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Abstract:

Our study focuses on the growth optimization of spirulina in the Zarrouk environment
for the purpose of evaluating The influence of the initial inoculum concentration, light
intensity and specific photo-bioreactor surface on biomass production. The cyanobacterium
Arthrospira platensis used was identified, evaluated in relation to its protein content and then
grown in three photo-bioreactors of Surface/Volume ratio These PBRs have been sown with
starting inoculum concentrations ranging from 0.35 g/L to 1.05 g/ L for cylindrical PBR at
different incidente light intensities of 7500-22500 lux and Surface/Volume ratio from 20m-1
to 57m-1 . the best biomass productivity 0.15¢/1/J-1 was achieved in the large surface (57 m-
1) and fairly high luminous intensity ( 22500lux ) PBR with a low inoculum concentration
(0.35 g/L ). The best productivity of photosynthetic pigment ( chlorophyll ) was achieved

when spirulina cultivation was subjected to low intensities estimated at15000 lux
Keywords: Arthrospira platensis, PBR, productivity, light intensity, specific surface, biomass.
Résumé :

Notre étude porte sur ’optimisation de croissance de la spiruline dans le milieu
Zarrouk a pour but évaluer L’influence de la concentration de I’inoculum de départ, I’intensité
lumineuse ainsi que la surface spécifique de photo-bioréacteur 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/\Volume ces PBR



ont été ensemencés avec des concentration de inoculum de départ variant entre 0.35 g/L et
1.05 g/L pour les PBR cylindriques sous différentes intensités lumineuses incidentes 7500 -
22500 lux et de rapport Surface/VVolume de 20m-1 & 57 m-1 la meilleure productivité en
biomasse 0.15g/l/J a été obtenue dans le PBR de grande surface (57 m-1) et de intensité
lumineuse assez €levée ( 22500 lux ) et avec une concentration d’ inoculum faible ( 0.35
g/L ) . La meilleure productivité en pigment photosynthétique ( chlorophylle ) a été atteint

lorsque la culture de spiruline a été soumise a faible intensités estimées a 15000 lux.

Mots clés : Arthrospira platensis, PBR, productivité, I’intensité lumineuse, surface spécifique,

biomasse.
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Introduction

1 Introduction :

La population mondiale devrait atteindre 9,8 milliards de personnes en D’ici 2050, la
demande alimentaire devrait augmenter de plus de 50 % En réponse a cette demande, les
régimes alimentaires a base de plantes sont apparus comme une alternative durable aux
régimes alimentaires traditionnels a base de viande en raison de leur impact positif sur la santé
publique, la sécurité alimentaire et la conservation de I'environnement , Parmi ces alternatives
alimentaires, les microalgues sont considérées comme une source prometteuse de protéines
durables . Les microalgues ont un large éventail d'applications comme aliments pour animaux,

aliments pour animaux et nutraceutiques(Bumandalai et al., 2024).

Récemment, les microalgues et les cyanobactéries sont considérées comme des
ressources biologiques précieuses capables de produire des produits alimentaires, des
compléments et des aliments pour animaux en utilisant des nutriments extraits de la biomasse
indésirable(Tanaka et al., 2020).

Les microalgues, un groupe unique de micro-organismes unicellulaire chlorophylliens
qui se distinguent des autres par leur faculté a fixer le CO2 de I’atmosphere par le processus
photosynthétique. Ils sont classés en deux catégories distinctes, y compris les microalgues
eucaryotes et les procaryotes. (cyanobactérie) (Bouyahya et al., 2024). Se développant dans
I’eau ou dans des milieux trés humides. Bien que surtout abondantes dans les eaux des mers,
des lacs, on en trouve également sur les rochers humides et sur la terre. la lumiere et des sels

dissous sont, en plus de I’eau, nécessaires A leur développement(Marechal & De, 2021).

Les approches industrielles utilisant ces micro-organismes créent de nouveaux emplois
et de nouveaux services. Ceci est conforme a la stratégie mondiale pour la bioéconomie qui

vise a soutenir le développement durable des secteurs biologiques.(J. Liu et al., 2023).

Les cyanobactéries, souvent appelées microalgues, ont été considérées comme une
source d'alimentation naturelle et durable , car elles constituent le premier niveau trophique de
la chaine alimentaire aquatique. En particulier,Arthrospira platensis et Spirulina platensis (les

deux espéces sont résumées sous le terme spiruline)(Rosenau et al., 2023).

Aujourd'hui, la production mondiale de microalgues est encore modeste (environ 10

000 tonnes par an—1) (Depraetere et al., 2015).
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Introduction

La spiruline, une " Algue " de I'’Avenir pour Santé de tous et pour lutter contre le
déséquilibre et la malnutrition(International & La, 2008).

La majorité de la biomasse de microalgues et de cyanobactéries est actuellement produite
dans des fermenteurs, des étangs ouverts ou des PBR(J. Liu et al., 2023).

Les cultures de masse de microalgues ont traditionnellement été cultivées dans des
étangs ouverts qui sont beaucoup moins chers et plus faciles a utiliser que les
photobioréacteurs (PBR). Plusieurs conceptions de PBR ont été proposées ces dernieres

années, pour cultiver des microalgues comme source d'énergie durable(Prokop et al., 2015).

Certaines des sociétés productrices de spiruline les plus connues dans le monde sont :
EarthriseFarms (Etats-Unis), Cyanotech (Etats-Unis), Hainan DIC Microalgae Co., Ltd
(Chine), MarugappaChettirResearch Center (Inde), Genix (Cuba) et Solarium Biotechnology
(Chili) (Ali & Saleh, 2012).

En Algérie, I'intérét pour la spiruline augmente et de nombreux -chercheurs
développent de nouvelles méethodes pour produire ces algues, ce qui existe déja (Bencheikh
et al., 2022). plus précisément dans la province de Tamanrasset (Adrianne) des exploitations
comprenant des bassins ont été installées pour la culture de la spiruline, et de petites unités de
production ont été créées dans différentes régions: Ouargla et Oran (Bachir NABTI et al.,
2023).

Les microalgues cultivées par photosynthese sont actuellement utilisées
commercialement dans I'alimentation humaine et animale, ainsi que dans la production de
substances .Dans les systémes extérieurs ,par exemple dans les étangs ouverts ou les
photobioréacteurs a plaques plates (PBR) fermés, de vastes superficies de terrain sont

nécessaires a la culture d'algues a grande échelle(Fu et al., 2012) .

Durant la production industriel ( a grande échelle), trouve de limite physico-chimique ,
telle que la disponibilité de substrat ( apparition des facteurs limitant de culture ) .Limitant en
substrat , PH , température , humidité , atténuation de la lumiére dans les profondeurs des
cultures, pour avoir une croissance maximal il faut assure une bonne exposition a la lumiére
et écrite la zone d’ombre surtout dans les systémes en batch .Lorsque la densité des cultures

dépassent 1g/1 ,la vitesse de croissance c’est jamais maximal .
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Introduction
C’est dans ce contexte en essayés d’optimiser les conditions de production , telle que

1. Les bioréacteurs optimaux doivent présenter une surface spécifique élevée avec un
rapport surface/volume (S/V) ¢élevé pour un transfert efficace de 1’énergie
lumineuse (Ainas et al., 2022).

2. La concentration de culture .

3. L’intensité lumineuse optimisant sans effet de photolyse .

On a développé et optimisé les modéles de régression de la productivité et du taux de
croissance des biomasses en fonction des variables indépendantes (concentration initiale de
biomasse, intensité de lumiére et ratio S/V de PBR) et de leur interaction afin d'obtenir les
meilleurs résultats .Dans ce cas, quelles sont : les surfaces spécifiques , les épaisseurs de PBR

et les intensités lumineuses de PBR qui permettent de minimiser cette contrainte pratique ?

Notre étude, a pour but d’optimiser par plan d’expériences ou la production réelle de
["Arthrospira platensis dans le milieu de culture Zarrouk en utilisant des différentes

photobioréacteurs
Le manuscrit est réparti en deux parties :
*Partie théorigue contenant trois chapitres :

Le premier chapitre est présenté sous forme de fiche signalétique de la spiruline :
morphologie,historique, composition biochimique, répartition géographique, toxicité ainsi que

leur position taxonomique.

Le deuxiéme chapitre est consacré aux procédés de production de biomasse algale et
les différents parametres influencant les cultures, et le troisieme chapitre représente les

différentes photobioréacteurs utilisé pour la production.
*partie pratique contenant deux chapitres :

Le premier chapitre présente I’ensemble du matériel et méthode utilisées pour la

réalisation de ce travail.



Introduction

Le deuxiéme chapitre illustre et interpréte les différents résultats obtenus au cours de
la présente étude. Et il sera alloué a une discussion générale des résultats obtenus
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CHAPITRE I : GENERALITE SUR LA SPIRULINE

I .1/Les cyanobactéries :

Apparues il y a environ 3,5 milliards d'années durant le précambrien, les
cyanobactéries sont, avec les bactéries, les étres vivants les plus anciens connus sur Terre. Il
en existe au moins 2000 especes réparties dans plus de 150 genres. Cyanobacteria, un groupe
de procaryotes photoautotrophiques, ont attiré l'attention en raison de leur potentielle
utilisation pour produire de la biomasse et éliminer les polluants de I'eau. Parmi les diverses

espéces de cyanobactéries, Arthrospira platensis.(Jiang et al., 2023)

Deux des principaux types de cyanobactéries sont appelés Arthrospira platensis et
Arthrospira maxima(Al-otaibi et al., 2021) . Les algues bleu-vert (Cyanobacteria) sont parmi
les formes de vie les plus primitives sur Terre. Leur structure cellulaire est un procaryote
simple. Ils partagent des caractéristiques avec les plantes, car ils ont la capacité d'effectuer la
photosynthése. lls partagent des caractéristiques avec des bactéries primitives parce qu'ils

n'ont pas de vrais noyau comme les cellule végétale.

Fait intéressant, ils partagent également des caractéristiques du royaume animal car ils
contiennent sur leur membrane cellulaire des sucres complexes similaires au glycogene.
Parmi les algues bleu-vert, les deux especes comestibles et toxiques s'adaptent a presque tous
les habitats les plus extrémes sur terre. Les algues bleu-vert comestibles, dont les espéces de
Nostoc, Spirulina et Aphanizomenon, ont été utiliseées comme nourriture depuis des milliers
d'années. (Usharani et al., 2012)

Les cyanobactéries sont un groupe phylogénétiguement trés ancien de micro-
organismes phototrophes procaryotiques. Leur existence dans la biosphere depuis le début de
la période précambrienne et leur grande diversité jusqu'a nos jours, temps indiquent leurs
stratégies de vie biologiquement et écologiquement efficaces extraordinaires et continues avec
des adaptations répétées rapides a diverses conditions environnementales dans différents
écosystemes. Cependant, cette situation, associée a la reproduction asexuée, rend leur

classification et leur évaluation taxonomique extrémement difficiles. Pendant longtemps, la
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classification taxonomique des cyanobactéries a été fondée (comme d'autres groupes de
micro-organismes phototrophes) uniquement sur des critéres morphologiques (et rarement
écologiques), mais la morphologie seule semble étre un outil insuffisant dans leur taxonomie
moderne. (Komarek, 2016)

I .2/La spiruline :

La spiruline (nom commercial d’Arthrospira platensis) se distingue comme une
microalgue exemplaire bleu-vert, caractérisée par son profil nutritionnel exceptionnel.
(Bumandalai et al., 2024). La spiruline est une cyanobactérie appartenant au genre
Arthrospira. Ce genre ne comprend que deux espéces tres similaires, Arthrospira maxima,
originaire du Mexique et Arthrospira platensis, originaire du Tchad (Vicat et al., 2014). La
spiruline est l'une des sources de biomasse de microalgues les plus riches, avec une teneur en
protéines allant de 60 & 70 % en fonction du stade de vie, des conditions de culture et des

méthodes mises en ceuvre pour 1'extraction, I'isolement et le séchage (Fortuin et al., 2024)

Les vertus nutritionnelles de la spiruline résultant d'une combinaison de protéines, de
vitamines notamment le Béta-carotene, la vitamine B12, mais également plusieurs autres
vitamines B, du fer et divers autres oligo-éléments. Sa teneur en protéines est élevee (double
de la viande) voire le tableau.01, car les cellules n’ont pas de paroi cellulosique. Les protéines
de la spiruline tombé contiennent touts les acides essentiels. D'autres ingrédients tels que la
phycocyanine et la vitamine E sont considérés comme des antioxydants. Si la spiruline peut
étre consommeée fraiche, elle est généralement consommée sous forme lyophilisée. Peut étre

mélangé avec de la poudre alimentaire(Deliége, 2019).
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Tableau 1: la teneur en protéine des différentes aliments (Deliége, 2019).

e

Viande 3%
Poizson 250
Soja 35%
Poudre de lait 35%
Caraales 14%
Spiruline 50— T0%

I.2.1/Historique :

Elle est présente sur terre depuis plus de trois milliards d’années, dans les lacs
alcalins d'eaux chaudes. Elle se développe naturellement dans des eaux dont le pH varie entre
8 et 11, avec un optimal d’entre 9 et 10.5. La spiruline est traditionnellement consommée des
siécles par différentes populations du globe(Dellége, 2019). Le terme cyanobactérie (cyano =
bleu) montre I’existence de la phycocyanine dans cet organisme. C’est un pigment

photosynthétique accessoire bleu(La & Ciencias, 2003).

La spiruline était a I’origine considérée comme un type d’algue. Cependant, en 1960,
une distinction claire entre procaryotes et eucaryotes a été etablie, basee sur des différences
d'organisation Cellulaire (International & La, 2008). Les procaryotes incluent les
organismes dépourvus de compartiments cellulaires, les eucaryotes incluent ceux qui ont des
organites. Les cellules procaryotes sont généralement plus petites que les cellules
eucaryotes(Whitman, 2009).

En 1962, Stanier et ses collégues ont noté que cette algue bleu-verte ne possede pas de
compartiment cellulaire et fait donc partie d'un procaryote; ils ont proposé de nommer ce
micro-organisme « Cyanobactéries (International & La, 2008).Cette nouvelle désignation
est acceptée et publié pour la premiere fois en 1974 dans le Bergey's Manual of
Déterminatives Bacteriologyin Durand-Chastel (Ali & Saleh, 2012).
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La culture de cette algue a commenceé en 1970 sur le lac Texcoco au Mexique et est
maintenant produite dans des pays du monde entier(Koure et al., 2022).

Au début des années 1970, la premiere usine de production a grande échelle de Sosa
Texcoco a été créée. Avec le début des analyses chimiques, la course a la commercialisation a
commence(Ali & Saleh, 2012).

La spiruline longtemps considérée comme une algue verte est en fait un type de cyanobactérie
décrite pour la premiere fois par Wittrock et Nordsted en 1844 sous le nom de Spirulina
platensis Nordsted (International & La, 2008).

Ses propriétés nutritionnelles sont connues depuis des siécles dans Mexique et/ou autour du
lac Tchad. Plus récemment, ses avantages ont été reconnus comme complément alimentaire
pour lutter contre la malnutrition et dans le domaine de la santé et du sport. Dans les années
1970, la FAO TI’a identifi¢ comme la source de protéines du futur. Cette situation unique a
conduit a une meilleure exploration des moyens d’améliorer sa production (Thual &

Economie, 2015).

L'Afrique reste l'un des continents avec les rendements les plus faibles malgré les
conditions de croissance favorables (Koure et al., 2022). La spiruline nommée Tecuitlatl par
les Azteques, signifie les excréments de pierre au 16eme siécle. Plus tard, en raison de
I'apparition de maladies contagieuses, de nouvelles coutumes ont été adoptées par les gens,
telles que de nouveaux aliments, des changements religieux, politiques et sociaux, et le sujet
de Tecuitlatl a pris fin. On ne savait pas jusqu'au moment ou I'nomme a commenceé a utiliser
des microalgues, mais a I'heure actuelle, ces ressources peuvent étre appelées « tendance verte
». Spiruline - « Petits gateaux faits d'une algue semblable a de la boue, qui a une saveur de
fromage, et que les indigénes ont sortis du lac pour faire du pain, ... ». Ils sont séchés en
gateaux appelés « Dihe » ou « Die ». Au 9éme siécle, sous I'Empire Kanem, seule la spiruline
avait une longue histoire au Tchad.En 1961, dans une nouvelle, The Voice of the Dolphins,
Leo Szilard postule le développement d'un complément alimentaire a base d'algues et nomme
les algues « Amruss ». Au début des années 1970, la premiéere usine de production a grande

échelle de Sosa Texcoco a été crée.

Avec le début des analyses chimiques, la course a la commercialisation a commencé (Ali &
Saleh, 2012).
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I .2.2/Répartition géographique :

La spiruline se trouvent généralement dans les régions tropicales et subtropicales et se
développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines et riches en nutriments azotés
et phosphorés. Plus communément, elle s’observe dans les eaux saumatres (Ali & Saleh,
2012). Ses propriétés thermophiles et photophiles remarquables nécessitent sa distribution

dans une zone tropicale comprise entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude sud.

Sa forte plasticité écologique lui permet d'étre trouvé naturellement également dans les
lacs alcalins d'Amérique latine(Mexique, Pérou), Sud d'Asie (Inde, Thailande) d’Afrique
(Tchad, Ethiopie, Tunisie). Cet organisme est dit ubiquiste. elle est cependant beaucoup

moins abondant en Amérique du Nord et en Europe ( figure 1)(Charpy et al., 2008).

L' aire de repartition naturellede la spiruline dans les lacs alcalins se
situe entre les paralléles: 35°S et 35°N

-

e o -

g 4 5 4 -« P )
- - . - > - - -

Figure 1:aire de répartition géographique de spiruline

Site web 1(Https2F2Fuploads2Fimage2Fimage_mapemonde_-_resized-1596366377, n.d.)
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1.2.3/Morphologie de la spiruline :

Arthrospira platensis est une microalgue photosynthétique (cyanobactérie) aquatique
(0,3 mm de long), filamenteuse, de forme hélicoidale, multicellulaire et bleu-vert constitués
de cellules juxtaposées. Le nom commun de sa biomasse commercialisée est « Spiruline »

dont la production fait de ce micro-organisme le plus cultivé au monde (Delrue et al., 2017).

Les deux espéces les plus importantes sont Spirulina maxima et Spirulina piatensis.
contient de la chlorophylle a, comme les plantes supérieures, les botanistes le classent
comme une microalgue appartenant a la classe des Cyanophyceae ; mais selon les
bactériologistes, il s'agit d'une bactérie en raison de sa structure procaryote(La & Ciencias,

2003).

»

Figure 2: forme de la spiruline (Arthrospira platensis
(Jourdan, 2006)

Cependant les Spirulines présentent différentes formes (Figure 3). On trouve des formes
spiralées classiques, ondulées et parfois droites. Cette particularité est en relation directe

avec les conditions écologiques rencontrées dans leur habitat.
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Figure 3: Différentes formes prises par la Spiruline(Charpy et al., 2008).

A = Forme spiralée (Arthrospira fusiformis) ,B= Forme ondulée (Spirulina maxima), C =
Arthrospira platensis

I .2.4/ Composition chimique de spiruline :

La spiruline contient des protéines de haute qualité et une grande quantité d' acides
aminés essentiels (leucine, tryptophane , valine , isoleucine , méthionine , phénylalanine ,
lysine et thréonine) ), ainsi qu'une grande quantité d' acides gras essentiels . en particulier
I'acide linolénique et I'acide linoléigue . En outre, il contient également plusieurs glucides tels
que le glucose, le rhamnose , le galactose , le xylose et le mannose . Les vitamines et les
pigments (p-carotene, chlorophylle-a, xanthophylles et phycocyanine)(Abdel-latif et al.,
2022).

De plus, d'autres composés bénéfiques pour la santé tels que des minéraux (par exemple Fe,

Mg), le tableau ci-dessous présente la composition biochimique de la spiruline.
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Tableau 2:composition chimique de la spiruline.

Composition

Valeure/teneur

Références

Protéine :

-La Spirulina platensis est le meilleur aliment
protéiné , dont la teneur en protéines atteint 70 %

(Zhou et al., 2018)

Glucide :

-Les teneurs en sucres et en polysaccharides d' A.
platensis sont généralement faibles, ne représentant
respectivement que 15 a 20 % du poids sec de la
biomasse et 6 a 12 % du poids sec.

(Chen et al., 2022a)

Lipide :

-Les lipides représentent environ 5% du poids de la
spiruline.Les acides gras(AG) sont répartis
également entre polyinsaturés(AGPI) et
satures,(AGS), monoinsaturés(AGMI) environ 6 %
du total.

(Bard, 2018)

Vitamine :

-La spiruline est une bonne source de vitamines,
notamment du groupe B.

Parmi celles-ci, la vitamine B12 est présente en
grande quantité (0,16 mg/100 g), ce qui fait que
certains la considérent comme une excellente
solution pour lutter contre les carences en vitamines
chez les végétariens.

(Bard, 2018)

Minéraux :

-Les minéraux et oligo-élements les plus importants
et les plus connus de la spiruline sont le fer, et le
potassium, le zinc, le phosphore, le calcium et le
magnésium.

(Urbain & Niangoran,
2019)

Les pigments :

-la spiruline est riche du pigment responsable de la
couleur des algues : la phycocyanine, qui est un
pigment d'un grand intérét biomédical.

Le seul aliment naturel dont la couleur bleue
représente plus de 15 % du poids de la spiruline.

-Cependant, cette ressource précieuse est également
une riche source d’autres composés a haute valeur
ajoutée tels que les chlorophylles, les caroténoides
et les phycobiliprotéines .

(Mg et al., 1999)

(Lardeaux et al., 2017)

(Lafarga et al., 2020)
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Le B-caroténe Le B-carotene est présent avec une teneur (Laifa, 2023)

exceptionnellement élevée ; environ 30 fois plus
élevée que celle trouvée dans une carotte. Les
principales vitamines antioxydantes contenues dans
la spiruline sont le B-caroténe, les caroténoides et la
vitamine E.

I .2.5/Taxonomie :

La spiruline (Arthrospira) appartient aux bactéries photosynthétiques oxygénées qui
couvrent les groupes Cyanobactéries et Prochlorales. 1l s'agit de cyanobactéries filamenteuses
non hétérocystes qui se trouvent généralement dans les régions tropicales et subtropicales
dans des plans d'eau chauds avec une teneur élevée en carbonate/bicarbonate, un pH élevé et
de salinité. Leurs gros filaments (3 a 12 um de diametre) sont facilement collectés par
filtration et autres moyens physiques de séparation. La spiruline a été isolée a partir d'un
échantillon d'eau douce en 1827 par Turpin(Ali & Saleh, 2012).

Arthrospira platensis, appartenant a la famille des Oscillatoriaceae, comportant des
filaments multicellulaires et héliciformes, est I'une des nombreuses espéces de cyanobacteries

commercialisées dans le monde (Chen et al., 2022a).

En effet, les espéces d’Arthrospira sont connues pour étre présentes depuis 1’existence de la

Terre, notamment A. platensis, a été identifié par Jerez-Martel et al. (2017)(Sahin, 2018)

En 1989, ces micro-organismes ont été classés en deux genres, selon une suggestion de
Gomont en 1892. Ce classement est actuellement accepté . Stanier et Van Neil (1940) ont
incorporé des algues bleu-vert dans le royaume procaryote et ont nommé ces micro-
organismes cyanobactéries, ce qui a été accepté et publié pour la premiére fois en 1974 dans

le Bergey' s Manual of Determinative Bacteriology. (Ali & Saleh, 2012)

Une identification taxonomique précise des souches pour des applications alimentaires
est essentielle. Conventionnellement, la disposition des spirales, ainsi que la taille des cellules
et des apex des trichomes ont été considérées comme les principaux attributs taxonomiques

des especes de la classification Arthrospira.(Lopez-Rodriguez et al., 2021)
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Profil taxonomique :Arthrospira SP.

Régne : Monera
Sous régne: Prokaryota
Phylum : Cyanophyta
Classe : Cyanophyceae
Ordre : Nostocales
Famille : Oscillatoriaceae
Genre : Arthrospira

Espéce : Arthrospira platensis

I .2.6/Toxicité :

Elle est non toxique et sans danger pour la consommation humaine, et sa croissance
dans des fonctions a forte alcalinité empéche la croissance de la plupart des organismes nocifs
pour I'environnement, et ce sont les raisons pour lesquelles sa culture est souhaitée dans le but
de la culture, c'est-a-dire récoltez de nombreux bienfaits nutritionnels et médicinaux. Méme si
les avantages nutritionnels, environnementaux et sociaux de la spiruline ont été rassembles
dans diverses publications, il est raisonnable de conclure que la production de spiruline est
limitée a un petit nombre de zones naturelles. En conseéquence, un nombre croissant de
scientifiques et d’experts du monde entier demandent une production plus répandue de

spiruline(AlFadhly et al., 2022) .

La spiruline est considérée comme un excellent aliment, sans toxicité et ayant des
propriétés anticancéreuses, antivirales, immunologiques et elle agit également comme un
puissant antioxydant. 1l y a eu un changement significatif dans les fonctions de la spiruline
dans des conditions de stress(Ali & Saleh, 2012).
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I .2.7/Reproduction :

La spiruline se développe de 25% chaque jour, sa quantité doublant en 4 jours. Il se reproduit
végetativement (asexuée) par simple scission, fission binaire ou multiple , bourgeonnement

ou fragmentation aléatoire (Manet, 2016).

Il 'y a trois étapes fondamentales: la fragmentation des trichomes, les processus
d'élargissement et de maturation des cellules d'hormogonie, et I'allongement du trichome.
Ensuite, ce trichome mr se divise en filaments ou en hormogonie, les cellules dans les
hormogonies sont augmentées par fission binaire, se développent en longueur et prennent leur
forme hélice (figure. 04) (Ali & Saleh, 2012).

e > THETE
-: 2?‘ = mnmcaouﬁ
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Figure 4: : Cycle de vie de la spiruline (Ali & Saleh, 2012).

I .3/Culture de la spiruline :

La production de spiruline est réalisée a plusieurs échelles artisanales (manuelles),
semi-industrielles et industrielles. Facteurs qui différencient ces modes de production
superficie totale des bassins cultives et leurs surfaces unitaires, les degrés de technologie, les
moyens et matériaux utilisés, étendue de I'objectif. Cependant, le processus de production de
spiruline passe également par les mémes étapes requises, qui seront décrites ci-dessous, sur la

base de méthodes manuelles (artisanales )(Charpy et al., 2008).
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La spiruline vit dans une eau a la fois salée et alcaline. L'eau utilisée pour le milieu de
culture doit étre de préférence potable (mais ne sentant pas fortement le chlore) ou au moins
filtrée, le plus important étant 1'élimination des algues étrangeres. L’eau de pluie provenant
des ruisseaux ou des puits est généralement de qualité convenable. Les limites admissibles de
salinité et d'alcalinité sont suffisantes mais nous visons généralement un minimum, pour des

raisons économiques(Jourdan, 2006).

En termes de culture de la spiruline, elles se reproduisent naturellement dans des lacs avec
certaines conditions : pH alcalin(9-11), température relativement élevée(34 °C), intensité
lumineuse assez élevee(Hacene et al., 2001) . Zarrouk est le milieu de culture standard
utilisé pour la cyanobactérie Arthrospira platensis. (de Castro et al., 2015).

I .3.1/Milieu naturel de la spiruline :

Le milieu utilisé était I'eau de mer (diluée au 1/5ieme avec de 1’eau distillée). Les
cultures réalisées sur ces milieux sont libres et enrichies en nitrate de sodium, bicarbonate de
sodium. Le deuxieme type est celui des engrais organiques utilises en agriculture et en

aquaculture.

Les cultures ont été realisées en flacons Erlenmeyer et en flacons Roux de 1 litre (37
°C, 3000 lux et pH de 10 et une faible agitation). D’autres supports peuvent atteindre une
croissance rapide mais par rapport aux supports synthétiques. (Hacene et al., 2001) Le milieu
de culture doit étre enrichi en nutriments, le pH doit également étre ajusté comme la
salinité(Deliége, 2019).

I .3.2/Culture artisanal :

Les fermes artisanales de Spiruline sont des systéemes d'exploitation a faible apport en
énergie. La superficie des bassins est tres variable, n'excédant pas la centaine de m2 pour une
superficie totale inférieure au 3000 m2. Les moyens pris peuvent étre rustiques, s‘appuyant

sur le bon sens et I'ingénierie(Charpy et al., 2008).
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Figure 5: A : bassin en armature en bois avec lit de cendre, B :bassin en béton, C :bassin en
parpaing reve——tus en plastique, D :bassin en bache plastique (Charpy et al., 2008).

I .3.3/Culture industrielle :

Le systéeme industriel de culture de la Spiruline est identique au systtme manuel, mais
il existe des différences dans I'ordre des investissements, la modernisation des équipements la
superficie des bassins de culture, les produits obtenus. La plupart utilisent des systemes de

contréle informatique automatique.

La culture s'effectue dans de grands bassins, généralement rectangulaires, a
espacement moyen, couverts pendant la saison froide pour conserver la chaleur pendant la
saison ou bénéficiant d'un ciel ouvert pendant la saison chaude avec une ombre partielle pour
contréler la saison. Brassée par une roue a aubes de 6 m de long pour une superficie de 2 000
meétres carrés (Ralijaona & Guy, n.d.). Elle se cultive dans des bassins artificiels, en
exploitation industrielle notamment aux USA, en Inde, en exploit artisanal notamment dans

les pays en développement (Sénégal, Burkina Faso Jou méme familiale(Deliége, 2019).
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I.4/Domaine d’application :

Aquaculture :

La valeur nutritionnelle de la spiruline a fait I'objet d'une évaluation approfondie pour
son potentiel en tant que complément a I'alimentation animale et humaine .la spiruline est une
source de protéines bonne et peu codteuse. Il posséde également des capacités de stimulation
immunitaire, ce qui peut réduire le codt et le risque liés a l'utilisation de medicaments en
aquaculture gréce aux caractéristiques de ses nutriments, la spiruline peut permettre aux
organismes aquacoles d'étre résilients aux facteurs de stress environnementaux et aux
maladies. En tant que complément alimentaire, il a été démontré qu'il exerce des effets
positifs sur la croissance, la reproduction, la composition des carcasses, les réponses
immunitaires et la résistance aux maladies de diverses espéces de poissons(Mamun et al.,
2023).

Nutritionel :

La Spiruline Arthrospita platensis est I’'une des microalgues les plus remarquables,
qui constitue une excellente source de minéraux, de vitamines et d’acides aminés . Jusqu’a
présent, la spiruline était incorporée dans les produits pour augmenter les propriétés
nutritionnelles et physiques des aliments. Par exemple, Spiruline peut améliorer l'activité
biologique nutritionnelle du yaourt en favorisant la prolifération des bactéries lactiques.Wang
et al., 2023) .

Comparé a d'autres aliments, la spiruline présente une valeur nutritionnelle extraordinaire,
cependant, la composition biochimique de la spiruline dépend fortement des conditions de
croissance et des methodes utilisées pour la récolte et le séchage. Par conséquent, la spiruline
a recu le label de «super-aliments» par 1’Organisation mondiale de la sant¢ (WHO)(Shao et
al., 2019).

Thérapeutique :

La spiruline est la microalgue la plus consommée, qui a été largement utilisée
comme aliment sain humain il y a des siecles; et elle est actuellement produite
commercialement comme nourriture saine et des additifs valorisés dans une entreprise

extrémement rentable.
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En plus de sa valeur nutritionnelle élevée, la spiruline présente de nombreuses activités
biologiques telles que antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antimicrobiennes,

antidiabétiques & obésité et anti-toxicité (Shao et al., 2019).

spiruline

effet
thérapeutique

réduire
réduire le sucre effet I'hypertension et

sanguin anticancéreux antimicrobien cholestérole dans
le sang

Figure 6: Une explication diagramatique de la valeur thérapeutique conférée par 1’algues
spiruline.

Diagrame
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CHAPITRE II :Optimisation de la production de biomasse

II.1./ Les principaux facteurs influengant la croissance et la
productivité

La croissance de spiruline comme le reste des microorganisme, elle dépond de facteur
environnementale tel que I’éclairage, le pH du milieu, la température d’incubation et
I’agitation qui assure une bonne homogénéisation du milieu et assure une bonne 1’exposition

du microalgue a la lumiére .

II.1.1 La lumieére :

2 -1

L'intensité lumineuse idéale pour cultiver la spiruline est de 200 pmol m™ © -s ~
l'intensité €levée de la lumiere favorise une croissance accéléré permettre d’y’arrivé a des
taux de développement spécifique maximal (Umax), mais la faible intensité de la luminosité
produit une biomasse riche en pigments et en proteines. Les cultures d'algues extérieures sont
soumises a deux cycles lumineux et sombres différents. Le réegime physiologique imposé par
les cycles lumineux régit I'ajustement ou l'acclimations des cellules dalgues dans les
environnements extérieurs. L'augmentation de la densité cellulaire dans le milieu de culture
entraine une augmentation de I'auto-ombre et une baisse du taux de croissance de la spiruline .
Une étude a démontré qu'en augmentant l'intensité de la lumiere, la production de biomasse
augmente également, ce qui prouve que I'Intensité lumineuse et la fabrication de biomasses

sont directement proportionnelles(Devi et al., 2024).

Ttandis que l'intensité lumineuse élevée convient a la production de caroténoides. Certaine
étude a révelé que l'intensité lumineuse utilisée pour cultiver la culture de S. platensis dépend
du type de pigments qui veulent produire en grande quantité dans la biomasse pour la

demande industrielle(Kusumaningtyas et al., 2023).

Il .1.2 Agitation :

L'aération et l'agitation sont deux parameétres cruciaux dans la croissance de la
spiruline ; la culture doit étre agitée pour homogénéiser et évité une distribution hétérogene

de I'éclairage dans toute la culture de la spiruline (Devi et al., 2024).
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L'agitation des cultures d'algues présente les avantages de la répartition uniforme du
CO2 et de la prévention de la stratification thermique. De nombreux dispositifs d'agitation ont
été rapportés, allant des pédales a moteur, des pompes, du débit de gravité, des systemes de
lumiere d'air et de I' agitation manuelle . Dubey a constaté que, I'aération, qui pourrait étre
obtenue par des rotateurs, et qui fournit I'agitation des cellules en croissance pour maintenir
les cellules dans la suspension, a été décrit comme tres nécessaire dans I'obtention d'une

bonne qualité et de meilleurs rendements(Usharani et al., 2012).
Il .1.3/Température :

La plupart des microalgues peuvent s’adapter a une large gamme de températures
envies et de fluctuations lumineuses, mais la réponse du processus photosynthétique peut
varier dans une gamme d’échelles de temps de quelques secondes a quelques minutes, voire
des heures et des jours . Malgré leur capacit¢ a s’adapter aux changements de leur
environnement grace a un certain nombre de mécanismes de régulation de la photosyntheése et
de I’acclimation, les microalgues possédent un intervalle de température optimale ce qui
devrait étre recherché a priori. Ceci est essentiel pour promouvoir I'utilisation efficace de la
lumiere et la bio-fixation du CO2, et par conséquent atteindre des productivites élevées de la

biomasse(Assung, 2020).

La spiruline pousse a des températures comprises entre 20 et 37 C, bien que la
température idéale pour la culture de la spiruline se situe entre 29 C 35 °C (Devi et al.,
2024). Au-dessus, c'est trop chaud (43°C peut étre mortel). En dessous, la vitesse de
multiplication baisse avec la température. A 20°C la croissance est pratiquement stoppée. La
température du milieu de culture doit donc se situer entre ces deux températures(Jourdan,
2006).

Les changements dans les conditions atmosphériques tels que les changements de
température, d’humidité et de pression sont les facteurs fondamentaux qui déterminent la
productivité et la qualité de la biomasse. Le milieu de culture de spiruline peut résister a des
températures allant jusqu'a 35 °C et le processus de blanchiment du milieu de culture produit,
visible a I'eeil nu, mais ne peut pas résister a des températures inférieures a 20 °C. Pour éviter

la contamination(Devi et al., 2024).
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II.1.4/ le pH du milieu :

La spiruline est un organisme ubiquiste, Cette algue classée parmi les halotolérant et
halcalin , pousse favorablement dans un milieu de salinité comprise entre 22 et 60 g/L. Elle
est aussi un alcalinophile qui apprécie un pH basique assez élevé, entre 8,5 et 10,5. Le pH
optimal est autour de 9,5(Christian et al., 2023).

Le niveau de pH du milieu de spiruline doit étre supérieur a 9, des sels de carbonate sont
ajoutés a la culture pour augmenter le niveau de dioxyde de carbone dans I'atmosphere. Une
culture saine doit avoir un pH compris entre 9 et 11 (pH alcalin), le pH a un impact direct sur
la croissance des algues et la production de pigments. Lorsque la croissance est affectée, cela
affectera directement la composition nutritive de la culture, ce qui peut diminuer la
concentration de protéines dans la culture. Une diminution des protéines affecte la fonction
anti-oxydante de la culture (Athiyappan et al., 2024).

I .2/Contrdle de la contamination de la souche :

Les polluants biologiques deviennent un obstacle important dans la culture de masse,
principalement dans les systemes ouverts comme les étangs de course, mais méme les PBR

fermés peuvent souffrir de la contamination.

Les bactéries, le zooplancton, les algues (dangereuses) et les virus sont les principaux
polluants biologiques susceptibles de restreindre la croissance des algues et d'empécher le

processus industriel (Novoveska et al., 2023).

La qualité du produit a été assurée grace a des contr6les du milieu de culture et au
respect des régles d’hygiéne durant les différentes manipulations (récolte, post-récolte et
conditionnement).Des analyses physiques, chimiques et microbiologiques sont aussi

effectuées réguliérement a chaque saison.

* contréle du milieu de culture : Les parameétres a contrdler sont la couleur, I’odeur et
la concentration du milieu ainsi que les valeurs de la T°C, de la Salinité et du
pH(International & La, 2008).

*Le contrdle de la température : est un paramétre opérationnel important dans les
performances du PBR; il influence grandement le taux de croissance des microalgues .

22



Chapitre II : Optimisation de la production de biomasse

L'efficacité de la photosynthése dépend d'un équilibre entre la lumiere et la température
(Assung, 2020) .

*Control de pH :Un systeme efficace de contrdle du pH est également important dans
la perforation du PBR car le pH en dehors de la plage optimale peut avoir un impact grave
sur plusieurs composants des cellules de microalgues impliqués dans I’absorption du dioxyde
de carbone et/ou d’autres nutriments importants (par exemple le fer), compromettant ainsi la

santé de la culture dans son ensemble(Assung, 2020).

IT .3/La photosynthese :

Prés de la moitié de la photosynthése sur Terre est réalisée par des organismes
aquatiques, mais elle ne represente pourtant que 1 % de la biomasse totale. Ces micro-
organismes, les microalgues, forment le phytoplancton et sont a l'origine de 90 % de la
production primaire aquatique(Clement-larosiere et al., 2014).

S. platensis est riche en pigments photosynthétiques, y compris les chlorophylles, les
caroténoides et la phycocyanine. La chlorophylle et les caroténoides sont des pigments
naturels présents dans tous les organismes photosynthétiques, tandis que la C- phycocyanine

ne se trouve que dans les algues bleu-vert(Kusumaningtyas et al., 2023).

La photosynthése est le processus par lequel les microalgues transforment 1’énergie
lumineuse en énergie chimique et fixent le carbone inorganique dissous (CID). Il en résulte la
synthése de matiere organique et la production d’oxygéne. Ainsi I'activité photosynthétique

est la fixation du CO2 et la production d’O2 via les mécanismes de la photosynthése.

Il est composé de deux phases chimiquement indépendantes et liées par des intermédiaires

et une régulation enzymatique commune(Clement-larosiére et al., 2014).

La chlorophylle absorbe I'énergie du soleil pour la photosynthése. S. platensis a deux
formes de chlorophylle, a savoir : la chlorophylle a (Chl a) et la chlorophylle b (Chl b). Chl a
est le principal pigment photosynthétique présent dans tous les organismes

photosynthétiques qui jouent un réle fondamental dans la collecte de la lumiére, tandis que
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Chl b participe en tant que pigment accessoire dans photosynthése qui joue un réle de
transfert de lumiére vers le centre de réaction photosynthétique (photosystéme I). En plus
de la chlorophylle b, il existe plusieurs autres pigments accessoires chez S. platensis, a savoir
les caroténoides et la phycocyanine. Les caroténoides sont responsables de |'extinction de la
lumiére et protégent les cellules contre les dommages photo-oxydatifs (adaptation au stress

lumineux)(Kusumaningtyas et al., 2023).

Le processus photosynthétique dans son ensemble peut étre décrit par I’équation suivante :

nco+2nH,0 + lumiére . —— (CH;0),+ H,0+ 0O,

IT .4./LLe mode batch :

Ce mode de culture est simple a mettre en oeuvre et permet d’étudier la vitesse de
croissance des microalgues. En mode de culture batch, tous les éléments nécessaires pour la
culture (lumiére, nutriments,...) sont apportés une seule fois et en début de culture. Au fil du
temps, la population de microalgues va s’accroitre jusqu’al’épuisement d’un ou de plusieurs
facteurs de culture (en général les nutriments). La croissance des microalgues enmode batch

est décrite par une courbe bien définie .
Cette courbe comprend quatre phases :

a. La phase de latence (1) : c’est la phase d’adaptation des microorganismes a leur milieu de
culture. Cette phase qui varie en fonction de la nature du microorganisme et de la nature du

milieu est généralementcourte.

b. La phase de croissance exponentielle (2) : dans cette phase, la vitesse de croissance est

maximale et constante.

c. La phase stationnaire (3) : la population de microorganismes devient constante (la

quantité de cellules qui se reproduisent est égale a la quantité de cellules qui meurent).

d. La phase de décroissance (4) : c’est la phase de mortalité, les cellules meurent a un

rythme exponentiel (perte irréversible de lacapacité a se reproduire). Dans ces conditions de
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culture défavorable, certaines espéces rentrent en dormance cellulaire et reprennent leur

croissance avec un nouvelenvironnement adéquat(Florent, 2017).

In(biomasse)

Temps

Figure 7: : Les phases de croissance des microorganismes (Lucchetti, 2015).
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CHAPITRE II : Procédés de production de biomasse algale

IT. 1./ La production de biomasse algale :

La sélection d'une souche robuste et la mise en place d'un photobioréacteur sont
essentielles pour la production de microalgues. Il est important de choisir une souche capable
de se développer dans différentes conditions environnementales. De plus, le photobioréacteur
doit étre concu de maniére a fournir des conditions optimales de croissance et de production
pour la souche sélectionnée. Il est également crucial de pouvoir ajuster le systeme de
production en fonction des changements environnementaux. Les paramétres qui influencent la
production de microalgues, tels que le pH, la température et la disponibilité de la lumiere,
doivent étre controlés de maniére adéquate. Bien que cela puisse étre facile en laboratoire,
cela devient un défi complexe a grande échelle et en extérieur. Par conséquent, garantir des
conditions optimales de production de microalgues a grande échelle nécessite une attention

particuliére a ces aspects clés(Lafarga et al., 2020).

Les systemes de culture de microalgues et cyanobactéries en photo-autotrophie peuvent étre
globalement classés en deux grandes catégories selon leur contact ou non avec

I’environnement extérieur :

Il.1.1/Systeme ouverts :

Ils sont simples, bien connus et ont été principalement utilisés pour la production
industrielle de microalgues au cours des derniéres décennies. Les systémes ouverts sont plus
faciles a construire et a exploiter et sont moins chers que les réacteurs fermeés. Ces systemes
consomment le moins d’énergie et sont faciles a nettoyer. Souvent utilisés par les marshals, ils
sont réputés pour leur maturité technologique et pour leur capacité a évoluer facilement et

avec succes. On les retrouve en quatre types :
* Lacs et lagunes naturels ;

*Les grands étangs peu profonds ne se mélangent pas et sont souvent utilisés pour cultiver

Dunaliella salina ou la culture de la Spiruline.
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* Pot cylindrique rond avec centre de mélange, utilisé pour la chlorelle en Asie.

* Réservoirs mixtes avec roues a aubes, principalement utilisés pour la culture de la

spiruline(Laifa, 2023).

Figure 8: Photographies des systemes ouverts dans le monde : (a) bassin pour Chlorella a
Taiwan. (b) Raceways a Spiruline en California, USA. (c) bassins naturels de 200 ha de
Dunaliella Salina en Australie 29. (d) & (e) Systeme de cascade en couche mince de 60L
(Laifa, 2023).

Les bassins de cultures font en général 15 a 50 cm de profondeur, la suspension des
cellules est assurée par le mixage et la circulation de 1’eau, qui sont assurés par divers moyens
selon le type de bassin, a savoir des pales en rotation pour les raceways, un bras rotatif pour

les bassins circulaires et un systeme de pompe pour les bassins inclinés(Mata et al., 2010).

La culture en systemes ouverts est souvent réalisée dans des environnements trés
sélectifs tels que les environnements hypersalins et hyperalcalins pour limiter naturellement la
contamination. Ces systéemes donnent un rendement moyen allant de 0,4 a 0,8 g/L de
biomasse(Chentir, 2018).
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Figure 9: Culture en bassin(Chentir, 2018).

I.1.2/Systemes clos (photobioréacteurs) :

Un bioréacteur, également appelé fermenteur ou surgénérateur, est un dispositif dans
lequel des micro-organismes ( bactéries, microalgues....) sont cultivés pour produire de la
biomasse. Dans cet espace, le substrat pour la culture est contr6lé (Urbain & Niangoran,
2019).et un systeme fermé au sein du quel s'effectue a la présence de lumiére. On peut
distinguer deux types principaux selon la source lumineuse : le le photobioréacteur (PBR)
avec éclairage solaire et le PBR avec lumiére artificielle. Le PBR solaire est utilisé pour la
fabrication bénéficiant ainsi des ressources solaires pour établir une production industrielle a
grande échelle. Le PBR avec éclairage artificiel est utilisé pour des applications a petite

échelle(Samhat, 2023).
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Les photoréacteurs différent fondamentalement des bioréacteurs classiques par un
autre facteur : la lumiere. 1l existe de nombreuses geométries différentes de photobioréacteurs,

dont la plupart sont a geométrie plane et a géométrie tubulaire.Urbain & Niangoran, 2019).

L’avantage majeur des PBR fermés soit leur capacité a empécher le contact de la culture de

microalgues avec I'atmospheére, le risque de pollution ne peut étre exclu(Prokop et al., 2015).

Le milieu de culture circule par une pompe ou par un mécanisme de barbotage. Il existe trois
principaux types de photobioréacteurs : les plagues tubulaires ou les colonnes
verticales(Chentir, 2018).

IM.1.2.1/Les photobioréacteurs tubulaires :

Le PBR tubulaire, ou la biomasse algale est pompée a travers des tubes transparents.
Ces tubes peuvent étre étroits et serrés, ce qui reduit la longueur du trajet de la lumiere et
augmente l'apport volumeétrique de photons. Lorsque le substrat n'est pas limitatif,
l'augmentation de I'apport volumétrique de photons permet des cultures plus denses, ce qui
fait des PBR tubulaires un bon choix pour les cultures & haute densité et les applications ou la

déshydratation est un codt important(J. Liu et al., 2023).

La fonction de base d'un PBR tubulaire correctement concu est de fournir un
environnement contrdlé afin d'obtenir une croissance et/ou une formation de produit optimale
avec la souche de microalgue particuliére utilisée. Un photobioréacteur peut étre considéré
comme un systeme a quatre phases composeé d'un solide (cellules), d'un milieu de croissance

liquide, d'une phase gazeuse et d'un rayonnement lumineux superpose (Prokop et al., 2015).

Pour cultiver la spiruline, la géométrie tubulaire est préférable. En effet, cela facilite le
déplacement des microalgues a la frontiére, évitant ainsi leur destruction(Urbain &
Niangoran, 2019).

Types de photobioréacteurs tubulaires :

1/Photobioréacteurs Serpentine :

Les PBR serpentins sont le plus ancien systeme fermé testé . Ils se composent de tubes

droits reliés par des coudes en U pour former une boucle plate (le photostage) qui peut étre
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disposée verticalement ou horizontalement L'échange gazeux et I'ajout de nutriments ont
normalement lieu dans un récipient séparé et la circulation de la culture (a des débits compris

entre 20 et 30 cm s—1) est réalisée par une pompe ou un pont aérien. (Prokop et al., 2015).

~ | - E

Figure 10: Photobioréacteur a serpentin tubulaire vertical développe par le Département de
génie chimique de I'Université d'Almeria (Espagne) (Prokop et al., 2015).

2/Photobioréacteurs a collecteur :

Dans les collecteurs PBR, une série de tubes paralléles est reliée aux extrémités par
deux mani-plis, I'un pour la distribution et I'autre pour la collecte de la suspension de culture.
Les principaux avantages de ces systémes par rapport aux PBR en boucle serpentine sont la
réduction des pertes de charge et des concentrations d'oxygeéne plus faibles (en raison de la
distance d'écoulement de la suspension entre I'entrée du tube et le dégazeur), deux facteurs qui

facilitent la mise a I'échelle a la taille industrielle(Prokop et al., 2015).
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Figure 11: Photobioréacteurs a collecteur tubulaire installés chez Roquette Klotze& Co. KG
(Allemagne) (Prokop et al., 2015).

3/ Photobioréacteurs hélicoidaux :

Les PBR hélicoidaux sont constitués de tubes flexibles de petit diamétre enroulés
autour d'une structure de support verticale (Figure 11). Ce modele a été utilisé dans les années

1950 pour cultiver la Chlorella et a ensuite été adopté par Setlik et ses collaborateurs (1967) et

Juttner(1982)(Prokop et al., 2015).
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IIl.1.2.2/Les photo- bioréacteurs a plaques plates :

La configuration conventionnelle du PBR a plaque plate (FP-PBR) est utilisée depuis
le début des années 1950 et convient parfaitement aux opérations intérieures et extérieures.
FP-PBR se présente comme une conception compacte et robuste, caractérisée par une forme
cubique — avec deux larges surfaces planes ou feuilles, superposées et allant de quelques mm
a 70 mm, et eclairées des deux cotés. Cette conception de FP vise a tirer le meilleur parti de la
récolte de la lumiere via des collecteurs solaires et a réduire la dégradation de la lumiére le
long du trajet de la lumiere, en particulier dans les cultures a haute densité; notez que le trajet
lumineux ne peut pas étre augmenté indéfiniment en raison de I’ombrage des cellules, qui

contribue a diminuer 1’activité photosynthétique(Assung, 2020).

Type of Photobioreactor
Flat-plate Tubular (horzontal ) Caolurmn (vertical)

Figure 12: : Configurations des PBR fermes classiques utilisés pour la culture de microalgues
- 1) plaque plate ; ii) tubulaire (horizontal) ; et colonne (verticale) : iii) cuve agitée ; et
colonnes aérees — iv) types a bulles et v) a transport aérien (Assung, 2020).

I11.1.2. 3/ les photo- bioréacteurs a colonnes annulaires :

Les PBR de colonne sont des tubes verticaux de diamétres et de hauteurs variables.
Les PBR de colonne sont relativement simples a fabriquer, faciles a utiliser et sont considerés
comme rentables. Cependant, le volume par colonne est limité. Ils sont généralement faits de
matériaux en plastique transparent rigide, bien que le verre soit parfois appliqué. Les sacs en
plastique verticaux peuvent étre considérés comme un type de PBR de colonne. Le diameétre
est restreint par la longueur du chemin de la lumiére et peut varier de quelques cm jusqu’a 30
cm ou plus, ou 20 cm a été recommandé comme diametre maximum. La hauteur des colonnes
est principalement limitée par I’accumulation de pression dans la colonne, et la hauteur

maximale est de 3 a 4 m. Colonne PBR a un rapport d’espace volume-sol favorable. La
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colonne PBR peut étre difficile a nettoyer mais est considérée comme facile a

stériliser (Novoveska et al., 2023) .

Le critere de conception le plus important pour les PBR est de maximiser le rapport
surface-volume de 1’éclairage; par conséquent, 1’épaisseur de la culture doit étre trés mince.
Au fil de sans, les scientifiques ont introduit un concept de conception cylindrique pour un
PBR induit et diffusé capable de récolter le rayonnement solaire et de distribuer la lumiére

symétriquement a I’intérieur du bioréacteur(Touloupakis et al., 2022).

IIl.1.2.4/Photobioréacteur a cuve agités :

Le type PBR a cuve agitée est un bioréacteur commercial a cuve agitée, généralement
fabriqué en acier, en verre ou en verre organique ; il est souvent utilisé dans I'industrie, pour
produire des produits chimiques fins ou des produits pharmaceutiques .Ce systéeme est
particulierement adapté a la croissance hétérotrophe de microalgues, en utilisant des sources
de carbone organique appropriées. La précision et l'exactitude du contréle de chaque
parameétre de fonctionnement, ainsi que la minimisation de la contamination par stérilisation
thermique sont en effet les principaux avantages offerts par de tels appareils. En utilisant des
arrangements transparents aux parois, ils peuvent étre utilisés pour la culture phototrophe ;
mais aussi pour les modes photomixotrophes et photohétérotrophes, a condition de prévoir
une source de lumiere externe (par exemple une lampe fluorescente, une LED ou méme la

lumiere du soleil) (Assuncdo&Malcata, 2020).
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CHAPITRE IV: MATERIELS ET METHODES

IV.1/MATERIELS :

IV.1.1/Matériel biologique :

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est le microalgue de genre Arthrospira
platensis. Communément appelée (la spiruline) en provenant du sud de 1’ Algérie connue sous
le nom spiruline BEHATAM (Boileau Etienne,Hiri Abdelkader, Tamanrasset). La souche a
été entretenue au niveau du laboratoire de biotechnologies en environnementales et de Génie
proceédés (BIOGEP) de I’Ecole Nationale polytechnique d’Alger.

IV.1.2/ Matériels non biologique :

IV.1.2.1/ Appareillages :
* Luxmetre

* Agitateur

* Spectrophotométre

* Bain- marie

* pompe air

* PH métre

* Balance

* Réfrigérateur

* Autoclave

IV.1.2.2/Verrerie et petits materiels :

* Béchers (50 ml,1000 ml)
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* Spatule, pissette

* Pipettes graduées

* Erlenmeyer (1000 ml)

* Tubes a essais

* Flacons

* Micropipette

IV.1.3/Milieu de culture :

Le milieu de Zarrouk, mis au point en 1966 a été utilise comme milieu standard pour
la production de spiruline pendant de nombreuses années. Ce milieu nécessite I'utilisation de
produits chimiques colteux et de quantités élevées de bicarbonate de sodium, ce qui n'est pas
avantageux pour une production a grande échelle. C'est pourquoi, au cours des dernieres
décennies, plusieurs groupes de recherche ont développé des milieux de croissance pour la
spiruline en utilisant des sources de nutriments facilement disponibles et moins cheres, y

compris des engrais commerciaux(Lafarga et al., 2021) .

Nous avons utilisé le milieu Zarrouk , milieu de référence pour la culture de genre

Arthrospira dente les composants de milieu Zarrouk sont présentes dans le tableau suivante :

Tableau 3: Composition de milieu de culture Zarrouk (Albicance, 2015) .

Composante Quantité (en g/l de solution aqueuse)
NaHCOs 16,8

K2HPO4 0,5

NaNO3 2,5

K2SOq4 1

NaCl 1

MgSO4,7 H20 1 0,2

CaCl; 0,04

FeSO4,7 H20 0,01

EDTA 0,08
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Tableau 4: Composition de la solution A5 (Trinh & Nguyen, 2020).

Quantité en mg/L
NH4 VO3 22.9
K2Cr2(S04)4, 24H,0 96.0
NiSO4, 7TH20 47.8
Na2wo4, 2 H20 17.9
Ti2(S04)3 40.0
CO(NO3)2, 6H20 44.0

Tableau 5 : Composition de la solution B6 (Trinh & Nguyen, 2020).

Quantité en mg/L
H3BOs 2.86
MnCl2, 4 H20 1.81
ZnS0O4 , 7 H20 0.22
CuS0O4 , 5 H20 0.08
MoO3 0.015
V.2l METHODES :

L'étude expérimentale, qui a duré 3 mois, a été realisée dans un laboratoire scientifique
ou plusieurs cultures d'A. platensis ont été cultivées dans différentes conditions, dans le but
d'étudier les effets des produits chimiques et des facteurs physiques qui affectent le processus

de croissance globale des cultures ainsi que la qualité de la biomasse obtenue.

IV.2.1/Préparation de milieu culture de la spiruline :

La préparation du milieu de culture a requis une solution de sels minéraux et d’eau. Ce
liquide fournit a la spiruline toutes les substances chimiques nutritives dont elle a besoin. Ce

sont des environnements trés minéralisés contenant du carbonate de sodium (Na2CO3) ou du
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bicarbonate de sodium (NaHCO3), une source d'azote fixée et d'autres minéraux. Afin de
répondre aux besoins de la spiruline et de garantir sa croissance en milieu contrélé, la formule
de base utilisée est celle utilisée dans SPIRUSUD, basée sur celle-ci et
modifiée(RAMILAVONJY RAMIANDRISOA et al., 2023).

IV.2.2/Préparation de I’inoculum :

Avant le démarrage du ce travail, on doit préparer une préculture de 3 jours .Cette
préculture est essentielle pour deux raisons : permettre a la spiruline de s'adapter

progressivement au nouveau milieu de culture et garantir une bonne adaptation.

Unification de I'dge de toutes les souches présentes dans I'inoculum, puis remodelage de la
spiruline afin d'obtenir des cultures en la phase exponentielle prétes a étre cultivées.

- La filtration est la premiere étape, qui implique de filtrer le flacon contenant la souche de

I'Arthrospira ne laissent pas passer les cyanobacteries.

- Le flacon est conservé dans des conditions idéales pour la croissance et I'opération se fait le
soir pour permettre a la spiruline de s'habituer delicatement a son nouvel environnement tout

au long de la nuit.

- On compléte le volume de la culture par milieu Zarrouk. Apres, nous avons suivi I’évolution

de la biomasse pendant 7 jours en mesurant la densité optique chaque jour.

-Ce flacon servira d'inoculum a travers lequel les différents photo-bioréacteurs seront

ensemences.

IV .2.3/Procédés expérimentaux d’optimisation de la culture :

Dans cette étude, la méthode de surface de réponse RSM a été sélectionnée, ce qui en
fait une méthode efficace pour améliorer un systeme multi-variable. La technique de
modélisation statistique empirique appelée RSM est employée pour analyser la régression
multiple en se basant sur des données quantitatives provenant d'expériences bien élaborées
(Rao et al., 2000) .

L'expérience statistique a été concue en utilisant la conception composite centrale
(CCD) et la RSM afin d'analyser les effets des trois variables indépendantes sur les fonctions
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de réponse et de déterminer les conditions optimales pour maximiser la productivité et le taux
de croissance des cultures en batch. Pour optimiser, Il est nécessaire d'analyser la réponse des
combinaisons statistiques élaborées en estimant les coefficients et en fixant les données

expérimentales lors de la procédure d'optimisation.

La concentration initiale de biomasse(X1), l'intensité lumineuse(X2) et I'épaisseur de
PBR(X3) sont les trois variables indépendantes sélectionnées dans cette étude. La productivité
et le taux de croissance sont des variables dépendantes (ou fonctions objectifs).Le tableau 6
présente les plages et les niveaux des variables indépendantes.

Tableau 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 0.35 0.7 1.05
biomasse (g/l)
Intensité lumineuse (umols*m?) | X2 X2 7500 15000 22500
Rapport S/V (m™) X3 X3 20 34.782 57.142

En développant I'équation de régression, la relation entre les valeurs codées et les valeurs

réelles est décrite selon I'équation (IV.1):

e A %A |

AXi

(Molina et al., 2001)

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
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Et A Xjvaleur de changement de pas entre le niveau bas (-1) et le niveau élevé (+1) .
Les niveaux des variables et la conception expérimentale sont présentées dans le

tableau .....Alors que 1’équation polynomiale quadratique établie pour corréler la relation

entre les variables indépendantes et les réponses est estimée selon :
Y=ﬁ“ + Zle PiXi+ Zle BiiXi? +Z§:} f:z L BTXGX +& L. V.2

(Sforza, Gris, et al., 2014) .

Avec :

Y, réponse prédite,

Xi et X]j, variables d'entrée,

B0, terme d'interception,

Bi, coefficient d'effet linéaire,

Bii coefficient d'effet carré,

Bij est le coefficient d'effet d'interaction
Et € est une erreur aléatoire.

On a employé l'analyse de variance (ANOVA) pour étudier les données et obtenir
I'interaction entre les variables indépendantes et la variable dépendante (réponse). L'ANOVA
est une méthode statistique qui compare les moyens des groupes de traitement entre eux, en
prenant en compte I'importance des contributions a la variation globale des données(Rao et
al., 2000).

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

IV.2.4/Démarrage de la culture :
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D'aprés I'inoculum initial, on a effectué quinze cultures d'A.platensis en mode batch
pour étudier I'impact de trois parameétres : 1’épaisseur de réacteur (cm), l'intensité lumineuse

(lux) et la concentration (g/l).

En réalisant les 15 expériences selon la matrice de plan d’expérience présenté dans le tableau

suivant :

Tableau 7: Plan d’expériences

Std Run Facteur 1 Facteur? Facteur3

A :Epaisseur B :Intensité C:Concentration

(cm) lumineuse( lux) | (g/l)
2 1 13 7500 0.7
15 2 10 15000 0.7
4 3 13 22500 0.7
8 4 13 15000 1.05
6 5 13 15000 0.35
14 6 10 15000 0.7
7 7 7 15000 1.05
1 8 7 7500 0.7
3 9 7 22500 0.7
13 10 10 15000 0.7
5 11 7 15000 0.35
11 12 10 7500 1.05
9 13 10 7500 0.35
10 14 10 22500 0.35
12 15 10 22500 0.35
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IV.2.5/Surveillance de la culture :

Pour mener a bien la culture de la spiruline, le suivi organoleptique n’est pas a
négliger. Ce suivi permet de suivre la couleur et I’odeur du milieu de culture. L’observation
microscopique permet d’identifier la forme de la spiruline comme : anormalement longue,
petite taille, cassée et enroulée et de détecter la présence d’un microorganisme. Un milieu de
culture en bonne santé est de couleur vert(RAMILAVONJY RAMIANDRISOA et al.,
2023).

IV.3/Mesures de la croissance :

1V.3.1/Estimation du poids sec :

Cette technique repose sur une dessiccation a 80 °C pendant 24h d’un papier filtre de
type Whatman GF/C, 47 mm de diamétre comprenant 25mL d’une culture de spiruline. Le

poids sec de la microalgue est determiné par soustraction (Doumandji et al., 2011).

Pour la détermination du poids sec, un échantillon de 100 ml du bassin a été filtré a
travers un filtre a nitrate de cellulose (8,0 Tam) et lave avec un volume égal d'eau acidifié (pH
4,0) pour Libére les fondations d'algues de minéraux insolubles. Avant filtration, le filtre a été
séché dans un quatre pendant 24 heures a 80°C, puis placé dans un dessiccateur. Le poids du
filtre a été déterminé apres qu'il ait atteint la tempeérature ambiante. Les résidus d'algues sur le
filtre ont été déshydratés dans une étuve pendant 24 heures a 80°C et, apres avoir eté refroidis

dans un dessiccateur, pesé(Vonshak et al., 1982a).

IV .3.2/Mesure de cinétique de croissance :

Chaque jour, on a prélevé un échantillon de 4 ml d'une culture d'Arthrospira platensis
pour chaque culture étudiée. Des mesures de densiteé optique sont effectuées pour suivre la

croissance de la souche.

La spectrophotométrie est une technique d’analyse qualitative et quantitative de
substances absorbant un rayonnement électromagnétique. Elle consiste a mesurer I'absorbance
ou la densité optique (DO) d'une substance chimique donnée, généralement en solution. La
relation entre l'atténuation de la lumiere, les propriétés optiques du milieu qu'elle traverse et

I'épaisseur traversée est donnée par la loi de Beer-Lambert (Florent, 2017).
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La Concentration de la biomasse Consiste en une lecture d’absorbance a 618 nm par

spectrophotométrie ( UV -1600 PC spectrophotométre ) d’une culture de spiruline.

Longueur d'onde A fixée

o Lumiére
I'utilisat . =
par I..IIIISE eur incidente de As=log(la/ly)
: longueur Lumiére :
Source de ¥ d'onde A transmise L
lumiére Dispositif lo lt Mesure

—_—
——> monochromateur ——) de |

polychro-
matique

Figure 13: Principe de mesure de la densité optique (Florent, 2017)

IV .3.3/ Estimation du taux de croissance spécifique (L) :

Les inducteurs de croissance de S. platensis, ont été évalués en utilisant 1’équation qui
Exprime le taux de croissance globale, souvent utilisé dans les modéles de croissance est le

taux de croissance spécifique de la croissance des algues .

Il est calculé par I’équation :

_ (InXf- InX0)
U = e e e e V.3
(tf -t0)

Avec : Xf = la concentration en biomasse a la fin de croissance (g.L-1).
Xo = la concentration initiale de biomasse au début de la phase de croissance (g.L-1) .
(to- t1) = le temps de croissance (Lucchetti, 2015).

IV .3.4/ la Productivité cellulaire (Pv) :

La productivité volumique un parametre cinétique qui permet d’estimé la vitesse de

production de biomasse de notre conception expérimentale le calcule de productivité (Pv) est
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un outil de qui permet de comparer les dispositifs expérimentales de production de culture a

selon Ogbonna et al. est calculée comme suivent :

ou: Xi = concentration initiale (mg/L).
Xm = maximale de la concentration des cellules maternelles (mg / L).

tm = temps de cultivation lié a la plus grande concentration de cellules (jour)(Fadel &
Kamil, 2012).

IV.4/Les Analyses biochimiques de la spiruline :

En analysant la composition en pigments photosynthétiques et en protéines, il est
possible d'évaluer la qualité de la biomasse collectée lors de chaque essai effectué pendant

cette étude.

IV.4.1/Détermination des teneurs en chlorophylles :

Pour déterminer la chlorophylle a et b et les caroténoides totaux, nous avons utilisé
une méthode modifiée de wellburn. En bref, 1ml de culture d’algues a été centrifugé a

12000xg pendant 5min.les surnageants ont été éliminés et 1ml de méthanol a été ajouté aux

pastilles et incubé a 60°C pendant 50min dans un bain-marie. Les lysats ont été clarifiés par

centrifugation a 10000x g pendant 3min. Pour la chlorophylle a, la chlorophylle b et les

caroténoides, I'absorbance de la solution pigmentaire extraite a été obtenue a 665 nm, 649 nm
et 470 nm, respectivement. les concentrations de pigments photosynthétiques ont été calculées

par I'équation mathématique précédemment décrite par Wang Q, et al 2020.

(138954, . —6.B8 4_,. =1}

Chl,(mg/L) = R V.5
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(2496 A, —7.32 4, 15V,
cmb(”l—g]= e e e, V.6

_ {1000 Ay — 205 Cp—112.8 0 :lxlir':
Ccm'ﬂranmid (Inﬂf’!‘) T o eeeeeeeiiecaeen IV7

245 %V,

V1 et V2: volumes de suspension et de dernier surnageant d'A. platensis échantillonnés,
respectivement.

A665, A649 et A470 sont les absorbances du surnageant a 665, 649 et 470 nm,
respectivement.

Chla, Chlb et caroténoide indiquent respectivement la concentration de chlorophylle a, de
chlorophylle b et de caroténoide (Q. Wang et al., 2020).

IV .4.2/Détermination des teneurs en glucides :

Les teneurs en glucides solubles des microalgues ont été estimées a la fin de la période
de culture par la méthode UV-acide sulfurique. Les cellules d’algues centrifugées ont été
mises en suspension dans 2ml d’cau distillée et maintenues dans un bain-marie bouillant
pendant 2h pour extraire les sucres solubles. Le surnageant clair (0.5ml) aprés centrifugation
(4800g,15min) a été mélangé avec de 1’acide sulfurique concentrique (1.5ml)(Vonshak,
1997). L’absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 540 nm par rapport a un blanc

approprié et le glucose a été utilisé comme étalon(Cakmak & Marschner, 1992).

IV .4.3/Détermination des teneurs en lipides :

La teneur en lipide des algues a été mesurée par la méthode sulfo-phospho-vanilline.
Les cellules d’algues ont été collectées par centrifugation (4800g,15min) et remises en

suspension dans un volume connu d’eau distillée. Une aliquote de chaque échantillon d’algues
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(100iL) a été mélangée avec I’acide sulfurique concentrique (2ml), puis placé dans un bain-

marie bouillant pendant 10min . Apres refroidissement, 5ml de réactif phosphovanilline ont
été ajoutés (0.6g de vanilline dissous dans 10 ml d’éthanol absolu et complétés a 100 ml avec
I’eau distillée , puis 400 ml d’acide phosphorique concentrique), et le mélange a été conservé
dans une bain d’eau a 37°C pendant 15min .L’absorbance a été mesurée par
spectrophotométrie a 530nm par rapport & un blanc approprié. L’huile de tournesol a été

utilisee comme standard(Chong & Ahmad, 2023).

IV .4.4/Détermination des teneurs en protéines :

La quantification des protéines de contenu cellulaires a été déterminer par la méthode
de Bradford [24], les concentrations en protéines mesuré a 595 nm en utilisant une courbe
standard d'albumine sérique bovine tracée. Pour I'extraction des lipides cellulaires de Cultures
d'A. platensis (Bradford, 1976).La fraction protéique de microalgue a été obtenue a par 5ml
d’une suspension de culture centrifugeuse réfrigérante (5000 r/min pendant 30 min, 4Ce), et le
surnageant recueilli a été utilisé pour les processus ultérieurs de détermination des protéines.
L'extrait collecté a été traité avec 5 ml de reactif de Bradford. L'absorbance a été mesurée a

595 nm apres avoir mélange I'échantillon(Mohammed et al., 2023).

Surnageant : Protéines et
solution de lyse

Culot : débris cellulaire et

‘ cellules non lysées

Figure 14: : Contenu du Tube lors de I'extraction des protéines de la spiruline. (Labidi &
Bejaoui, 2023)
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Tableau 8: Avantages et inconvénients de la méthode de Bradford (Labidi & Bejaoui, 2023).

Avantages Inconvénients

-Rapide et fiable. - La courbe étalon a une linéarité assez
courte, il faut donc diluer les solutions de trop

- Sensible (entre 0,2 et 20 pg) protéines. grande concentration.

- Résiste a la plupart des interférences. - Le pH et les détergents peuvent interférer

- Compatible avec la plupart des sels, sur les resultats.

solvants, tampons, thiols, substances - Linéaire sur un intervalle étroit,
réductrices et agents de chélation desmétaux. typiquement de 2 pg/ml & 120 pg/ml, ce qui
rend nécessaire des dilutions préliminaires de

I'échantillon tissulaire avant analyse.

- Les acides aminés, les peptideset les
protéines de bas poids moléculaire (<3000

Da) ne sont pas détectes par cette méthode.

IV .4.5/Détermination des teneurs en phycocyanine:

Le culot, laissé de coté aprés I'extraction compléte de la chlorophylle et des
caroténoides, a été suspendu dans la méme quantité d'eau distillée ou dans un tampon
phosphate, a été suspendu dans la méme quantité d'eau distillée ou dans un tampon phosphate
(pH 7.0) et broyé a I'aide d'un sonicateur pour briser les cellules (courant de 200 mA pendant
5 a 10 minutes) a I'état réfrigéré. L'échantillon a été stocké pendant une nuit a 40°C afin
d'éliminer les pigments membranaires et le surnageant coloré a été utilisé pour l'analyse

phytochimique.

Le surnageant coloré a été utilisé pour les phycobiliprotéines et centrifugé a 10000g pendant

10 minutes a 4°C afin d'éliminer les pigments membranaires et les phycobiliprotéines. Le
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surnageant coloré a été utiliseé pour I'estimation des phycobiliprotéines. La quantité de PE
(phycoérythrine), de PC (phycocyanine) et d'AP (allophycocyanine) dans la fraction
surnageant est calculée a partir de la mesure des densités optiques a 620 a 566, 620 et 650
nm en utilisant I'équation ci-dessous. Ces équations ont été établies en utilisant les équations
simultanées de Bennett et Bogorad et les coefficients d'extinction (Chakdar & Pabbi, 2016).

Détermination des teneurs en EPS et hydrate de carbone cellulaire :

Un aliquot du milieu de culture a été centrifugé (6000 xg, 20 min) et le supernatant
résultant a été filtré a travers un papier filtre Whatman No. 2. L'EPS dans le supernatant filtré
a été précipité avec 3 volumes de 95 % (v/v) d'éthanol glacé pendant 12 heures a 4 <C. L’ EPS
précipité a été récupéré par centrifugation (10 000 xg, 15 min) et le supernatant a été rejeté.

Le total des glucides des EPS a été déterminé en sucres réduits analysés par la

méthode de I'acide phénol_sulfurique a 360 nm (Purification, 2022).
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CHAPITRE V : Résultats et discussions

V.1./ Spiruline vue au microscope :

L’Observation microscopique de Spiruline a été réalisé au niveau de laboratoire de
microbiologie a ’examen direct a 1’ état frais au microscope optique sur un échantillon
provenant d'une culture de spiruline en phase exponentielle. La spiruline apparaitre sous
forme filament droit relaché de couleur bleu-vert et, cette forme droite est obtenues au

condition in vitro est du au condition d’éclairage de lumiere blanche sans rayonnement UV .

Figure 15: (a.b.c.) Observation microscopique de la Spiruline a 1’état frais a,b,c
(Grossissement x400)

La figure (15 .a) il apparait que la spiruline se présente sous forme de filaments

bleu vert .
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Dans les figures (15.b.c) tres rarement, que des spirulines présentent des
déformations, ou une boursouflure, ou alors des excrétions jaunes a une
extrémité ou sur un cote des filaments, faisant penser a un éclatement de la paroi
avec épanchement du contenu des cellules (spirulines dites "étripées™). Dans la
pratique, ces anomalies disparaissent d'elles-mémes au bout de quelques jours de

marche dans des conditions normales.

V.2./ Mesure de croissance :

Pour étudier la croissance de la spiruline est suivien on utilise une simple lecture de la
densité optique (DO) avec = 618nm, etla détermination de pois sec de biomasse est calculé
par la courbe étalon qui fait la relation directe entre la densité des culture (DO) et le poids
secde biomasse sous forme d'une fonction linéaire (DO = f (PS)) (figure V.2). le calcule de

poids sec est obtenu par calcule I’equation suivante :

DO=1.148PS+0.085 , R? =0.967

DO=f (poids sec)

2
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Poids sec (ps)

Figure 16: : Courbe d’étalonnage mettent en valeur la Do en fonction du poids sec.
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V.3./ Cinétique de développement de la spiruline :

Dans les conditions mentionnées précédemment, la souche de spiruline étudiee a été
cultivée dans un milieu non renouvelé en photobioréacteur cylindrique. Au cours de notre

étude, nous avons surveillé la croissance de la souche du 26 février au 25 mai 2024.

On a étudié les cinétiques de croissance sur trois PBR de différentes épaisseurs. On
les représente en poids sec en fonction du temps (voir figure 16), a partir de laquelle on
évalue les paramétres cinétiques de croissance tels que la productivité volumique et le taux de

croissance maximale spécifique ().

Globalement, les courbes relatives au poids sec et a la concentration de la biomasse
présentent une tendance similaire. Effectivement, la croissance de la biomasse suit la loi
classique de la croissance des microorganismes en culture discontinue <«batch>>, une étape

essentielle dans cette étude, définie par les différentes phases .

Les cinétiques de croissance obtenues pour les trois PBR sont similaires, comprenant
une phase de latence, une phase de croissance exponentielle et une phase stationnaire.
Toutefois, la période de chaque étape varie d'une expérience a une autre en fonction des

conditions culturelles.

Il est évident qu'il existe une courte période de latence soit 2 a 3 jours maximum qui
correspond au temps nécessaire pour s'adapter aux conditions du milieu. Elle est due au fait
que les microalgues passent lors de leur inoculation d’un milieu concentré (préculture) a un

milieu dilué (photobioréacteur).

La phase de latence est suivie de la phase d'accélération, ou I'on observe des divisions
successives pendant lesquelles le taux de croissance spécifique augmente pour atteindre son
maximum pendant la phase exponentielle de croissance, qui dure entre 6 et 9 jours en fonction

des conditions opératoires utilisées a la fin de chaque expérience.

A partir du 9eme jour survient une stabilité du poids de la biomasse ce qui correspond
a la phase stationnaire d’une durée de 2 - 3 jours pendant laquelle la population de spiruline
atteint sa valeur maximale. Elle représente un équilibre entre le gain des cellules qui se diviser
et celles qui commencent a se lysées a cause des conditions difficiles du milieu Venshak

Avigar 2004.
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Figure 17: Cinétique de croissance de la spiruline au sein d’un PBR de Rapport ( S/V =57 m-

1)
Rapport s/v 34 m?
3,5
3
C 2.,5
o 2 “~
c = - ~
o=
= 2
S0 15
c £
o =
@2 1
S &
o 05
0
1 2 3 4 5 6 6 8 9 10 11
Temps (j)
e FXN1(0  ss—Fxp]12 Expl3 Expld ess=fxp? es—=fyxpb e———fixpl5

Figure 18: Cinétique de croissance de la spiruline au sein d’un PBR de rapport( S/V = 34 m-1)

51




ChapitreV : Resultats et discussion
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Figure 19: Cinétique de croissance de la spiruline au sein d’un PBR de rapport(S/V=20m-1)

D'aprés ces expériences menges, il est possible de conclure que les conditions imposées aux
cultures ont un impact direct sur la croissance des microalgues et que les conditions optimales
sont celles qui sont le résultat d'une biomasse élevée en un temps relativement court.

V.4./0Optimisation de la production de biomasse :

Dans cette étude expérimentale, 15 expériences ont été effectuées en utilisant des
parameétres fixes pour toutes ces expériences. La conception et le développement de photo-
bioréacteur pour une production maximale d’algues sont donc trés importants(Singh &
Sharma, 2012).

La croissance de la biomasse dans un PBR est un processus complexe, qui résulte
d'effets multiples tels que la capture photosynthétique de la lumiére, I'atténuation de la
lumiere de la suspension et I'nydrodynamique du réacteur. En cas de conditions
nutritionnelles non limitantes, la lumiere est le facteur le plus important pour la croissance

autotrophe. L'atténuation de la lumiere pourrait fortement influencer la productivité de la
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biomasse photosynthétique, généralement est du a plusieurs paramétres du milieu tel que la

surface spécifique de PBR, la densité des culture et 1’éclairage (Sforza, Enzo, et al., 2014).

Dans notre étude, nous avons utilisées le photo-bioréacteur cylindrique .Nous
rappelons que le diamétre de PBR cylindrique a une relation directe avec sa surface

spécifique :

SIV=2r (2) H/m(2) R*H .o V.8

NTA 6?71 ) J N V.9
Ou
H : Hauteur de culture dans PBR
D : diamétre du PBR

R :rayon de PBR (Environnement & Hydrogene, 2018)

V .4.1./ Méthode d'optimisation en plan d expérience :

Les résultats expérimentaux complets pour la génération de biomasse par trois facteurs
et la conception a trois niveaux de I'expérience factorielle sont présente dans le tableau(9)
Trois répétition le tour, le point central (0, 0, 0) a été reproduit trois fois et obtention de

mémes résultats, démontrant la reproductibilité des données.

L'utilisation de la méthode de réponse en surface (RSM) fournit une relation empirique
entre les variables indépendantes et la fonction de réponse. Les termes du modele ont été
évalués a l'aide de la valeur de probabilité P, avec un niveau de confiance de 95 %. Les
segments de contour ont été obtenus sur la base des effets de trois facteurs (intensité

lumineuse, concentration initiale de l'inoculum et rapports surface/volume) a trois niveaux

53



ChapitreV : Resultats et discussion

différents. Le coefficient de détermination (R2) a été utilisé pour exprimer la qualité de
I'ajustement du modéle polynomial aprés I'analyse des données par ANOVA.

V.4.1.1 Ajustement de I'équation polynomiale d’ordre 2. Analyse de
variance (ANOVA)

Une relation empirique entre les résultats expérimentaux a été établie et exprimée par
une équation polynomiale du second ordre avec des termes interactifs. Sur la base des
résultats de la conception expérimentale (tableau 9), les équations de régression suivantes
présentent et décriront la productivité et le taux de croissance a l'aide des variables codées
obtenues :

Equation de PC=9.95-2.75 A + 1.69 B + 1.03 C -0.52 AB —0.97 AC -0.32 BC + 3.33 A~
1.42 B2+ 0.95 C?

Les tableaux 10et 11 présentent l'analyse de la variance (ANOVA) des parametres de
régression du modele quadratique de la surface de réponse predite pour la productivité et le

taux de croissance.

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée pour examiner la signification de la
composition des équations polynomiales du second ordre par rapport aux données
experimentales. Les résultats de l'analyse de variance (ANOVA) pour le modele de
régression sont présentés dans le tableau 10. La valeur F test Obtenue par I'analyse de 4.13
montre que le modeéle est peu significatif, avec une valeur p=0.06 > 0.05 . La signification
statistique de chaque variable est mesurée par sa valeur p < 0.5 %. Les faibles valeurs de p
indiquent une signification statistique élevée des variables composant le modele (J.-Z. Liu et
al., 2003).
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Les valeurs de p inférieures a 0,05 sont considérées comme significatives dans cette
prospection. Selon le résultat de 'ANOVA du modeéle de taux de phycocyanine (tableau 10) ,
la valeur de Frest, qui est de 1.51, a un impact non significatif sur la réponse avec une valeur
de probabilité p 0.339.

La grande fiabilité est démontrée dans I'estimation de la productivité volumique et du taux de
phycocyanine , selon les résultats statistiques du modéle quadratique (R?>= 0,88 et R*= 0,73
respectivement). Un coefficient R? élevé indique que le modéle en quadrature s’adapte bien

aux données expérimentales.
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Tableau 9: : Résultat de conception expérimentale pour I'optimisation de la production
de biomasse et phycocyanine

Std Run S/V Intensité | Concentration(g/l) | PC%

lumineuse

m_l

(Lux)
2 1 20 7500 0.7 4,62598425
15 2 34.782 15000 0.7 6,45097261
4 3 20 22500 0.7 8,65422787
8 4 20 15000 1.05 13,2275132
6 5 20 15000 0.35 16,7913732
14 6 34.782 15000 0.7 12,5393701
7 7 57.142 15000 1.05 9,72440945
1 8 57.142 7500 0.7 10,9591923
3 9 57.142 22500 0.7 13,6817983
13 10 34.782 15000 0.7 10,322
5 11 57.142 15000 0.35 17,1662125
11 12 34.782 7500 1.05 9,621
9 13 34.782 7500 0.35 14,321
10 14 34.782 | 22500 0.35 15,86
12 15 34.782 | 22500 0.35 17,1850394

Tableau 10 : Analyse de variance (ANOVA) pour le modele de taux de phycocyanine.

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

variation Liberté Carrée

Modeéle 9 155.28 17.25 151 0.3390

(Régression

)
Résidus 5 57.18 11.44 _ _
Total 14 212.46 — —
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R?=0.7609, R? Adj = 0.2464

L'aptitude du modele a fournir une approximation appropriée du systéme réel est en
outre étayée par des parametres de diagnostic tels que la corrélation de la valeur prédite avec
les valeurs réelles et les courbes de probabilité normales des résidus étudiés. Ces courbes sont

utilisées pour évaluer l'adéquation d'un modéle.

Les figures 20 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.
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Figure 20: Courbes de régression linéaires relatives aux modéles. (a) productivité, (b) taux de
phycocyanine .

V.4.1.2. Modelisation RSM. Effet des variables indépendantes sur la
réponse :

De nombreux graphiques sont disponibles pour exprimer I'équation du modele empirique
de maniere compréhensible. Cette restauration s'effectue principalement de deux maniéres

différentes dans le cadre de plan d'expérience destinés a étudier les surfaces de réponse.

> Les courbes de réponse de surface représentent la surface de régression dérivée d'un
graphique dans un espace tridimensionnel,

» Les courbes d'iso-réponse représentent une projection horizontale de la réponse de
surface. Leur apparence est celle de courbes de niveau prévues sur une carte
topographique. Une courbe d'iso-réponse est le résultat de la découpe de la surface de

réponse le long d'un plan horizontal.
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C'est difficile a exploré avec les méthodes traditionnelles pour d’observer 1’effet combiné de
trois variables, peut étre par étudié par la méthode surface de réponse RSM, I'effet combiné de

trois parametres (variables) peut étre prédit.

L'efficacité des variables de test peut étre prédite a lI'aide de la surface des courbes de réponse,
et le type d'interaction entre les variables peut étre déterminé & l'aide des courbes d'iso-
réponse (Mu et al., 2009).

Les courbes iso-sensibles peuvent afficher des variations de réponse basées sur seulement
deux facteurs a la fois, les facteurs restants étant maintenus a une valeur constante.

Les courbes d'iso-réponses associées aux modeles de productivité volumétrique et de taux de
phycocyanine sont représentees par les figures (21,22), qui dépendent de la concentration
initiale de I'inoculum, de I'intensité de la luminescence et du S/V (trait de luminescence
PBR).

A/ Productivité volumétrique

La figure (21) montre la courbe iso réponse de la productivité volumétrique Pv en
fonction de la concentration de l'inoculum, de l'intensité lumineuse et des rapports S/V
déterminés par I'équation (9). En genéral, une courbe d'iso-réponse peut étre utilisée pour
déterminer le type d'interactions entre les variables, cependant une elliptique indique que les
interactions entre les variables correspondantes sont significatives, mais un contour circulaire
de la surface de réponse indique que l'interaction entre les variables n'est pas négligeable
(Chaumont, 1988) , (Muralidhar et al., 2001) .

A partir du graphique iso-réponse (figure 21.b) , on peut observer que la variation de

productivité (Pv) en fonction l'intensité lumineuse et le rapport S/V est proportionnelle.

A une intensité lumineuse (22500lux), Pv augmente Iégérement avec l'intensité lumineuse
croissante, la plupart des valeurs de Py restant au-dessous de 0.211 g/ L/ j. A noter que
les valeurs de Pv les plus élevées ont été observées pour une intensité lumineuse de

22500lux et de rapport S/V de 57.142 m™,
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La figure (21) révéle 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 S/V de ration. Dans la Figure ( 21 (b)) les tracés de
contour sont de nature circulaire, ce qui impliqgue que les effets interactifs ne sont pas
négligeables. Ceci a été confirmé par les résultats d'/ANOVA dans Table V.2 dans lesquels la

valeur p <0.05 pour X2X3 était de 0,0374, donc son effet était significatif au modele.

En utilisant Modde.6, la valeur predicte de Pv maximal est de 0,255 g/L a été donnée

pour I= 22500 lux et papport S./V de 57.142 m™*. Pour tester la validité du maximum prédit,
les expériences ont été réalisées en double dans des conditions optimales déterminées, 22500
lux et 57.142 m, ce qui a donné une productivité de valeur 0.2513 g/ L/J trés proche de Py
prédictive (théorique) de 0,255 g/L/j, ce la confirmant ainsi les estimations fournies par le
logiciel Modde.6.

Les taux de croissance et la productivité de la biomasse se sont révélés 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
productivité en fonction de I'intensité lumineuse et le rapport S/V (figure2l (al,a2)) la
productivité de la biomasse se sont révélés dependants des variations des deux facteurs
appliqués. En effet, I’augmentation du rapport S/V et de I’intensité lumineuse permet une

nette amélioration de la productivité volumétrique.
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Figure 21: Courbes d’iso-réponses de productivité. (a) X3 = Constante, (b) X1=0 et (c) X2=0

L'existence d'une telle réponse linéaire peut étre interprétée par la probabilité élevée
d'exposition des cellules a une intensité de lumiére optimale de croissance . Ont indiqué que
lorsqu'on utilise une densité de population optimale, il est possible dapprocher des valeurs
théoriques substantielles de productivité photosynthétique et ce, par combinaison d'un trajet
lumineux S/V court et un taux d'agitation vigoureux(Qiang et al., 1998).

Lorsqu’on fixe la valeur de S/V et on fait varier 'intensité lumineuse et la concentration
de Il'inoculum (figure 21 b1,b2), on observe une interaction négative entre l'intensité et la
concentration de l’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
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interpréte cet effet par le métabolisme cellulaire qui est oriente de photosynthése vers
I'nétérotrophie et la respiration cellulaire, lorsque la lumiére devient limitant ,on note une
interaction négative entre Xo et S/V. La meilleure valeur de Pv est d’environ 0,15 g/L/]
obtenue sur le PBR de rapport S/V égal a 57.142 m™ et une culture moins dense (0.35g/L).
Ces effets négatifs peuvent étre expliqués par une mauvaise pénétration de la lumiére dans les

profondeurs du PBR ou le phénomeéne de photo-limitation (Richmond, 2004).

B/ Taux de phycocyanine :

La variation de la réponse taux de phycocyanine (PC) sous l'effet de trois facteurs est
donnée dans la figure(22). Pour des valeurs de S/V allant de 20 a 57.142 m™ et d'intensité
lumineuse variant de 7500 a 22500 lux, on observe une augmentation nette du taux de
phycocyanine (Figure 22.a1,a2) avec une valeur maximale de 0,12% j™* obtenue a 22500 lux
et 57.142 m1.

Le taux de phycocyanine est, en régle générale, plus sensible aux variations de Il'intensité

lumineuse et au rapport S/V.

A une intensité lumineuse fixe (figure 22 b1, b2), on constate que la production de biomasse
et le taux de phycocyanine augmentent crescendo avec le rapport S/V, atteignant un
maximum de 0.25 J-1J*. Ceci concorde avec les résultats de (Qiang et al., 1998) .Qui
trouvent un optimum sur un PBR de rapport S/V élevé ( chemin optique étroit) et une
intensité lumineuse de 10000-15000 lux. Au-dela de cette limite, lI'augmentation de
I'intensité lumineuse n'entraine aucune modification du taux de croissance, suggérant que

le point de saturation de la photosynthése est atteint.
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Figure 22: Courbes d’iso-réponses du taux de phycocyanine . (a) X3 = Constante, (b) X1=0,
(c) X2=0

La croissance photo-auto-trophique de biomasse des algues dépend principalement de
I’efficacité de conversion de 1’énergie lumineuse. Ce comportement suggere donc que, a une
intensité lumineuse relativement élevée (22500 lux ), la croissance cellulaire est accélérée par
la production rapide d'ATP et de NADPH photosynthétique. En revanche, lorsque la
concentration de biomasse atteint 2.7500 mg/L, la croissance cesse probablement en raison de
la photo-saturation de la culture (Vonshak et al., 2000)(Chojnacka & Noworyta, 2004).
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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 g/L et que la plupart des cellules étaient ombrées de la lumiere par les cellules
voisines(Vonshak et al., 1982b). De méme Reicnehr et costa (2006) ont constatés que de
faibles concentrations de biomasse (0,350 g / L) et de taux de renouvellement élevés (50% v /
V) entrainaient un taux de phycocyanine PC =18%) et une productivité élevée (Pv =0. 253 mg
/ L/ jour ). Ces valeurs sont deux a 50% fois plus élevées que celles obtenues en simple
culture dense (Reichert et al., 2006).

Le tableau (11) fournit une comparaison de productivités obtenus sur différentes
cultures de Spiruline ainsi que d'autre especes ou plusieurs paramétrée ont été utilisés 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 systéeme est

positionné parmi les autres (voire le tableau (12).
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Tableau 12: Comparaison des productions de biomasse.

Microorganisme Méthode | Parameétres Optimisation Référence
Conditions
A. platensis Box- Source of nitrogen | Pv:95mg/L/ J  avec | Eliane Dalva
Behnk Sources(KNO3,ure l'urée um: 0.82 Godoy
en a Temperature, Danesi 2011;
I: 5000 Ix [18]
Light intensity
Temperature: 30°C
Oocystis sp. NaNO3 (750 m gll, Bala Kiran, 2016
NaNO3(mg/l) , K2HPO4: 0 mgll, [19]
RSM K2HPO4(mg/l), Temperature 30°C
Temperature (°C), Lipide Pv: 7.0 mg/L/d),
biomasse Pv 47.8
mg/L/d) ,
[lipid] : (109.5 mg/L),
Haematococcus RSM Sodium  nitrate  g/l, | Ybiomass : 0.51g/I R.  Sarada2002
luvial inoculums volume, [NaNO3] : 1.06 g/I, [20]
light intensity(I) CO2/ 1.54%,
inoculums volume
:24.94%, 1 : 2.420 Ix
A platensis RSM Temperature, Pv:34mg /I/ day Luciane Maria
Colla,[21]
nitrogen regimes pmax : 0.0735/ day
carbon dioxide, temperature : 30°C
A platensis RMS Zarrouk medium % E.M. Radmann

Blend concentration,

Renewel rate

2 Pv:0046gl-1
jourl
3 umax: 0,138 jour-1

Zarrouk medium %Of
20% (VIVv) ,
Concentration de
mélange de 0,40 g /
L

Taux de renouvellement
compris entre 40 et
60%

(2007) [22]
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Arthrospira platensis

RMS

Box-
Behnk
en

Inoculums (Xo)

Intensite lemuneuse
(10) et leppaisseur
de PBR(S/V)

I: 22500 lux
SIV :57.142

Biomasse Pv : de 0,251 g
IL1j

PC: 18.5%

Present travail

V.4 .2/Composition biochimique de la biomasse de spiruline produite

Obijectif de cette étape est de Vérifier la qualité de la composition biochimique de la

biomasse produite durant I’optimisation, six composant sont choisie pour ¢tudies [’effet de

I(intensité lumineuse sur les teneur en biomolécules primaires (protéines, glucides et lipides)

et en pigments photosynthétiques (chlorophylles phycocyanine ), dont les caractéristiques

biochimiques sont des indicateurs importants de la qualit¢ de biomasse de spiruline et d’

évaluer la réponse d'A. platensis exposé a la lumiére.

Dans cette étape en ’a fixé les condition de croissance optimale obtenus de plan d’expérience

tel que la surface spécifique 57,142 m-1 , la densité de I’inoculum de départ de 0.35 g/Let en

fait varie I’intensité lumineuse dans la gamme de 7500-22500 lux.

Les résultats obtenus sont présente dans les figures suivantes :

70
60 — —
50 ———71 —
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20 +
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protéine
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Figure 23: Effet de lintensité lumineuse sur 1” accumulation des lipide , et de protéines chez la

spiruline .
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Les résultats montrent que le taux de lipide et de protéines ont la méme tendance que
la productivité de la biomasse, il sont proportionnel avec I’élévation de I’intensité de la
lumiére, cela reflet que les lipides et les protéines sont accumulés avec la biomasse
concéderés comme des métabolites primaires. 1l y a eu une réduction remarquée des glucides
et accompagnées d'une augmentation de I'accumulation de lipides et des protéines . Ces
changements dans les niveaux des macromoléculaires signifient les réponses adaptatives de
la spiruline au condition d’éclairage intense 22500 lux dans le photobioréacteur plus mince
de (PBR). La diminution de glucides et les algues impliquent une réorientation de 1’énergie

et des ressources pour évite les effets nocifs de photolyse.
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Figure 24: I’effet de lintensité lumineuse sur le taux de phycocyanine et chlorophyle a

Dans la méthodologie qu’on a procédé, pour voir I’effet de la lumiére sur la bioaccumulation
des pigments photosynthétiques de photosysteme-Il comme un pigment de base qui intervient
dans la photosynthése (Chll-a, Chll-b et phycocyanine ) durant les conditions normales de
croissance, dans les conditions d’éclairage intence (22500lux), ces pigments sont grandement

affecte, dont I’objectif est de noter des fluctuations dans ces pigments de base.

Les résultats montre une augmentation des taux de chlorophylle a 15000lux puis diminue a
forte intensité¢ 22500 lux. A l'inverse de la phycocyanine qui montre une élévation avec

I’intensité de la lumiére.
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On peut interpréter la réduction de la teneur en chlorophylle de Spiruline , comme une
réponse adaptative contre I'élévation de I'intensité lumineuse dans la culture, on renduisant le
taux de chlorophylle pour éviter I'excés d'énergie lumineux véhiculé vers le centre de réaction
de photosystéeme 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 photosystéme Il méme si

la radiation ne dépasse pas les seuils de saturation (Richmond, 2004) .

Les phycocyanine remplissent deux roles clés dans les plantes et les algues : ils
absorbent [’énergie lumineuse pour [’utiliser dans la photosynthése et protégent la
chlorophylle des dommages causés par la lumiére. En plus les teneurs en phycocyanine d'A.
platensis représentent une sources potentielles d’antioxydants durant le stress au diminuait

freqguemment avec la diminution des protéines (Chen et al., 2022b). (Yabuta et al., 2010).

Les cyanobactéries produisent davantage de protéine phycocyanine qui récolte la
lumiere dans la zone de rouge et davantage de protéine phycoérythrine dans la lumiere verte.
Le facteur le plus important influencant la capacité de complexe (phycobilisomes) des
cyanobactéries a capter une lumiere est I’intensité lumineuse. L'impact de l'intensité
lumineuse sur la concentration en PBP a été detecté dans plusieurs organisations. D'apres
Lorimier et al. (1992) a constaté chez Agmenellum quadruplicatum PR-6 une variation de 1.8-
fois du rapport plus éleve de phycocyanine /phycoérythrine (PC: APC) au cours de la
croissance sous différente intensité lumineuse de 20 uE par rapport a 1260 puE (Chakdar &
Pabbi, 2016) (de Lorimier et al., 1992) .

La biosynthése des phycobiliprotéines et leur expression sont aussi influence par les
composés du milieu comme I’azote, le soufre et le fer peuvent également affecter les genes
qui codent pour ces protéines. Les cellules épuisées en azote, soufre, et fer ne contiennent que

la moitié du complément normal des membranes thylakoides(Sherman & Sherman, 1983).

Cepondent pour les glucides cellulaires et exo polysaccharide montre une accumulation
différentielle, contrairement avec les protéine et les lipides, les teneurs en glucide dans la
biomasse montre une diminution il sont inversement proportionnel avec I’intensité lumineuse.
La diminution de glucides et les algues impliquent une réorientation de 1’énergie et des

ressources pour evité les effets nocifs de photolyse.
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Pour les SPSS , montre le méme comportant que les chlorophylles , avec une teneur
maximale de 25% a 15000 lux.

Dans les conditions optimisés ( S /Vde 57.142 m™? | inoculum de X0 de 0.35g/ de poids sec ,
éclairage de 22500 lux obtenu des teneurs des biomolécules ( protéine >60% ; les lipide au
pres de 15%, les chlorophyle a 0.37% et phycocyanine 18% et les hydrate de carbone
intracellulaire et EPS de 23% et 10% respectivement ces résultats montrent que la qualité
biochimique de biomasse produite de spiruline est acceptable.

(Composition de la spiruline : les nutriments phares - Performe )
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Figure 25 :Teneur de I’hydrate de carbone cellulaire et EPS
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4 Conclusion générale :

Spirulina platensis est I'une des plus importantes Cyanobactéries multicellulaires bleu-
vert en raison de ses pigments chlorophylle (vert) et phycocyanine (bleu). Il posséde la
capacité d'effectuer la photosynthése et peut se développer aussi bien dans I'eau de mer qu'en
eau douce.En raison de ses riches pigments, il a été decrit comme une plante ; d'autre part, il
est également classé comme un membre du royaume des bactéries en raison de certaines de

ses propriétés biochimiques(Yucetepe et al., 2018).

Au cours de ce travail on a utilisé une micro-algue obtenue a partir de cyanobactéries
du genre Arthrospira, qu’on a cultivé dans un photobioréacteur de forme cylindrique afin
d’optimiser la production par plan d’expérience ,en jouant sur trois facteurs du milieu tel que

I’intensité lumineuse, le diamétre de photo-bioréacteur et la densité de la culture.
En effet, d’apreés les résultats obtenues :

L'intensité lumineuse a un impact positif sur la productivité de la biomasse
microalgale. Plus la lumiere augmente, plus la croissance est élevée, jusqu'a atteindre un seuil

limite de 22500 lux ou la saturation est atteinte.

Selon les résultats, I'augmentation de la surface spécifique entrainera inévitablement
une diminution des épaisseurs des cultures. Le rapport S/V optimal est celui qui favorise une
diffusion optimale de la lumiere (une surface eclairée élevée). Le rapport S/V du photo-

bioréacteur est de 57 m™1.

L'intensité et la concentration de I'inoculum interagissent de maniere négative. Dans
les cultures a densité plus élevée, on peut expliquer la baisse de productivité par I'effet tres
significatif de l'auto-ombrage .Lorsque la lumiére devient limitante, on observe une
interaction négative entre X0 et S/V. Environ 0,15 g/L/j est la valeur optimale de Pv obtenue

sur le PBR avec un rapport S/V de 57,142 m-1 et une culture moins dense (0,35 g/L).

On a montreé par la suite que les conditions optimales (S/V de 57,142 m-1, inoculum
de X0 de 0,35g/poids sec, éclairage de 22500 lux) ont permis d'obtenir des concentrations de
biomolécules telles que des protéines>60% , des lipides >09 , des chlorophylles 0.37% des

phycocyanines 18% , ainsi que des hydrates de carbone intracellulaires et EPS 23% et 10 %
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respectivement. Ces résultats témoignent de la bonne qualité biochimique de la biomasse
produite de la spiruline.

Perspective :

e Optimisation des systéemes d'éclairage et faire I’application a grande échelle a
la lumiere du soleil.

e Utilisation de photobioréacteurs pour cultiver des micro-algues dans des
environnements clos artificiels ou industriels, permettant une transformation
biologique de la matiere.

e Limitation des colts de production a grande échelle en utilisant de I’eau de mer
et les engrais chimiques a la place de milieu zarrouk, des systémes de culture
efficaces et des approches de bioraffinerie

e Ces différentes perspectives permettent d'envisager une production optimisée et
durable de biomasse de spiruline a grande échelle, en tirant parti des dernieres

avanceées scientifiques et techniques.
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Tableau 1.1 :Appareillage d’analyses physico-chimiques :
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Figure(I.1) : Préparation de la préculture
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Figure (1.2.3.4.5.6) :Les photobioréacteurs annulaire de forme cylindrique a
différentes épaisseurs .
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Figures (1.7.8.9.10) : Les résultats de I’extraction des chlorophylles ,protéines,
glucides, lipides et les phycocyanines .



