de
réduire l'effet d'ombre, cause principale de l'inhibition de la croissance des cultures.
Cependant, la fragilité particuliere de la souche sélectionnée pour les besoins de notre étude et
sa morphologie filamenteuse imposent certaines contraintes dans la conception du photo-
bioréacteur.

L'aspect clé lorsqu'il s'agit de photo-bioréacteur est I'optimisation de l'utilisation de la lumiere.
Une concentration de biomasse élevée affecte grandement la distribution et l'utilisation de la
lumiere dans le PBR. Pour une densité de biomasse trop élevée, l'intensité de lumiére dans le
photo-bioréacteur est fortement atténuee et conduirait a une faible croissance des micro-
algues[193].

L'optimisation de tous ces parameétres peut étre réalisée par deux procédés: la conception d’un
facteur & un temps (conception mono-factoriel, dite classique) et le plan factoriel (conception
multifactoriel, dite plan d’expérience)
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La conception classique, méthode ancienne, consiste a faire varier un facteur a la fois et
a le fixer a sa valeur optimale puis a faire progresser les autres. Le cheminement pour 2

facteurs est illustré par la figure V1.4.

Figure VI1.4.: Optimisation a I’ancienne.

Le plan d'expériences est utilisé pour l'identification des facteurs influencant la production de
biomasse et pour atteindre le fonctionnement optimal. les plans factoriels permettent le calcul
des interactions et sont utilisés pour I'étude d’au moins trois facteurs et de méme des plans
expériences qui fournissent des surface de réponses quadratiques et des valeurs de conditions

opératoires optimales.

V1.4.1. Effet de I’intensité lumineuse sur la cinétique de croissance
La croissance de spiruline est réalisée sur deux formes de PBR conique et cylindrique.
L’étude concerne le suivi de I’effet de la lumiere et de la surface spécifique sur la production

de spiruline.

A/ Photo-bioréacteur conique

Les cinétiques de croissance de la spiruline sont représentées dans les figures V1.5 et VI1.6. Il
vient de ces figures que la phase stationnaire est atteinte au bout de 18 et 25 jours pour les
PBR 250 mL et 500 mL respectivement et que la meilleure production de biomasse est
obtenue dans le PBR de faible diamétre, en I’occurrence le 250 mL.

Il est donc constaté que les concentrations de biomasse obtenues sont inversement
proportionnelles a la taille du PBR. Ugwuet et ses collaborateurs (2005)[194] ont aboutit aux
mémes résultats dans leur étude réalisée en 2005 et ont démontré qu’une surface d’exposition
plus élevée par rapport au volume du réacteur permettait une bonne diffusion de la lumiére et

une bonne homogénéisation dans un PBR a faible diamétre [194].
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Figure V1.5 : Cinétique de croissance de la spiruline., PBR 250 mL
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Figure V1.6 : Cinétique de croissance de la spiruline, PBR 500mL.).

B/ PBR cylindrique

L'effet de I’intensité lumineuse limoneuse sur la croissance de laspiruline dans le photo-bio-

réacteur cylindrique est présenté dans les figures (VI1.7-V1.9).
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Figure VI1.7: Cinétique de croissance de la spiruline. Tube a essai de 18 mL.
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Figure VI1.9: Cinetique de croissance de la spirulinePBR 500mL.

La phase stationnaire est obtenue apres 18, 21 et 27 joursdans les PBR 18 mL, 250 mL et
500 mL respectivement. Par ailleurs, les cinétiques de production de biomasse obtenues dans
le PBR cylindrique présentent les mémes évolutions que cellesdu PBR conique. La meilleure
concentration de biomasse produite, de I’ordre de 3.209 g/L PS, est obtenue dans le PBR de
faible diametre (18mL).
Nous rappelons que le diametre de PBR cylindrique a une relation directe avec sa surface
spécifique :

SIV = 2m()H/m(2)R?*H )

SIV =2/D (3)

Ou

H : hauteur de culture dans PBR,
D : diameétre du PBR

R : rayon de PBR

Ces cinétiques révelent que la croissance des cultures est proportionnelle a I’intensité
lumineuse (1800 lux). Le léger déclin de croissance vers 2000 lux est probablement du au
phénomene de photo-inhibition [4]
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En outre, une comparaison de croissance mettant les photo-bio-réacteurs dans les mémes
capacités volumiques consiste a suivre la productivite volumique et le taux de croissance
(umax) qui caracterisent la performance du systeme. Les résultats de I’étudesont consignés
dans les figures VI.10 A et B.
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Figure VI1.10 : Effet de I’intensité lumineuse sur la productivite et la vitesse de
croissance (Jtmax)

D'apres les résultats obtenus sur les PBR de méme capacité (250 mL et 500 mL), on

remarque, en régle générale, que les valeurs de pmax et de la productivité obtenus augmentent
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proportionnellement avec 1’intensité lumineuse jusqu' a 1800 lux puis repartent en baisse
Iégére a partir de 2000 lux.

Les meilleures valeurs de productivité sont réalisées sur le PBR de forme conique, et ce en
rapport direct avec sa surface spécifique plus élevée que celle de la forme cylindrigue.

De plus, on constate que la vitesse de croissance (Figure VI1.10. B) est inversement
proportionnelle au diameétre du photo-bio-réacteur avec, tout de méme, une meilleure valeur
de umax aux alentours de 2000 lux. Ces variations de pmax sont a relier a la disponibilité de
la lumiere dans le PBR sous I'effet de I'intensité appliquée. Il s’agit ici des phénoménes de

photo-limitation, photo-saturation ou de photo-inhibition .[5]

V1.4.2. Influence de I’intensité lumineuse sur le comportement de la souche

En se basant sur la méthode ou le processus par le quel les cellules dalgues mobiles se
concentrent spontanément en raison de leur mobilité et de leur tendance a nager vers la
lumiére (photo-taxis), on a procédé a des essais aux environs de 25°C dans les quels les
cultures de spiruline ont été exposees a différentes intensités lumineuses [195 ] (Figure
VI.11).

Pour chaque expérience, des observations sont prises sur 1’aspect physique de la culture :
flottation ou floculation correspondant respectivement selon I'état de I'éclairage a la photo-
limitation ou la photo-inhibition. L’aspect homogéne de la culture signifie une bonne
distribution des cellules sur tout le volume de la culture reflétant ainsi I'état de saturation de

culture en lumiere.

Photolyse photoly ze
¥ Photoly=e

0594 g 2

Concentration de Culture

Figure VI.11 : Comportement de la souche vis-a-vis de I’intensité lumineuse.
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On remarque aussi, d’apres les résultats de la figure précédente, que pour une culture de
0.5g/L, Pintensité lumineuse appropriée estde 1000 lux. Une culture de concentration de
1 g/L doit étre exposée a une intensité allant de 1000 a 2000 lux et enfin pour une culture de
2 g/L IPintensité lumineuse doit étre entre 1500 et 2500 lux. On peut interpréter ces
observations par 1’effet d”auto-ombrage qui augmente avec la concentration de biomasse. Cet
effet d’ombrage est atténué par exposition des cellules a une forte intensité de la lumiére
pouvant attendre le sein de la culture tout en évitant la photolyse [4].

V1.4.3. Méthode d'optimisation en plan d’expérience

Les résultats experimentaux complets de production de biomasse par trois facteurs et la
conception de I'expérience factorielle a trois niveaux sont résumés dans le tableau V1.1 Le
point central (0, 0, 0) a été répété trois fois et les mémes résultats ont été obtenus en indiquant
la reproductibilité des données.

L'application de la méthode de surface de réponse (RSM) offre une relation empirique entre la
fonction de réponse et les variables indépendantes. Les termes du modéle ont été évalués par
la valeur P (probabilité) avec un niveau de confiance de 95%. Les parcelles de contours ont
été obtenues selon les effets des trois facteurs (intensité lumineuse, concentration initiale de
I'inoculum et rapports surface/volume) a trois niveaux. L'’ANOVA a été utilisée pour I'analyse
des données et la qualité d'ajustement du modéle polynomial a été exprimée par le coefficient

de détermination R?.

VI1.4.3.1. Ajustement de I'équation polynomiale d’ordre 2. Analyse de variance
(ANOVA)
Une relation empirique exprimée par une équation polynomiale de second ordre avec des
termes d'interaction a été éetablie entre les résultats expérimentaux. Sur la base des résultats de
la conception expérimentale (tableau 3), les équations de régression avec les variables codées
obtenues pour décrire la productivité et le taux de croissance peuvent étre présentées comme
suit:
P, =0.1489-0.0195X, +0.0626 X, +0.0751X , —0.0287 X/ +0.0248X > +0.0276 X ? —0.0004 X, X ,
—-0.0049X, X, +0.0247X,X,

(4)

4., =0.5572—-0.1169X, +0.1638X , + 0.2379X, —0.1118X? —0.0288X 2 +0.0993X > —0.0312X, X,
~0.0481X,X , +0.0529X, X,

©)
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L'analyse de la variance (ANOVA) des paramétres de régression du modele quadratique de la
surface de réponse prédite pour la productivité et le taux de croissance est présentée dans les
tableaux V1.2 et V1.3

Une analyse de variance (ANOVA) a été realisée pour tester la signification de la composition
des équations polynomiales de second ordre aux données expérimentales. Le tableau V1.2
montre les résultats de I'analyse de la variance (ANOVA) pour le modéle de régression. La
valeur Freg de 17,618 (>Fcriique= 4,1) Obtenue pour cette analyse indique que le modele est
significatif, avec une p < 0.1%. Les valeurs p sont la mesure de la signification statistique de
chaque variable; Les faibles valeurs de p correspondent a une haute signification statistique
des variables dans le modéle Liu JZ et al [196].

Dans cette étude, les valeurs p inférieures a 0,05 sont acceptées comme significatives. Le
résultat de 'ANOVA pour le modele de taux de croissance montre que la valeur Fres est de
10,016 >Fcritique @ Un effet significatif sur la réponse avec une p < 0,6%.

Les résultats statistiques du modele quadratique pour la productivité et le taux de croissance
montrent une grande fiabilité dans l'estimation de la productivité volumique et du taux de
croissance (R? = 0,964 et R® = 0,938, respectivement).

Un coefficient élevé de R? assure un ajustement satisfaisant du modéle quadratique aux
données expérimentales.

Tableau V1.1 : Résultat de conception expérimentale pour I'optimisation de la
production de biomasse et le taux de croissance

Essali Concentration Intensité Rapport |  Productivité, Taux de
L . croissance,
initiale lumineuse, SIV,

Inoculum, X; X, X3 Y, Yo
1 2.25 66 112 0.262 0.975
2 2.25 12 103 0.096 0.27
3 3.5 120 94 0.111 0.292
4 3.5 12 112 0.15 0.449
5 2.25 66 103 0.143 0.529
6 3.5 66 103 0.087 0.322
7 1 66 103 0.24 0.662
8 2.25 66 94 0.104 0.388
9 1 120 112 0.345 1.112
10 3.5 12 94 0.055 0.164
11 2.25 120 103 0.278 0.88
12 2.25 66 103 0.143 0.529
13 1 12 94 0.075 0.248
14 1 120 94 0.136 0.439
15 3.5 120 112 0.271 0.715
16 1 12 112 0.18 0.659
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Tableau V1.2 : Analyse de variance (ANOVA) pour le modeéle de productivité.

Source de Degré Somme des | Carrés moyens Frest Probabilité (P)
variation deliberté Carrée

Modele 9 0,109389 0,012154 17,6184 0,001
(Régression)

Résidus 6 0,004139 0,000689 — —

Total 15 0,113528 — —

R’= 0.964, R%agj = 0.909.

Tableau V1.3 : Analyse de variance (ANOVA) pour le modéle de taux de croissance.

SOU_VCE_! de Degré de | Somme des | Carrés moyens Frest Probabilité (P)
variation Libert Carrée
é
Modele 9 1,0708 0,118978 10,015 0,006
(Régression) 9
Résidus 6 0,071273 0,011878 — —
Total 15 1,14207 — —

R’=0.938, R%aqj = 0.844.

Tableau V1.4 : Estimation des coefficients du modéle de productivité.

Coefficient Valeur estimée | Erreur type P Signification

Constant, £, 0,148996 0,012494 2,1054¢%% S
i -0,0195131 0,0083074 0,0571459 NS
JiX 0,0626669 0,0083074 | 0,000281476 S
Bs 0,0751 0,0083058 | 0,000102552 S
Bl -0,0286896 0,0161763 0,126499 NS
)i 0,0248103 0,0161763 0,175987 NS
B2 0,0276074 0,0163181 0,141629 NS
B -0,000375002 | 0,00928617 0,969097 NS
Bis -0,00495703 | 0,00927904 0,612395 NS
Bos 0,0246986 0,00927904 | 0,0374358 S
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Tableau V1.5 : Estimation des coefficients du modeéle de taux de croissance.

Coefficient Valeur estimée | Erreur type P Signification

Constant, /3, 0,557239 0,0518451 | 3,83302¢°% S
)i -0,116957 0,0344723 | 0,0146254 S
yiX 0,163871 0,0344723 | 0,00314676 S
B 0,2379 0,0344657 | 0,00045692 S

° -0,111793 0,0671251 0,146877 NS

2 -0,0287932 0,0671251 0,682935 NS

2 0,0993298 0,0677136 0,192767 NS

P -0,03125 0,0385339 0,448345 NS

Bis -0,0480703 0,0385043 0,258375 NS

Bos 0,0529917 0,0385043 0,217899 NS

L'équation mathematique finale obtenue en termes de facteurs codés aprés exclusion des
coefficients insignifiants:

P, =0.1489 + 0.0626 X , + 0.0751X , +0.0247X, X, (6)
s, =0.5572—0.1169X, +0.1638X , + 0.2379X, ©)

La pertinence du modele sélectionné pour fournir une approximation adéquate du systeme

réel est également confirmée par les parcelles diagnostiques telles que: la courbe des valeurs
prédite par rapport aux valeurs reelles et les coubes de probabilité normales des résidus
étudiés. Ces courbes sont utilisées pour juger lI'adéquation d'un modeéle.

Les figures VI.12 (a) et (b) montrent que les valeurs prédites des réponses des modeles
correspondaient bien aux valeurs observées. Les points de données sont répartis relativement
pres de la ligne droite (y = x). Ces courbes indiquent un accord adéquat entre les données

réelles et les données obtenues a partir des modeles.

Les données ont également été analysées pour verifier la normalité des résidus. Un graphique

de probabilité normal ou un diagramme de points de ces résidus est representé sur la
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figure V1.13 (a et b). Les points de données sur cette trame sont raisonnablement proches

d'une ligne droite. On peut déduire que les données sont uniformément réparties.
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Figure VI1.12 : Courbes de régression linéaires relatives aux modeéles. (a) productivité,

(b) taux de croissance.
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Figure VI1.13: Courbe de probabilité normale des résidus. (a), Productivité et (b), taux

de croissance.

En outre, la signification de chaque facteur pourrait étre déterminée en calculant le
pourcentage d'effet de chaque terme sur la réponse connue sous le nom d'analyse Pareto
[196]. L'effet de pourcentage des facteurs (Pi) pourrait étre calculé en utilisant la formule

suivante:
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Figure VI1.14: Représentation graphique des effets relatifs a la productivité et au taux de
croissance selon I'analyse de Pareto.

Les résultats obtenus a partir de I'analyse de Pareto sont illustrés sur la figure VI1.14. Selon

cette figure, on observe que le rapport S/V (X3) est le paramétre qui présente I’effet le plus

important (44,2%, 44,82%) sur la productivité volumique et le taux de croissance

respectivement. D’autre part, I’intensité lumineuse (X;) a eu un effet important de 30,71% sur

la productivité et de 21,25% sur le taux de croissance.

V1.4.3.2. Méthode surface de réponse, Effet des variables indépendantes sur la réponse
De nombreux graphiques sont disponibles pour restituer de maniere interprétable I’équation
du modele empirique. Dans le contexte des plans d’expériences destinés a I’étude des surfaces
de réponse, cette restitution s’effectue essentiellement sous deux formes différentes :

. Les courbes de surface de réponse matérialisent la surface de régression a partir d’un
graphique dans un espace a trois dimensions,

" Les courbes iso-réponses, qui constituent une projection de la surface de reponse dans

le plan horizontal. Elles s’interprétent comme les courbes de niveaux destinées sur une carte
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topographique. Une courbe iso-réponse représente le résultat d’une coupe de la surface de
réponse par un plan horizontal.

En utilisant RSM, l'effet combiné de 3 parametres (variables) peut étre prédit, ce qui est
difficile a observer dans les méthodes classique. Les courbes de surface de réponse
fournissent une méthode pour prédire I'efficacité pour différentes valeurs des variablestestées
et les courbes iso-réponses aident a identifier le type d'interactions entre ces variables [197]
Les courbes iso-réponses peuvent présenter les variations des réponses en fonction de
seulement deux facteurs a la fois, les autres facteurs étant maintenus sur une valeur fixe.

Les figures (VI.15, VI1.16) représentent les courbes iso-réponses associées aux modeles de
productivité volumique et de taux de croissance en fonction des variables (concentration

initiale d’inoculum, intensité lumineuse et rapports S/V (trajet lumineux de PBR)).

A/ Productivité volumétrique

La figure VI.15 représente la courbe iso-réponse de la productivité volumétrique Pv en
fonction de la concentration d’inoculum, de l'intensité lumineuse et des rapports S/V formulés
par I'équation (196). Une courbe d’iso-réponse aide géneralement a identifier le type
d'interactions entre les variables. Un contour circulaire de la surface de réponse indique que
I'interaction entre les variables correspondantes n'est pas négligeable, tandis qu'une elliptique
indique que les interactions entre les variables correspondantes sont significatives [198].

A partir du graphique iso-réponse (figure VI1.15 (b), on peut observer que la variation de
productivité (Pv) en fonction de I'intensité lumineuse et le rapport S/V est proportionnelle.

A une intensité lumineuse (12 pmol/m/s), Pv augmente Iégérement avec l'intensité lumineuse
croissante, la plupart des valeurs de Py restant au-dessous de 0.115 g/ L /j. A noter que les
valeurs de Pv les plus élevées ont été observées pour une intensité lumineuse de 120 umol/m/s
et de rapport S/V de 112 m™.

La figure VI.15 révele également que la productivité volumique Py, était plus sensible au
changement d'intensité lumineuse et rapport S/V car elle présentait une pente plus forte sur
I'axe d'intensité lumineuse et sur I'axe rapport S/V. Dans la Figure VI1.15 (b) les tracés de
contour sont de nature circulaire, ce qui implique que les effets interlactifs ne sont pas
négligeables. Ceci a été confirmé par les résultats dANOVA dans Table V1.2 dans lesquels la
valeur p pour X2X3 était de 0,0374 inferieur de 0.05 donc son effet était significatif au

modele.
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En utilisant logiciel Modde.6, la valeur prédite de Pv maximal est de 0,365 g/L/J a été
donnée pour 1= 999 lux et papport S./VV de 112 m™. Pour tester la validit¢ du maximum
prédit, les expériences ont éte réalisées en double dans des conditions optimales déterminées,
999 lux et 112 m™, ce qui a donné une productivité de valeur 0.343g/ L/J trés proche de Py

prédictive (théorique) de 0,365 g/L/j, cela confirmant ainsi les estimations fournies par le
logiciel Modde.6.
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Figure V1.15: Courbes d’iso-réponses de productivité. (a) X3 = Constante, (b) X1=0
et (c) X2=0
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Les taux de croissance et la productivité de la biomasse se sont revélés dependants des
variations de S/V (trajet lumineux) et de I’intensité lumineuse.

Lorsqu’on fixe la concentration de I’inoculum a une valeur constante, on suit la réponse de
productivite en fonction de l'intensité lumineuse et le rapport S/V (figure VI1.15.b), les taux de
croissance et la productivité de la biomasse se sont revélés dépendants des variations des deux
facteurs appliqués. En effet, 1’augmentation du rapport S/V et de I’intensité lumineuse permet

une netteamélioration de la productivité volumétrique.

L'existence d'une telle réponse lineaire peut étre interprétée par la probabilité élevée
d'exposition des cellules a une intensité de lumiére optimale de croissance [168].

Hu & Richmond, 1996[199] ont indiqué que lorsqu'on utilise une densité de population
optimale, il est possible dapprocher des valeurs théoriques substantielles de productivite
photosynthétique et ce, par combinaison d'un trajet lumineux S/V court et un taux d'agitation

vigoureux.

Lorsqu’on fixe la valeur de S/V et on fait varier I'intensité lumineuse et la concentration de
I'inoculum (figureV1.15.a), on observe une interaction négative entre lintensité et la
concentration de I’inoculum. La chute de productivité peut s’expliquer par l'effet tres
important d'auto-ombrage dans les cultures de densité plus élevée. dans ces conditions on peut
interpréter cet effet par le métabolisme cellulaire qui bascule de la photosynthése vers
I'nétérotrophie et la respiration cellulaire, lorsque la lumiere devient limitante [48].

En fixant la valeur de l'intensité lumineuse a sa valeur centrale et en suivant la variation de la
fonction Pv sous I’effet d'inoculum X, et de la surface spécifique(figure VI1.15.c ), on note
une interaction négative entre X, et S/V. La meilleure valeur de Pv est d’environ 0,238 g/L/j
obtenue sur le PBR de rapport S/V égal & 112 m™et une culture moins dense (1g/L). Ces effets
négatifs peuvent étre expliqués par une mauvaise pénétration de la lumiere dans les

profondeurs du PBR ou le phénomene de photo-limitation [48].

B/ Taux de croissance

La variation de la réponse taux de croissance (umax) sous l'effet de trois facteurs est donnée
dans la figure V.10.Pour des valeursde S/V allant de 94 & 112 m™ et d'intensité lumineuse
variant de 12 a 120 pumol/m/s, on observe une augmentation nette du taux de croissance

Figure. V1.16.(b) avec une valeur maximale de 0,999 j*obtenue & 120pumol/m/set 112m™.
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Figure V.16 : Courbes d’iso-réponses du taux de croissance. (a) X3 = Constante,
(b) X1 =0et (c) X2=0.

Le taux de croissance est,en régle générale, plus sensible aux variations de [lintensité
lumineuse et au rapport S/V.

A une intensité lumineuse fixe(figure V1.16c¢), on constate que la production de biomasse et le
taux de croissance augmentent crescendo avec le rapport S/V, atteignant un maximum de
1,345 J-1J". Ceci concorde avec les résultats de HU QIANG, 1998[168] qui trouvent un
optimum sur un PBR de rapport S/V élevé ( chemin optique étroit) et une intensité lumineuse
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de 120-160 pumol/m/s. Au-dela de cette limite, l'augmentation de I'intensité lumineuse
n'entraineaucune modification du taux de croissance, suggérant que le point de saturation de
la photosynthese est atteint [200].

La croissance photo-auto-trophique de biomasse des algues dépend principalement de
I’efficacité de conversion de I’énergie lumineuse. Ce comportement suggere donc que, a une
intensité lumineuse relativement élevée (12umol/m/s), la croissance cellulaire est accélérée
par la production rapide d'’ATP et de NADPH photosynthétique. En revanche, lorsque la
concentration de biomaseatteint 5800 mg/L, la croissance cesse probablement en raison de la
photo-saturation de la culture [201, 202].

Vonshak et al. (1982) ont montré dans leur étude sur la méme souche que le potentiel
photosynthétique des cellules diminue pour des concentrations de biomasse comprises entre
0,4 et 1,0 g/L et que la plupart des cellules étaient privées de la lumiere par les cellules
voisines.[178] De méme Reicnehr et Costa (2006) ont constatés que de faibles concentrations
de biomasse (0,50 g/ L) et de taux de renouvellement élevés (50% v / v) entrainaient un taux
de croissance spécifique élevé (ux = 0,111 jour-1) et une productivité élevée (Px = 42,3 mg /
L / jour ). Ces valeurs sont deux a quatre fois plus élevées que celles obtenues en simple
cultue[203].

Le tableau V1.6 fournit une comparaison de productivités et de taux de croissance obtenus sur
differentes cultures de Spiruline ainsi que d'autre espéces ou plusieurs paramétres ont eté
utilises pour optimiser les conditions du milieu: il s’agit de la température, du pH, de
I’osmolarité, de la composition du milieu en substrat carbone, azote et celles des conditions de
culture : telles que l'intensité lumineuse, la concentration initiale.une comparaison sur la
concentration maximale obtenue des différente systemes de PBR, on remarque que notre

systéme est positionné parmi les autres; tableaux (V1.6, VI1.7).
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Table VI.6. Comparaison des productions de biomasse.

Microorganisme | Méthode | Parametres Optimisation Référence
Conditions
A. platensis Box- Source of nitrogen | Pv:95mg/L/ J avec | ElianeDalva
Behnken | Sources(KNO3,urea l'urée pm: 0.82 Godoy Danesi
Temperature, I: 5000 Ix 2011; [204]
intensité lumineuse (1) | Temperature: 30°C
Oocystissp. NaNO3 (750 m g/I, Bala Kiran, 2016
NaNO3(mgl/l) , K2HPO4: 0 myl/l, [205]
RSM K2HPO4(mg/l), Température 30°C
Temperature (°C), LipidePv: 7.0 mg/L/d),
biomassePv 47.8 mg/L/d) ,
[lipid] : (109.5 mg/L),
Haematococcusl | RSM Nitrate de sodium g/l, | Y biomass : 0.51g/l | R. Sarada2002
uvial inoculums volume, | [NaNO3] : 1.06 g/l, CO2/ | [206]
intensité lumineuse (1) | 1.54%,
Volume de I'inoculums:
24.94%,
I 1 2.420 Ix
A platensis RSM Température, Pv:34mg /I/ day Luciane Maria
Régimes d'azote pmax : 0.0735/ day Colla,[207]
Dioxyde de carbone température : 30°C
A platensis RMS Zarrouk medium % E.M.  Radmann
(2007) [208]
Concentration Pv: 0,046 g I- 1 jourl
de mélange, umax: 0,138 jour- 1
milieu Zarrouk %0f 20%
Taux (viv) , Concentration de
de renouvellement melange de 0,40 g/ L
Taux de renouvellement
compris entre 40 et 60%
Arthrospira RMS Inoculum (Xo) I: 999 lux Present travail
platensis Box Intensité lumineuse | S/V : 112
Behnken | (10) et épaisseur de | Biomasse Pv : de 0,343 g /

PBR(S/V)

L/j
umax : 1,345 J-1.
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Tableau V1.7 : Comparaison de production de différents systéemes de culture

Systéme de production Longueur du chemin Concentrations Productivité Référence
(g1-1) - . .
optique en cm Algue maximales surfacique
(g m2§)
Plan incliné 1 Chlorellasp 2 25(1P) Doucha &Livansky,
1995 [12]
Réacteur tubulaire 2504 Spirulina platensis 27 (p) Richmond et al., 1993
[209]
Réacteur tubulaire 6,0 (9) Porphyridium cruentum 1 25(p) Chaumont et al,
1988[210]
Réacteur tubulaire 50 (9) Haematococcus pluvialis 04 13(p) Olaizola, 2000[101]
Bacs transparents 50 (@ Chaetoceroscalcitrans 0,1 3(d$) Muller-Feuga et al
Tetralmis suecica 2003,
[211]
15 Arthrospira platensis 45 18.36 présent travail

PBR conique -annulaire

p) surface de I'emprise au sol ; (d) surface développée.

V1..5. Production d’hydrogene par la Spiruline

Le but de cette partie de travail est de produire en batch de I'nydrogéne par la souche

Spiruline développée au sein de notre laboratoire BIOGEP. Cette souche produit I’hydrogéene

par voie de bio-photolyse indirecte. Pour ce faire, des pré-cultures de 12 jours ont été

récoltées afin de réaliser la fermentation qui dure 30 h c.-a-d. 24 h d'obscurité et 6 h de

lumiéres.

V1.5.1. Etalonnage du chromatographe

L’étalonnage consiste & acheminer un mélange de gaz contenant de I’hydrogéne (25- 75 %

H,- N;) vers le détecteur du chromatographe en phase gazeuse CPG. Les résultats de cette

analyse sont illustrés par la figue VI.17 qui présente les pics des deux gaz injecteés ainsi que

leur temps de rétention.
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4 CALCULATION REPORT #=%

'H PENO TIME AREA HE IGHT MK 1DNO CONC NAME
17 1.47 2448035 378022 77.6436
18 2.24 704876 81079 22.3564

Figure VI1.17 : Chromatogramme du mélange gazeux 25- 75 % H,- N,. t = 1,47 min, H,.

La quantité d’hydrogene obtenue est calculée via la relation suivante :

Xz = K¢ . Si (9)
Ou

Xu2 : Concentration massique de H; en pourcentage,

Si : Aire du pic,

K : Facteur de réponse de I’hydrogéne (1,02 .10°).

L’équation (12) devient donc égale a :

Xn2 = 1,02 .107. S; (10)

V1.5.2. Optimisation des paramétres du milieu de culture

A/ Effet de la concentration de biomasse sur la production d’hydrogéne

L’analyse qualitative du biogaz recueilli est effectuée sur trois cultures de concentrations 1.5
g/L et 2 g/L exposees toutes a une intensité lumineuse de 1000 lux et les résultats ont donnés

sous forme de chromatogrammes dans la figure V1.18.
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Figure VI1.18 : Hydrogene produit pour différentes concentrations de biomasse.

D’apreés les pics obtenus, on confirme que le biogaz de fermentation est constitué uniqguement
d’hydrogéne sans traces de méthane et de dioxyde de carbone.
Par ailleurs, la figure VI1.19 résume les taux de production de H; recueillis en fonction de la

gamme de concentrations de biomasse étudiées durant la fermentation.
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Figure VI1.19 : Effet de la concentration de biomasse sur le taux de production
d’hydrogéne.

Cette figure révéle un taux de production d’hydrogéne maximum pour une concentration de
0,8 g/L. Au dela de cette concentration la production d’hydrogene diminue jusqu'a atteindre
une valeur nulle pour une concentration de biomasse de 2 g/L. Nos résultats sont proches de
ceux rapportés par Kim et al. (2005) [212] qui ont suivi I’évolution de I'hydrogéne et ont
trouvé un maximum de production a 0,96 g /L. En revanche, ils sont différents de ceux

trouvés par Vonshak [151] sur une souche provenant du Japon ou I’optimum de production
est aux alentours de 1,62 g/L

B/ Influence de I’age de la souche sur la production d’hydrogéne

Afin d’optimiser la production d’hydrogeéne, des essais de fermentation a ages différents ont
donné les résultats illustrés par la figure V1.20.
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Figure V1.20 : Production d’hydrogéne en fonction de la durée de la souche de spiruline.

Au regard des résultats obtenus, ce parametre représente le facteur le plus reproductible pour
la production d’hydrogéne. La gamme optimale de production d’hydrogene est obtenue pour
des cultures agées de 20 a 32 j. Au-dela de 32 j, la bio-production baisse approximativement
d’une dizaine de mL. Elle passe de 7,29 a 5,65 pumole d’H,/mg dePS pour une culture de 60
j. Cette diminution s’explique par le fait qu’au cours de la production d’hydrogene via le
processus: 2 H" + 2 e"— Hy, le milieu devient basique avec un pH avoisinant 11,5 et épuisé
en éléments nutritifs. La micro-algue entre, alors, dans sa phase stationnaire et la biomasse
récoltée devient moins active, ainsi le taux et l'activité maximale des génes hox dépend de la
durée de culture [213]

C/ Effet de la concentration en NaCl sur la production d’hydrogene

L'évolution de la bio-production d’hydrogene en fonction de la concentration de NaCl est
représentee la figure VI21 ou I’on constate bien que la meilleure production d’hydrogéne se
situe & un milieu de production de 17 mmol.L™ de NaCl. En d'autres termes, sans ajout de
quantité supplémentaire de sel. Le point 70 mM apparait comme étant un point stimulant. Ce
qui serait du a la bio-accumulation de molécules osmo-protectrice telles que la bétaine et la
proline. C'est pour cela I'on choisira que dans ce qui va suivre, la production a la

concentration de 17 mmol.L* de NaCl.
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Figure VI1.21 : Production d’hydrogéne en fermentation et en photo-fermentation en

fonction de la concentration du NacCl.

La diminution du taux de H; est due au stress salin imposé aux microorganismes en lien
direct avec I’état d'équilibre physiologique établi contre I'élévation de I’osmolarité ou en
d’autres termes I’accumulation des osmolytes a 4 fois plus de I'état normal [214]. Des
dommages sur le coté réducteur de PSII et, en particulier, a une modification de la niche de
plastoquinone QB ont été constatés par [187] chez Arthrospira sous l'effet du stress salin.
Une augmentation du taux de respiration est la réponse décelée dans les cellules exposées au
stress salin. Chez la souche M2 de A. fusiformis, cette augmentation est de deux a trois fois
plus élevée lorsque la concentration de sel dans le milieu est augmentée de 0,5 a 0,75 mM,
respectivement[215].

Il semble que de nombreuses cyanobactéries soient capables de compenser la réduction de
I'approvisionnement en énergie provenant de la voie photosynthétique en augmentant
significativement leur activité respiratoire, ce qui, en plus, peut fournir des squelettes de
carbone pour la synthése d'osmolytes organiques et pour I'extrusion de Na* dans les cellules

afin de maintenir I'équilibre osmotique .[216]
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D/ Influence de la température sur la production d’hydrogene
Les essais réalisés dans le domaine de températures allant de 25 a 45°C ont montré que la
température a un effet tres remarquable sur la production d’hydrogéne (Figure V1.22).
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Figure V1.22 : Production d’hydrogéne en photo-fermentation en fonction de la

température.

L'élévation de la température de 25°C a 34°C impliqgue un cumul de H, allant
progressivement de 18 pmol/mg PS a 38 umol/mg PS. Au-deld de 34°C, la production de H,
chute remarquablement pour atteindre la valeur zéro a la température valant 45°C. Cette
régression est a lier au phenomene d'inhibition thermique causant la déformation et/ou a la
dégradation des structures natives d’enzymes responsables de la production d’hydrogéne. Ces
résultats concordent avec les travaux de [217 , 218]ou la gamme optimale de l'activité
d’hydrogénase se situe dans la région 30- 35°C.

E/ Effet du pH sur la production d’hydrogéne
Des résultats présentés dans la figure V1.23 il ressort que la production d'’hydrogéne est
fortement réduite a un pH initial acide (6,5). Le taux d’hydrogene augmente crescendo avec
le pH dans le domaine 6,5 - 9,5 et atteint un maximum de 8,4 umol/mg PS a un pH initial de
8,5. Toutefois, les pH dépassant 8,5 entrainent une diminution nette du taux de production
d'’hydrogéne.
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Figure V1.23 : Effet du pH sur la production d’hydrogene en photo-fermentation.

L'effet favorable d'un faible pH initial sur le rendement en hydrogéne a été montré dans une
culture mixte de Clostridium sp., Klebsiella sp. et Streptococcus sp. [219], et méme dans le

cas des cultures axéniques de Enterobacter cloacae I1T-BT 08 [220]

F/ Influence de la concentration en NaHCOj3 sur la production d’hydrogéne

Le dioxyde de carbone, dissout dans I’eau, prend plusieurs formes en fonction du pH :
CO,+H,0 — H'+HCO; — 2H"'+COs* (11)

A un pH inférieur a 4,4, la forme du carbone trés majoritaire est le dioxyde de carbone. A un
pH de 6,4 il y a autant de dioxyde de carbone que d’ions bicarbonates et Pour un pH situé
entre 8,3 et 9,5, les ions bicarbonates sont majoritaires a un pH de 10,4 il y a autant d'ions
carbonates que d’ions de bicarbonates. A partir d’un pH de 12,3 les ions carbonates sont

majoritaires.
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Le bicarbonate de sodium constitue la seule source de carbone de la souche de Spiruline
étudiée dans ce travail dont on a voulu connaitre I’incidence sur la bio-production

d’hydrogeéne.
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Figure V1.24: Les différentes espéces de carbone inorganique disponible en fonction du
pH du milieu.
Comme le montre bien la figure VI1.24., seul le CO, dissout, les ions bicarbonate HCO3™, et
carbonate CO3 sont assimilables par le milieu. Le pH de la culture va donc avoir un impact
sur les especes carbonates disponibles. Nous rappelons que dans le cas de la Spiruline, le pH
optimal de la culture est autour de la valeur 8 — 9 (Figure V1.23) ou les especes prédominantes

dans le milieu de culture sont les ions HCO3™ (summum du déme de la Figure V1.24 ) [221].

Dans la figure VI1.25, sont données les productions de H, en fonction des différentes
concentrations imposées de HCO3™ & la culture. Au vu de I’allure de la production de H, il
apparait un summum de 11,5 pumol/mg PS a la concentration en HCO3™ de 300 mM. Il est
aussi remarqué que les cultures plus concentrées en bicarbonates ont un effet négatif sur la
production d’hydrogene. [3]suppose que I’augmentation de la concentration des bicarbonates
dans le milieu favorise la fixation du CO,, qui est une voie consommatrice du NADPH. Ce
qui explique la diminution de la production d’hydrogéne. Néanmoins, certains auteurs ont
rapporté que des concentrations excedentaires en bicarbonates peuvent affecter I’acquisition
du CO, par les cellules algales. Par voie de conséquence, le pH du milieu s’alcalinise alors et

s’éloigne, de ce fait, du pH optimal [3, 222] .
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Figure V1.25 : Production d’hydrogéne en photo-fermentation en fonction de la
concentration en NaHCOs.

G/ Effet de I’intensité lumineuse et de la concentration de biomasse sur la production
d'Hydrogéne

L'étude de I'effet de I'intensité lumineuse est effectuée sur le PBR cylindrique de volume 250
mL a différentes concentrations de biomasse (figure VI1.26). Il ressort que les taux de
production d’hydrogéne augmentent pour atteindre un maximum de 1500 lux pour une
concentration de 0,5 g/L et un autre de 2000 lux dans le cas des concentrations 1 g/L et 1,5
g/L. Ces résultats sont en parfait accord avec les résultats rapportés par Ogbonna et Tanaka
(2000) [5]. Ces summums de bio-génération d'hydrogene sont fort probablement dus a la
bonne diffusion de lumiere dans la culture de Spiruline.

La figure V1.26 montre aussi que I'exposition de cultures de faibles densités (0.5 g/L) aux
intensités lumineuses élevées entraine une chute de la production d’hydrogéne. Il s'agit ici du
phénomene de photo-inhibition survenant dans les cultures de Spiruline soumises au stress
cellulaire et de destruction des éléments de photosysteme 11 [187].
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Figure V1.26 : Optimums de production d’hydrogene. Effet de I’intensité lumineuse et

de la concentration de biomasse.

Bien au contraire, dans le cas de I'exposition a de faibles intensités lumineuses de cultures
denses, nous assistons au phénomeéne de juxtaposition des filaments de spiruline empéchant
ainsi l'accés des bactéries aux rayons lumineux. Ce phénomene est a I’origine de I’effet
d’écran. Cette hypothése peut expliquer les faibles taux de production d’hydrogene sous ces
conditions [5, 223].

H/ Etude comparative sur la production d’hydrogene.
H.1/ Effet de la géométrie des PBR

L'étude est réalisée sur une culture de densité fixe 1,5 g/L dans trois photo-bio-réacteurs de
forme géometrique différente. Elle consiste a faire varier I’intensité lumineuse de 800 a 4000
lux. Les résultats sont regroupés dans la figure VI1.27 ou les taux de production d’hydrogene
passent par des valeurs maximales a 2000 lux pour les photo-bio-réacteurs conique ainsi que
cylindrique et a 3000 lux dans le cas du photo-bio-réacteur annulaire (22,56 pmol/mg PS). Au
dela de 3000 lux (PBR annulaire), les cellules de la culture se retrouvent dans une phase de
déclin de bio-production de H, (photo-inhibition de la lumiére). Cependant les deux autres
PBR classiques passent par la méme phase mais avec une régression moins nette que celle du
PBR annulaire. On considére que les intensités lumineuses supérieures a 3000 lux inhibent la

photo-fermentation des cellules de la souche Spiruline.
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Figure VI1.27 : Taux de production de H,. Effet de la géométrie des PBR.

A la lecture de ces résultats, on confirme les performances uniques du photo-bio-réacteur
annulaire, congu a I’Enava, sur une culture de 1,5g/L et ce, en lien direct avec sa surface
spécifique élevée S/V de 85 m™, (Tableau V1.8). Elle est dailleurs 1,7 fois plus élevée que les

surfaces spécifiques des photo-bio-réacteurs cylindrique (50 m™) ou conique (49 m™).

Tableau V1.8 : Volume d’hydrogene produit sur les 3 photo-bio-réacteurs.

Forme du PBR Cylindrique | conique | Annulaire
Volume de H, (mL) 60 61 189
Surface d’exposition (cm?) 100,53 98.96 245.04
Surface spécifique (cm™) 0,50 0,49 0,85

H/ Effet de la densité de culture

La deuxiéme étape consiste a améliorer la bio-production de H, en batch du PBR ayant donné
le meilleur taux d’hydrogéne en s’intéressant de prés a I’effet de la lumiere sur les différentes
cultures (figure V1.28). La production de H, augmente proportionnellement avec les densités
de culture, allant de 0,8 & 2 g¢/L, jusqu'a un optimum correspondant a 22,73 umol/mg PS

(biomasse de 2 g/L).
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En général, la production de H, en fonction de l'intensité de la lumiére peut étre divisée en
quatre phases: faible intervalle de production, intervalle de photo-limitation, intervalle photo-
saturation contenant le point de production optimale et enfin I'intervalle de photo-inhibition.
En effet, la production d'hydrogéne aprés l'incubation anaérobie dans I'obscurité pendant 24 h
de milieu culture de production épuisé en azote varie dans I'ordre suivant:
1g/L<159g/L<2=3¢g/L.
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Figure V1.28 : Effet de la densité des cultures et de I'intensité lumineuse sur I'évolution
de Ho.

Les fortes intensités lumineuses affectent considérablement les taux de production d'H;, dans
le cas d'une faible concentration de biomasse (1 g/L) pouvant étre expliqué par le stress
cellulaire et I’inhibition des voies métaboliques de I’hydrogénase. Bien au contraire, lorsque
les cultures plus denses (3 g/L) sont exposees a des intensités lumineuses faibles, une
juxtaposition des filaments de Spiruline s'impose a I'effet auto-ombrage (effet d'écran) dans la
culture. Ce qui conduit, par conséquent, a la baisse de production d'hydrogene. [5].

Notre production optimale d'H, correspondant a 0,75umol/mg. h est comparée aux valeurs
rapportées par la littérature.(tableau V1.09)
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Tableau V1.9 : Taux de production de H, rapportés dans la littérature pour différents
systemes de production photo-trophique.

Micro-organisme conditions taux de production Référenceés
souches physicochimiques I'nydrogéne
Optimales
[llumination (I) ml/L cult /h pmol/mg PS/h
Spirulina platensis 36 p mol/m2s 6,8 0.75 Présent travail
Spirulina platensis e 8 W/im2 4.032 0.51 Oyamat K [151]
Synechococcus PCC 20 mE/m2/s C 0.66 Howarth DC[223]
602
Chlamydomonas 2.1 Laurinavichene
reinhardtii TV[224]
Chlamydomonas MGA 25 W/m2 4.48 Ohta S [225]
161
R. sphaeroides O. 6.5 Basak Net all et al
U.00113 [226]
Anabaena variabilis 150 mE/m2/s 0.25 Berberoglu H [227]
ATCC 29413

VI11.6. Composition de spiruline en chlorophylle

Le stress environnemental affecte la fonction de PSII, directement ou indirectement, le
contenu cellulaire en pigment représente un outil utile pour obtenir des preuves rapides des
conditions de stress qui affectent I'activité photosynthétique de la culture et pour quantifier
I'effet de stress sur le rendement des biomasses.

L'estimation quotidienne des teneurs en chlorophylle et phycocyanine dans une biomasse est
exploitée dans les productions phototrophiques des cultures et servie comme des signaux
d'avertissement, qui doivnsent étre connus le plus tét possible a fin d'éviter une réduction
significative de la productivité, dans certaines cas peuvent aboutir a la perte de la culture dans
quelques jours. [228]

Les résultats obtenus sur les taux en chlorophylle durant la fermentation de biohydrogéne sont
réesumés dans la figure VI.29. A travers les résultats on constate que lorsque I'intensité
lumineuse diminue, la teneur en chlorophylle de biomasse augmente. I'effet est bien remarqué
avec la culture la plus dense 3 g/l, ce résultat concorde avec celle décrite par Vanshak et ses
collaborateurs (1993, 1996) [229, 229].
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Interprétation des résultats

On peut interpréter la réduction de la teneur en chlorophylle de Spiruline , comme une
réponse adaptative contre I'élévation de l'intensité lumineuse dans la culture, on renduisant le
taux de chlorophylle pour éviter I'excés d'énergie lumineux vehiculé vers le centre de réaction
de photosysteme 1l , cela permettrait une diminution du transfert d'énergie entre les antennes
collectrices telles que les phycobilisomes vers le PSII, et réduirait la portée de I'énergie
d'excitation, cette derniére est la cause principale de destruction du photosysteme Il méme si
la radiation ne dépasse pas les seuils de saturation [48].
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Conclusions générales

L'hydrogéne moléculaire est un vecteur d'énergie propre et écologique qui peut bien étre une
alternative aux ressources limitées en combustibles fossiles. Dans le cas de la production
photo-biologique de Hj, les cyanobactéries photosynthétiques sont parmi les candidates
idéales. Elles ont des besoins nutritionnels rudimentaires ; elles peuvent croitre dans I'air, I'eau

et les sels minéraux avec la lumiere comme seule source d'énergie.

Les cyanobactéries filamenteuses sont cultivées dans les bioréacteurs pour la conversion
photo-biologique de I'eau en hydrogene. Cependant, les rendements de conversion restent
faibles car la production nette de H, est le résultat de son évolution via une hydrogénase et
une réaction inverse de I’hydrogénase bidirectionnelle consommatrice d'une partie

I”’hydrogéne produit.

Le présent travail a pour objectif la production d’hydrogéne via la valorisation d’une
biomasse algale, de la région de Tamanrasset, de type Spiruline (Arthrospira platensis ) dans
un photo-bio-réacteur de nouvelle conception. Ce PBR permet de vérifier I'effet des cultures
denses sur le taux de production de H, obtenu par photo-fermentation. Mais aussi d’optimiser

la productivité volumique de biomasse et la croissance de la Spiruline.

Les résultats expérimentaux obtenus par le plan d'expériences multifactoriel ont permis de
trouver un modele mathématique de production de biomasse et de simuler les conditions de
production d’hydrogene sur les différents PBR utilisés. Concernant la production de biomasse
de la Spiruline, deux modes d'optimisation ont été étudiés : i) le mode classique pour I’effet
facteur individuel sur la réponse et ii) le mode multifactoriel qui utilise la méthode de réponse
en plan factoriel. Les résultats ont montré que la concentration initiale de biomasse, l'intensité
de la lumiere et la surface spécifique (S/V) ont une influence significative sur la productivite
de biomasse et le taux de croissance de la Spiruline. En mode optimisation classique : les
valeurs adéquates de I’intensité lumineuse, du volume de PBR sont de I’ordre de 2000 lux et
18 mL. Le mode RSM a révélé que la concentration initiale de biomasse, I'intensité lumineuse
et le trajet lumineux (S/V) sont interdépendants : il s’agit d’une interaction positive entre le
trajet lumineux du PBR et l'intensité lumineuse et aussi entre le trajet lumineux et la
concentration de I’inoculum. En revanche, une interaction négative est constatée entre la

concentration de I'inoculum et l'intensité lumineuse.
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L’utilisation de la méthode ANOVA a montré que le modele est hautement significatif. Les
résultats statistiques du modeéle quadratique pour la productivité et le taux de croissance
montrent une grande fiabilité dans I'estimation des valeurs des deux réponses (R? = 0,964 et
R? = 0,938, respectivement). En outre, les valeurs de productivité et de taux de croissance de
cette démarche expérimentale se situent au dessus de celles de la littérature ; ce qui indique

que la Spiruline est développée efficacement dans le dispositif congu au laboratoire.

La deuxiéme partie de notre étude a porté sur la bio-production concréte de H, sur une souche
algérienne en opérant sur les parametres : ge de la souche, pH du milieu, température du
milieu, concentration en NaCl, concentration en NaHCOj3... avec optimums obtenus aux
alentours de 24 et 32 jours, pH = 8.5, 34°C, 17 mmol. L™ de NaCl et 300 mmol. L™ NaHCO3

respectivement.

La production de H, est suivie sur trois PBR de formes géométriques différentes aux
intensités lumineuses allant de 800- 4000 lux. Les meilleures productions d'hydrogéne (22
umol/mg PS) ont été obtenues dans le photo-bio-réacteur conique annulaire qui offre une
surface éclairée exceptionnelle (245 cm?) et limite les phénoménes d'ombre et de photolyse

dans des cultures denses.

En perspective, il serait intéressant de :

- Produire la biomasse de spiruline en continu, ou en semi-continu, par la nouvelle
conception de PBR annulaire,

- Analyser la consommation d'énergie du PBR conc¢u au laboratoire et la comparer a
celle des systemes bassins ouverts (industrie),

- Faire une étude hydrodynamique sur cette nouvelle conception,

- Utiliser les sous produits industriels : lactosérum, mélasses, ...par voie mixo-trophie et

hétérotrophie pour la production de I'nydrogéne.
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