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Résumé :

La présente étude a eu pour objectif de développer la culture d'une cyanobactérie non fixatrice d’azote
appelée Spiruline (Arthrospira platensis) et d’optimiser des paramétres de croissance de cette derniére,
la souche a été cultivée sur milieu Zarrouk. La détermination de la productivité de la biomasse, le taux
de croissance spécifique, les concentrations de chlorophylle ont été suivies dans un photo-bioréacteur
annulaire. En testant différentes épaisseurs de photo-bioréacteurE (1,25cm, 1,75cm, 2,25cm), les
densités de culture X, et intensités lumineuses. Les mouilleurs productivité de biomasse ont été
obtenus pour photo-bioréacteurs faible épaisseur E = 1,25 c¢cm. la valeur de l'intensité lumineuse

optimale de production est de 5500 lux pour une concentration plus faible de la biomasse.

Mots clés : Arthrospira platensis, Intensité lumineuse, Productivité, pmax, chlorophylle, Photo-
bioréacteur.

Abstract:

This study aimed to develop the culture of a non nitrogen-fixing cyanobacterium called Spirulina
(Arthrospira platensis) and optimize the parameters of growth of the latter, the strain was grown on
medium Zarrouk.

Determining the productivity of the biomass, the specific growth rate, chlorophyll levels were followed
in an annular photo-bioreactor. By testing different thicknesses photo-bioreactor E (1,25cm, 1,75¢cm,
2,25cm), densities of culture X0 and light intensities, the best productions of biomass were obtained
for photo-bioreactors low thickness E= 1.25 cm. the optimum light intensity value of production is
5500 lux for a lower concentration of biomass.

Key words: Arthrospira platensis , Light Intensity , Productivity, umax, Chlorophylle, Photo-

bioreactor.
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Introduction

Introduction :

On connait actuellement quelques 25 000 espéces d'algues sur la planéte Terre. Parmi
elles, on peut distinguer une algue bleue microscopique, apparue avec les premiers
étres vivants il y a environ 3,5milliards d’années et considérée comme 1’aliment
naturel le plus complet de notre planéte, il s’agit de la Cyanobactérie Arthrospira
Platinsis, plus connue sous le nom de Spiruline [1]

La spiruline a été largement étudiée et son usage maintenant est répandu dans le
monde entier comme un produit alimentaire et comme un complément alimentaire [2]
3]

Cette micro-algue est considérée comme une ressources alimentaires non
conventionnelles qui offre jusqu’a 70 % de protéines, des sels minéraux, des Oglio-
aliments et de nombreuses vitamines [4]. Elles représentent une sous-classe
bactérienne majeure tant par leur diversité morphologique et physiologique que par le
réle qu'elles ont joue en créant I'atmosphére aérobie nécessaire au développement de
la vie. En effet, ces organismes procaryotes partagent avec les plantes la capacité
d'éffectuer la photosynthése en utilisant la lumiere et I'eau pour la réduction du gaz
carbonique, processus qui s'accompagne d'un dégagement d'oxygene [5].

La Culture d’algues en photo-biobioréacteur (enceintes dans les quelles se déroulent
des interactions biologiques, ici, les réactions de photosynthése en présence de
lumiére, et CO2, se multiplient des micro-organismes, utilisés pour la production de
biomasse, d’un métabolite, pour la conversion d’une molécule, ...).

Le principal avantage de cette technique est qu’elle permet de contrbler les
conditions de culture (circulation de gaz comme le CO2 ou 1’02, contrdle du pH, de
la température, concentration en éléments nutritif).

I existe défirent types de PBR plats, cylindrique et tubulaire I’utilisation de cette
dernier permet avant tout de maintenir la stérilit¢ de la culture, donc d’éviter la
contamination du réacteur [6].

La spiruline est cultivée sur divers type de photo-bioreacteurs. généralement le
photobio-réacteur présentent des avantages et des inconvénients, le PBR plat est
meilleur de point de vue de pénétration de la lumiére et il n’a pas le probleme
accumulation d’oxygéne mais présente la demande d’espace a échelle industriel. Par
contre au niveau de PBR tubulaire on a grande accumulation d’oxygene et d’autres
gaz qui provoque le stresse de culture (stresse oxydatif) mais il est réalisable au grand

échelle, dans ce travail 1’agitation est assurée par simple barbotage qui considéré
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comme une avantage , le PBR annulaire rassemble les avantages et évité les
inconvenients des PBR ,facilement réaliser , simple barbotage, et a basse cout.

Les objectifs de ce mémoire on a étudié I’effet de lumiére et 1’épaisseur de PBR
annulaire sur la croissance d'un microorganisme photosynthétique procaryote
particulierement (spiruline). la premiere partie présente une étude biologique et
écologique sur la spiruline ,la seconde partie s’attache a présenter la photosynthése et
les photo-bioréacteurs existants (différentes geométries, principales caractéristiques).
La troisieme partie comporter les différentes matériels et methodes utilisées, la

derniére partie illustre les résultats obtenus et leurs interprétations.
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chapitre | Géneralités sur la spiruline

I. Généralités sur la spiruline :

Une cyanobactérie filamenteuse plus connue sous le nom de Spiruline, Spirulina
platensis(ou Arthrospira platensis), Cette derniére a été utilisée traditionnellement
depuis plusieurs de centaines d’années par certaines populations primitives d’Afrique
et du Mexique [7].

I.1. Historique de la Spiruline :

On croit que les algues bleues étaient parmi les premiers étres vivants sur la terre,

Qu’ ’il y’a environ 3,5 milliards d’années [8]. Les algues alimentaires spirulines
connues et valorisees a ce jour sont : Spirulina maxima et Spirulina platensis.

Toutes deux ont des origines différentes et ont été découvertes dans deux endroits
tres particuliers du globe. La premiére; Spirulina maxima est originaire du Mexique et
était consommeée par les Aztéques du lac Texaco avant la conquéte espagnole. Les
algues étaient récoltées a la surface du lac, séchées au soleil, puis cuites et
consommeées sous le nom de Tecuitlatl. Depuis 1968, elles sont cultivées pres de
Mexico dans des bassins semi-naturels d’évaporation de la société Sosa Texaco et sur
des milieux synthétiques en Thailande et au Japon ou deux, firmes les ont
commercialisées, ainsi qu’aux Etats-Unis. La seconde espéce qui est celle qui nous
intéresse se nome Spirulina platensis. Il s’agit aussi d’une espéce comestible qui fut
découverte en 1964 par des membres d’une expédition scientifique basée au Tchad.
Ces derniers ont en effet constatés que les Kanem bous du sud Kanem, écumaient la
surface des mares aux environs du lac Tchad, mares riches en carbonates de sodium, a

la recherche de la fameuse algue [9].

1.2. Etude biologique :
La spiruline situe a la frontiére du monde bactérien et du monde végétal. Bactérie

parce que appartenant au groupe des cyanobactéries, vegétal parce que micro-algue

puisant son énergie a la photosynthése, et dépourvue de cellulose [10]
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I .2.1. Définition :

La Spiruline est une cyanobactérie, anciennement désignée par le terme

« Algue bleue » puis cyanophycée. Elle est classée parmi les bactéries gram
négatives [11].La spiruline se présente sous la forme d’un filament pluricellulaire
bleu-vert, mobile, non ramifié et enroulé en spirale. Ce filament est appelé trichome,
sa forme est hélicoidale, observable uniquement en milieu liquide, est caractéristique
du genre, c’est d’ailleurs de 13, que la spiruline tient son nom [1]. L espéce mexicaine
Spirulina maxima se caractérise par des trichomes de 7 a 9um de diamétre, de 70 a
80um de long, légerement effilés aux extrémites, formant une spirale réguliere de 3 a
8 tours et de 40 a 60um de diamétre. Les cellules constituantes des trichomes
mesurent 5 & 7um de long et ne rétrécissent pas au niveau des articulations.

L’espéce du Tchad Spirulina platensis se compose de trichomes atteignant 350um de
long, de 5 a 11um de diametre, un peu rétrécis au niveau des articulations. Les tours

de spire ont un diameétre de 20 a S0um, diminuant légérement vers les extrémités [12]

/ N ™
WA AAVAAAN

Spirulina maxima

\ )

\ Spirulina platensis /

Figure 1-1: Différentiation Spirulina maxima et Spirulina platensis : Filaments de

spiruline observes au microscope optique [12].

1 .2.2.Les souches d'Arthrospira platensis :

Le terme Spiruline correspond au nom commercial d’une espéce de cyanobactérie
alimentaire appartenant toujours au genre Arthrospira. Le mot Spirulina est le nom
commercial anglophone de la spiruline, mais il désigne également un genre de

cyanobactérie assez éloigné de Arthrospira, et surtout non comestible par exemple :

|!
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(Spirulina major, Spirulina subtilissima, Spirulina princeps, Spirulina giganteaou

Spirulina subsalsa) [12].

Tableau 1. 1: Les diverses appellations de la spiruline [10]

Spiruline Nom commercial d’une cyanobactérie appartenant toujours au

genre Arthrospira

Spirulina Nom commercial anglais de la méme cyanobactérie.

Arthrospira Nom scientifique et taxonomique d’un groupe de cyanobactéries

auxquelles appartient notre spiruline alimentaire

L’analyse des caractéristiques génétiques de 1'espece Arthaospira, basées sur I’ARDA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), | ’Arthrospira platensis montre une
grande plasticité dans la morphologie. Ceci est attribué aux facteurs exogénes comme
la température et d'autres facteurs physiques et chimiques et probablement aussi en

raison du changement génétique [13]
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En ce qui concerne les différentes souches (ou variétés) d'Arthrospira platensis, on

distingue les souches "spiralées", "ondulées", et "droites” Figure 1-2

1 les souches « spiralées », désigne les souches dont les filaments ont la forme d’une queue

de cochon, telle la « Lonar » (Inde)

1 les souches «ondulées », le terme «ondulées » désigne les souches dont les

filaments sont en spirale étirée, telle la « Paracas » (Pérou)

1 les souches « droites », le terme « droites » désigne les souches dont les filaments

sont tellement étirés qu’ils donnent I’impression d’étre presque rectilignes

Forme spiraléee (tyvpe ""Lonaxr"")
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Figure 1-2. Morphologies typiques des Arthrospira.
| .2.3.Taxonomie :
selon la classification dans le Manuel de Bergey de Bactériologie Determinative”, la
spiruline (Arthrospira) appartient au groupe des cyanobacteries [14] [15], Le tableau
ci-apres synthetise la taxonomie d'Arthrospira platensis (Tableau I. 2).
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Tableau I .2 :Taxonomie recapitulative [1] [16] [17] [18]

Regne Monera ou Bacteria
Sous-regne Prokaryota

Phylum ou Division Cyanophyta ou Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae

Ordre Oscillatoriales

Famille Oscillatoriaceae

Genre Arthrospira

Espece platensis

| .2.4. Toxicologie :

La Spiruline n’est pas toxique car elle n’a pas les génes qui assurent la syntheése des
toxines de cyanobactéries [19], Par contre, de nombreuses autres cyanobactéries
sont toxiques mais le milieu trés alcalin dans lequel pousse la Spiruline, Le haut pH et
de I'alcalinité du milieu de culture inhibe la croissance d'organismes potentiellement
contaminants, et ne leur permet pas de se développer ce qui entraine une
monoculture virtuel de Arthrospira platensis, ainsi qu'aucun cas avéré d’intoxication

par la Spiruline n’a été rapporté [13]
| .2.5.Reproduction :

La reproduction est vegétative, c'est a dire asexuee et s'effectue par scission simple ou
multiple [20]. Le cycle biologique de la Spiruline selon Ceferri et al (1983) [22].
(Fig.3) : un filament en maturité forme des cellules spéciales appelées nécridies, au
niveau de ces cellules le trichome se fragmente pour donner naissance a de nouveaux
individus de courtes chaines (2 a 4 cellules) appelées hormogonies. Par division
binaire des cellules, les hormogonies croissent en longueur et prennent la forme
typiquement hélicoidale. Dans les conditions expérimentales, le temps de génération

maximal de la Spiruline est voisin de 7 heures [21].
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Figure 1-3 : Cycle biologique de la Spiruline [22].

l. 2.6.Composition chimique de la spiruline
| .2.6.1.Protéines :
La biomasse de la spiruline contient une teneur en protéines élevée. Elle représente 10

a 11% de la masse humide, soit 60 a 70% de sa matiére séche [23].

1.2.6.2.Glucides :

Les glucides constituent globalement 15 a 25% de la matiere séche des spirulines.
L'essentiel des glucides assimilables est constitué de polymeéres tels que des
glucosannes aminés (1.9% du poids sec) et des rhamnosannes aminés (9.7%) ou
encore de glycogéne (0.5%) [22].

1.2.6.3.Lipides :

La composition en lipides totaux se caractérise par un bon équilibre entre acides gras
saturés et acides gras polyinsaturés. La composition des principaux acides gras révéle
la présence d'une forte concentration en acides gras essentiels, incluant des oméga-3
et des oméga-6 qui previendraient I'accumulation de cholestérol dans I'organisme
[24].
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| .2.6.4.Vitamines :
La Spiruline est une algue vitaminée, elle est la deuxieme source de vitamine Bl
derriére la levure de biéere. Il contient aussi une concentration relativement élevée en

provitamine A, vitamine B 12 et B-caroténe [1].

| .2.6.5.Minéraux et Oligoéléments :

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

présentant le plus d’intéréts dans la spiruline sont le fer, zinc, le sélénium [1].

l.2.6.6. Pigments :

La spiruline est riche en pigments responsables de sa couleur. Les principaux
pigments sont la phycocyanine et la chlorophylle

La phycocyanine est une phycobiliproteine. Seul colorant bleu alimentaire naturel,
elle est le pigment le plus abondant de la spiruline et représente plus de 15 % du poids
frais et plus de 20 % du poids sec de l'algue [25] [26].

La chlorophylle est presente en proportion de 9-15 g/kg [27].

I. 2.7.Les Multiples usages de la spiruline:

| .2.7.1. Approche nutritionnelle :

La spiruline est connue pour sa richesse en protéines, qui constituent entre 50 et 70%
de son poids sec. Ces protéines ont en plus I’avantage d’étre facilement assimilable
par ’organisme, ce qui évite ’emploi de la cuisson qui altére les nutriments et les
vitamines. Les acides aminés essentiels représentent 47% du pois total des protéines
[28].

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

L’efficacité protéique (PER) d’un aliment est déterminé par le rapport « Gain de poids
de I’animal ou de I’individu / poids de protéines ingérées ». La protéine de référence

est souvent le lactalbumine ou bien la caséine, laquelle présente un PER de 2.5. La



chapitre | Géneralités sur la spiruline

spiruline seule, au cours d’expériences menées sur le rat, a un PER de 1.90, tandis
qu’accompagné de riz dans une proportion égale, cette valeur s’éléve a 2.40 [29].

Les lipides totaux représentent 5.6 a 7% du poids sec de la spiruline, parfois jusqu’a
11% selon le systeme d’extraction utilisé. Ils se subdivisent en fraction saponifiable
(83%) et en fraction insaponifiable (17%). Les acides gras font partie de la premiéere
fraction : 1’acide B -linolénique en constitue 10 a 20% chez Spirulina maxima et
jusqu’a 40% chez Spirulina platensis, soit jusqu’a 4% de son poids sec total [30].

La spiruline figure ainsi parmi les meilleures sources d’acide gras essentiel, avec
quelques huiles végétales peu connues (huile d’onagre, de bourrache, de cassis).
Rappelons que ces acides sont des précurseurs des prostaglandines qui jouent le réle
de médiateurs chimiques dans les réactions inflammatoires et immunitaires. Une
déficience prolongée en ces acides gras peut étre a 1’origine de thrombose, d’arthrite,
d’accidents vasculaires cardiaques et cérébrales [31].Parmi les éléments minéraux
contenus dans la spiruline, le fer est sans doute le plus parlant. Les carences en fer a
’origine de I’anémie sont trés répandues, surtout chez les femmes enceintes et les
enfants, et lorsque les bonnes sources alimentaires de fer sont rares. Les céréales
complétes, classées parmi les meilleures sources de fer, n'en contiennent que 150 a
250mg par kg. En plus, elles sont riches en acides phytique et en polymeéres
phosphatés qui limitent fortement la biodisponibilité de leur fer. D’autre part, les
suppléments sous forme de sulfate ferreux deviennent toxiques a forte dose et causent
quelque fois des diarrhées.

Dans le cas de la spiruline, la biodisponibilité du fer a été démontrée tant chez le rat
que chez I'nhnomme [32].

1 .2.7.2. Approche thérapeutique :

On serait tenté d’affecter a la spiruline une image de potion magique, tellement ses
propriétés médicales sont variées. Ce n’est pas moins un remede contre de
nombreuses pathologies. Nous ne citerons ici que quelques unes de ces propriétés.
Apreés plusieurs années de recherche pour essayer de comprendre 1’origine du cancer,
il transparait aujourd’hui comme étant le résultat d’un processus qui aboutit a la
formation de radicaux libres dans 1’organisme, suite a l’influence de différents

facteurs tels que le stress physique et émotionnel, la pollution, etc. Ces radicaux libres
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peuvent endommager I’ADN, les protéines structurales, les enzymes et les membranes
cellulaires et conduire a la formation de produits toxiques — et a terme au cancer. Pour
éliminer ces radicaux libres, notre organisme a besoin d’apports en vitamines anti-
oxydantes, caroténoides et autres micro-nutriments. Le [ -caroténe, présent en
quantité trés importante dans la spiruline, est 'un des principaux caroténoides
impliqués dans ce systeme de défense de 1’organisme [33].

la phycocyanine de la spiruline sont aussi connus pour leur effet immunostimulant.

Le diabéte résulte de troubles au niveau des taux sanguins d'insuline - hormone
pancréatique qui permet de transformer le sucre présent dans le sang en énergie.

Le diabete type 1 survient a un age jeune résulte d'un manque d'insuline. Le diabéte
type 2 dit non insulino-dépendan (NIDDM) survenant a I'age adulte résulte de I'i
ncapacité de I'organisme a fabriquer I'hormone de maniére efficace [34].C’est le type
le plus répandu. Il a été prouvé que la spiruline agit sur ce type de diabete en réduisant
le taux sanguin de sucre et de cholestérol. L’ingestion quotidienne de spiruline est
recommandée pour le controle du taux glyco-lipidique chez les diabétiques [35].

La phycocyanine est aussi utilisée en imagerie médicale comme traceur fluorescent.
Une fois purifiée, elle colte entre 8000 et 40000$ le gramme. Ce prix est justifié par
la netteté d’image obtenue méme sans utiliser de marqueur radioactif [36].

| .2.7.3.Aquaculture et aquariophilie :

La spiruline n’est pas exclusivement réservée a la consommation humaine. En
aquaculture, elle sert notamment a enrichir les granulés pour poissons [37].Sa
présence dans 1’alimentation des poissons a des effets que les éleveurs recherchent et
apprécient. En aquariophilie, sa premiére application concerne la pigmentation qu’elle
induit chez les poissons par sa richesse en caroténoides Au Japon, ses qualités de
pigmentation lui ont valu d’étre employé pour la coloration des poissons servant a
préparer le sushi, mais aussi des crustacés. D’autre part, sa richesse naturelle en
nutriments en fait un complément alimentaire bénéfique pour les poissons tropicaux

d’aquarium [38].
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1.3. Etude écologique :

| .3.1 .Culture de la spiruline :

Ce qui distingue le genre Arthrospira des autres cyanobactéries, c’est le milieu
naturel ou elles vivent. En effet, la Spiruline est un organisme ubiquiste et est
thermophile, elle a été trouvéee dans des milieux ayant une concentration de 8,5 a 270
grammes de sel par litre [39] , qui sont riches en carbonate de sodium (Na2CO3),
bicarbonate de sodium (NaHCO3 ), divers minéraux et des source d’azote fixé. La
spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes tropicales du monde
entier, principalement, dans les lacs alcalins d’Afrique autour du Tchad (Arthrospira
platensis) et d’Amérique dans la vallée de Texcoco au Mexique (Arthrospira geitleri
ou Arthrospira maxima) [40] Elle a des conditions environnementales trés

contraignantes qui excluent la plupart des autres étres vivants.

| .3.2. Distribution géographique :

A 1’état naturel, la spiruline est retrouvée dans des lacs de la ceinture intertropicale
du globe terrestre. Ces lacs sont situés approximativement entre 35° de latitude Nord
et 35° de latitude Sud ; ils sont peu profonds et agités par des vents légers. En dehors
des sites cités dans 1'annexe.1, d’autres endroits sont possibles , notamment partout ou
vivent le flamant nain (Afrique et Asie) et le flamant de James, Phoenicoparrus

jamesi (Amérique du sud) [1] Annex1.

I .3.3 .Milieu et conditions de croissance :

Pour se développer, la cyanobacterie a besoin de lumiére, d'une eau alcaline, avec un
pH allant de 8,5 a 11 (pH optimum = 9,5), riche en azote et en carbone, et d'une
température comprise en 25 et 40°C Elle est produite dans des bassins, dans une eau
peu profonde, brasse en permanence pour assurer une répartition régulier des éléments
nutritifs. Une intensité lumineuse élevée sans agitation conduirait a la photolyse des
micro-algues. Une forte intensité lumineuse conjuguée avec une forte agitation
Donnera la croissance optimale. A l'inverse, en lumiere et agitation faibles, la
croissance sera lente, mais la pigmentation plus marquée, c’est-a-dire que la couleur

sera d’un vert plus fonce et le bleu de la phycocyanine apparaitra [12].
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La spiruline est cultivée sur plusieurs milieux, le milieu natural composé des résudus
végitales et des déchéts animals a I’echelle artisanale [41], et des milieux
synthétiques comme le milieu ZARROUK et milieu BGr1l Annexe 4 [12].
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I1.1. Généralités sur les microorganismes photosynthétiques :

Les microorganismes photosynthétiques sont des organismes unicellulaires, croissant
.en milieu aqueux et ayant la capacité de convertir I'énergie lumineuse par
photosynthése. Ce sont des organismes photo-autotrophes, ils utilisent une source de
carbone inorganique et une source de lumiere pour se développer. Ce groupe
comprend les bactéries photosynthétiques et les micro-algues. Alors que les micro-
algues sont des organismes eucaryotes, les bactéries photosynthétiques sont des
organismes procaryotes, ne possédant pas de noyau ni dautres organites
compartimentés. [42-43].

Il existe plusieurs fagons de cultiver de microorganismes photosynthétiques, selon les
applications souhaitées. Premiérement, deux modes de cultures sont a distinguer :
l'autotrophie et I'hétérotrophie. L'autotrophie consiste en I'apport d'une source de
carbone inorganique tandis que [I'hétérotrophie utilise une source de carbone
organique. Lorsque les deux sources sont mélangeées, on parle alors de mixotrophie.
Les microorganismes sont cultivés dans des réacteurs, dont la géométrie dépend
également de l'application visée. Deux grandes familles sont a distinguer : les
réacteurs ouverts et les réacteurs fermeés (PBR) [44].

11.1.1. La photosynthese :

La photosynthese est le processus par lequel les micro-algues transforment 1’énergie
lumineuse en énergie chimique et fixent le carbone inorganique dissous (CID).

Il en résulte la synthése de matiére organique et la production d’oxygene. Ainsi
I’activité photosynthétique est la fixation du CO2 et la production d’O2 via les

mécanismes de la photosynthése Figure (11.1).

|g
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Transformartion de l’énergie solaire en énergie Slockage de Iém'rgle som forme (le sncres
l chimique sous forme de ATP et NADPH | (utilisation de I’ATP et NADPH) :

Figure 11.1: les deux types réactions de photosynthése [45].

Elle se compose de deux phases indépendantes chimiquement et physiquement, mais
liées par des intermédiaires communs et des régulations enzymatiques.
Le processus photosynthétique dans son ensemble peut étre décrit par 1’équation
globale [46] :

Chlorophylle a
nCO; + 2nH,0 + lumiere > [CH; O] h+H,0+0,........ 1)

Pour se faire la photosynthese se realise en deux grandes phases, la phase claire et la

phase sombre Figure( 11.2).

La phase claire :

C’est une ensemble de réactions photochimiques, qui dépendent de la lumiere, et au
cours desquels les électrons sont transportés a travers les deux photosystemes (PSI et
PSII) afin de produire de I’ATP (molécule riche en énergie) et du NADPH 'H*

(potentiel réducteur).
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La phase claire permet donc directement la transformation de I’énergie lumineuse en
énergie chimique.

La phase sombre :

Correspond au cycle de Calvin, entiérement enzymatique et indépendante de la
lumiére, au cours duquel ’ATP et le NADPH * H" sont utilisés pour la conversion du

dioxyde de carbone et de 1’eau en glucides.

Cette Seconde partie permet 1’assimilation du gaz carbonique

H,0 est le donneur d’¢lectrons:
oxydation de |'eau

2Hy0 ——P 0y + 4t + 48| T~ ,
2 phases séparées
réduction du carbone /'
C02 + 4H' + 4¢” —> (CHzo) + H20 L

Figure 11.2 : deux phases de photosynthese.

11.1.2.. Fonctionnement du mécanisme photosynthétique :

Le siege de la photosynthese est dans les thylakoides. L'énergie lumineuse incidente
est captée par les pigments et transférée aux photosystemes. Il existe deux types de
photosystemes, travaillant en série mais a des niveaux d'énergie différents :

Le photosysteme Il (PSII) fonctionnant & 680nm et le photosysteme | (PSI)
fonctionnant a 700nm.

Ils sont exprimés ici en équivalent de longueurs d'ondes, selon le pic d'absorption des

pigments les composant : la chlorophylle a au PSI. Figure ( 11.3)
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Figure 11.3: Schéma du transport cyclique des électrons. P680 : photosysteme Il, PQ
:plastoquinone, PC : plastocyanine, Cyt b6_f : cytochrome b6_f, PS700 photosysteme
I, Fd : ferrédoxine [47]

Les photosystemes se trouvent dans la membrane des thylakoides, a l'interface du
lumen et du stroma .I'énergie collectée est ensuite transformée en énergie chimique,
puis utilisée pour transformer du carbone inorganique (dioxyde de carbone, CO2) en
molécules carbonées du type glucide.

La photosynthése peut étre séparée en deux types de réactions:

_ Les reactions claires, ou I'énergie lumineuse sera transformee en énergie chimique
donnant un réducteur biochimique, la Nicotiamine Adénine Di- nucléotide Phosphate
(NADPH;H") et un composé a la base de I'énergétique cellulaire, I'Adénosine
Triphosphate (ATP).

_ Les réactions sombres (Cycle de Calvin), dans la cellule CO, va étre intégreé au
cycle de Calvin, au niveau du chloroplaste. De ce processus va résulter la synthese de

matiére organique.
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Cette réaction peut s’écrire:

n Co, +2 NADPH + 2H" + 3ATP— (CH, O) n + H,0 +2NADP*+3ADP + 3P;...(2)
C’est I’enzyme Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco) qui va
catalyser cette réaction de carboxylation. CO2 réagit avec le Ribulose-1,5 biphosphate
pour donner le glycéraldéhyde 3phosphate. Cette réaction necessite un apport
d’énergie sous forme d’ATP et de NADPH. Le cycle de Calvin va consommer 95%
du NADPH et plus de 60% de I’ATP générés lors de la phase photochimique [32].
Les 5/6 du glycéraldéhyde 3-phosphate vont étre utilisés pour fournir le cycle en
Ribulose- 1,5-biphosphate et le 1/6 restant est exporté dans le cytoplasme de la cellule
pour servir & la synthese de molécules organique Figure (11.4).

Ces molécules organiques sont essentiellement des glucides et en faible proportion
des acides organiques et acides aminés. Ces différentes molécules seront utilisées par
la cellule pour la synthése de nouveau

La fixation du CO2 ne nécessite pas directement de lumiére pour avoir lieu, ¢’est
pourquoi elle est aussi appelé réaction sombre. Cependant de par sa dépendance
énergétique aux produits de la photosynthese, elle reste intimement liée a celle-ci.
Bien que 95% du carbone organique des microalgues soit fixé par la Rubisco, il existe
une autre voie de fixation du carbone appelée [3-carboxylation [48]. donnant la forme
oxydée du NADPH;H+, le NADP+ et de I'Adénosine Di-Phosphate (ADP).
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Figure 11.4 : Schéma du Cycle de Calvin. Les nombreux intermédiaires entre le
glycéraldéhyde 3- phosphate et le Ribulose 5-phosphate ne sont pas indiqués pour
plus de clarté [39].
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I1- 2 Généralités sur les photo-bioréacteurs :

Les photo-bioréacteurs sont de natures trés variées, depuis les bassins a ciel ouvert,
jusqu’aux systeémes clos. Ils différent par de nombreux aspects portant notamment sur
leur géométrie et les conditions de culture, le mode de confinement, la lumiére, le
mélange, le contrdle thermique, les transferts de gaz, et les conditions d’exploitation.
[49]. les photo-bioréacteurs clos sont isolés de I'environnement extérieur. Toute entrée

ou sortie peut étre de plus stérilisée de maniére a garder la culture [51].

I1.2.1. Qu’est-ce que c’est un photo-bioréacteur ?

Un photo-bioréacteur est défini comme un systéme clos a I’intérieur duquel se
déroulent, en présence d’énergie lumineuse, des interactions biologiques que 1’on
cherche a contréler en maitrisant les conditions de culture. En son sein, une réaction
biochimique de photosynthése a lieu dans le but de produire de la biomasse végétale a
partir de micro algues, de CO2 et de lumiere [51].

La notion de photo--bioréacteur date déja de quelques décennies. Les premiers
systemes clos sont apparus a la fin des années 40, mais faute de moyens techniques
leur développement a été interrompu et les cultures ont continué a étre réalisées en
bassins rudimentaires. Dans les années 80, les recherches ont repris activement et de
nombreux photo-bioréacteurs ont été réalisés et expérimentés avec des formes

géométriques diverses [52].

11.2.2.Caractéristique des principaux types de photo-bioréacteurs :

11.2.2.1 Eclairage :
L’¢éclairage des photo-bioréacteurs, en extérieur, peut simplement étre naturel en

utilisant la lumiere solaire les panneaux sont alors généralement installés
horizontalement ou de facon inclinée pour améliorer I'utilisation de I’irradiance
solaire [53].

La particularité d’un photo-bioréacteur tient, en plus des besoins habituels

Communs a tous les bioréacteurs, a la nécessité de fournir une énergie photonigue aux
microorganismes a cultiver (les micro-algues), cet apport étant incontournable pour la

réalisation de la photosynthése.
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La croissance des microorganismes (micro-algues), et donc la production de
biomasse, dépend de la quantité de lumiere recue par chaque micro-algue. Deux
facteurs sont a distinguer :

- d’une part, la quantité et la qualité de la lumiére émise par le dispositif d’éclairage
(intensité, spectre d’émission des sources lumineuses et nombre de ces sources).
-d’autre part, la quantité et la qualité de la lumicre réellement disponible

pour les micro-algues au sein du photo-bioréacteur : celle-ci étant différente du flux
lumineux incident du fait des pertes par absorption et diffusion qui ont lieu en
traversant la culture et les parois du réacteur.

La distribution hétérogene de I’irradiance selon 1’épaisseur de la culture conduit a des
cinétiques locales de croissance en surface, du fait d’une intensité lumineuse trop
forte, une zone de photo-inhibition peut apparaitre et entrainer la dégradation des
photosystemes | et Il (PSI et PSII) des antennes collectrices de la chlorophylle a et
I’apparition de pigments accessoires, en profondeur, des effets d’auto-ombrage
peuvent conduire a une photo-alimentation avec un manque d’énergie ou méme a un

basculement vers un mécanisme respiratoire Figure (11.5) [54].

Irradiance regue par la culture

] |
i i
|
|IIII1I ¥
S I L I
-LE T I W S

Culture de microalgues
Profondeur de 1a culture

Figure 11.5: Représentation schématique de 1’atténuation de la lumiére en fonction de

1’épaisseur de culture de micro-algues [52].
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11.2.2.2 Régulation :

Une régulation est mise en place afin d’assurer une optimisation des cultures. Le
minimum requis pour un photo-bioréacteur industriel est le contréle des conditions de
culture a savoir le pH et la température.

En laboratoire la régulation peut s’avérer plus poussée et des périphériques sont alors

ajoutés pour permettre un suivi expérimental [55]

Contrdle du pH :
Le réajustement et la régulation du pH de la culture sont majoritairement obtenus a

I’aide de CO2 distribué conjointement a de I’air ou bien séparément [56] [57] , quel
que soit le systéme d’agitation. A noter que 1’aération et le mélange du milieu de
culture en scobalits (photo-bioréacteur a colonne) s’effectuent par un bullage simple
d’air enrichi entre 2 et 5% de CO2.

Contréle de température :

La régulation thermique peut se faire également en immergeant le photobioréacteur
dans un bassin rempli d’eau [58] ou encore en aménageant autour de lui un systeme
d’ombrage [59]

11.2.3. Les deux formes géométriques de PBR :

Abordons en premier la géométrie du photo-bioréacteur car c’est de ce critére que
dépend principalement la problématique de I’accés a la lumiere.

Au regard de la littérature, deux familles de photo-bioréacteurs se dégagent au point
de vue géométrique :

les photo-bioréacteurs plats (géométrie plane) et les photo-bioréacteurs tubulaires
(géométrie cylindrique). Pour chacune de ces deux familles des variantes existent,
liées a des besoins spécifiques.

Dans les paragraphes suivants, un bilan des principales caracteristiques de ces photo-
bioréacteurs sera dressé : geométrie, dimensions, volumes, épaisseur de la culture,

systéme d’éclairage et type de mise en circulation utilisé pour la culture [52].
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IT.2.3.1 Les photo-bioréacteurs plats :
Congus par analogie au panneau photovoltaique et formés par I’agencement de deux

panneaux paralléles de forme rectangulaire entre lesquels circule une mince couche de
culture d’une épaisseur de quelques centimetres (1 a 10 cm), orientables, avec une
inclinaison ajustable.

IIs ont la particularité de présenter un ratio surface sur volume important et une bonne
qualité de transfert gazeux ce qui se traduit par un fort rendement photosynthétique
Pourtant, les limitations sont nombreuses et concernent essentiellement
I’augmentation des cotits de production suite a la récarbonatation des cultures apres
I’augmentation du pH et des phénomeénes de colmatage Figure (11.6).

De plus, le faible ratio entre surface de refroidissement et surface exposée a la source
lumineuse peut induire un mauvais contréle de la température aussi, la présence de

zones a faible mélange (coins) affecte les rendements [56].

Figure 11.6 : Géométrie du photo-bioréacteur plat [56]
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II.2.3.2. Les photo-bioréacteurs cylindriques :
Considérés par plusieurs auteurs comme étant les plus adéquats pour la culture micro-

algale, car ils se prétent bien aux contraintes des photo-bioréacteurs (courbure
exposée favorable a la surface éclairée).

On les distingue par leur structure en tubes transparents (verre ou matiere plastique)
dressés en réseau, organisés de facon horizontale, verticale, inclinée, conique et
serpentine et disposés sur des surfaces environnantes peintes en blanc afin
d’augmenter la réluctance .Les cultures y sont conduites par circulation en boucle et
vont passer alternativement dans la tubulure transparente ou elles capteront la lumiére
et dans une tour de dégazage ou elles devront impérativement perdre leur oxygéne

pour éviter une inhibition de la Photosynthése [60].

II.2.3. 2.1. Les photo-bioréacteurs de type colonne :
Le photo-bioréacteur cylindrique de type « scobalit » est un systéme classique qui est

trés répandu dans 1’aquaculture francaise.

Ce photo-bioréacteur se compose d’une colonne verticale, dont la dimension varie
tant en hauteur qu’en diametre.

En général, les dispositifs utilisés dans les écloseries font 2 m de haut pour environ
30-50 cm de diameétre Figure ( 11.7) et sont éclairés latéralement par des tubes

fluorescents [61].

|g
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Figurell.7:Photobioréacteurs de type colonne a bulles (Scobalit) utilisés

classiquement en écloserie[61].

11.2.3.2.2. Les photo-bioréacteurs de type annulaire :

Les photo-bioréacteurs annulaires sont des photo-bioréacteurs cylindriques agencés
d’une manicre particuliére : ils sont fabriqués a partir de deux tubes de diamétres
différents emboités 1’un dans ’autre pour constituer ainsi un espace annulaire dans
lequel circule la culture les avantages de ce PBR dégagement facile de O, ,une bonne
pénétration de la lumiére et construit & grande échelle possible les

inconveénients :formation des bio- filmes. Figure( 11.8).
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Figure 11.8 : Photo-bioréacteurs annulaires verticaux [59]

11.2.3.2.3 : Les photo-bioréacteurs tubulaire agencé horizontalement :
La configuration tubulaire se présente sous forme de boucles, ou serpentins, qui

laissent passer la lumiére entre les interstices des boucles Figure( 11. 9) [62].
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Figure 11.9: Détails du systeme de culture solaire a boucle (a) et la zone de
dégazage(b) [62].

11.2.3.2.4. Les photo-bioréacteurs tubulaires agencés verticalement :

Les photo-bioréacteurs tubulaires qui utilisent 1’énergie solaire nécessitent de grandes
surfaces au sol. Afin de restreindre cet encombrement, des photobioréacteurs a
structure verticale ont été concus : ils utilisent généralement des tubes de diamétre
relativement faible (inférieur a 200mm).

Le photo-bioréacteur « Biocoil » est un photo-bioréacteur tubulaire dont les tubes sont
enroulés autour d’une structure verticaleFigure (11-10), ce qui offre ’avantage de
pouvoir utiliser une grande longueur de tube (donc un grand volume de culture) tout

en occupant une surface réduite [58].
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Figure I1.10: Photobioréacteur « Biocoil » inventé par LeeRobinson [58].
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I11.Matérielet méthodes :
111 .1.Matériel:

I11.1.1.Matériel biologique:

Au cours de ce travail nous avons utilisé une souche de spiruline «Spirulinaplatensis».
Elle a été fournie parla région de Tamanrasset au niveau de la Guelta du Palmier situé
a 1824 m d’altitude (23°N, 5°E) dans des conditions aseptiques pour €viter toute
contamination. La souche a été cultivée dans le milieu de culture Zarrouk, favorable a

sa croissance.

111.1.2.Milieu de culture :

Le milieu de culture doit contenir tous les eléments nécessaires a la croissance dela
spirulineGénéralement, le milieu utilisé est base sur le milieu original de Zarrouk
(1966) et qui esttypiquement composeé d'eau, le carbonate/bicarbonate de sodium, une
source d'azote, lephosphore, le fer et d'autres minéraux de trace [13].

L’eau utilisé peut apporter de facon naturelle les besoins de la spiruline pour se
développer etlimite ainsi la quantité d’intrants nécessaire a sa croissance.

Le milieu de culture de la spiruline doit étre apporté tous les éléments suivants [63] :
(1 Bicarbonate de sodium (NaHCO3): est la source d'alcalinité, qui peut aussi
apportépar le natron ou I'eau de cendre

1 le phosphore (P): est indispensable pour la photosynthése, apporté par
n’importequel Ortho phosphate soluble.

1 L’azote : est un constituant important des acides aminés, qui apporté
principalementpar I’azote minérale NaNO3 atmosphérique, et aussi ’urée.

'l Le carbone(C) : c’est la nourriture principale de la spiruline, qui
apportéPrincipalement par le gaz carbonique, et aussi le sucre.

1 Les métaux : essentiellement le fer, le bore et le magnésium.
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Tableau I11.1 : Milieu de culture référence, le milieu Zarrouk [12].

COMPOSITION DU MILIEU DE BASE

(en g/l de solution aqueuse)

NaHCO3 16,8
K2HPO4 0,5
NaNO3 2,5
K2S04 1
NaCl 1
MgS04, 7 H20 0,2
CaCl2 0,04
FeSO4, 7 H20 0,01
EDTA (acide éthylénediamino 0.08

tetracetique)

Achaque litre de la composition, on a ajouté 1 ml de chacune des solutions
d’oligoéléments AS et B6.

Tableau I11. 2: composition de la solution As (g /1) [12]

Elément chimique en mg/I

NH4VO3 22.9
K2Cr2(S04)4, 24 H20 96.0
NiSO4, 7 H20 478
Na2Wo4, 2 H20 17.9
Ti2(S04)3 40.0
Co(NO3)2, 6 H20 44.0
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Tableau 111.3 : composition de la solution Bgen (mg/l) [12].

Eléments chimique en g/l

H3BO3
MnCI2, 4 H20
ZnS0O4, 7 H20
CuS04, 5 H20
MoQO3

2.86

1.81
0.22
0.08
0.015

111.1.3. Conception de réacteur annulaire:

La structure du PBR est constituéepar un bécher de 1L, en met dans ce dernier un

flacon de 250ml ,le bécher et le flacon formé uneanneau .cette anneau présente

I’épaisseur de PBR laFigure(111.1).
Le bécher a une hauteur h=14.7cm et de diamétre externe2.R de 11.5cm de diamétrea

chaque expérience en change 1’épaisseur de réacteur (1’espace entre le bécher et le

flacon) les épaisseurs fixé pour 1’étudie sont 1.25,1.75et2.25 cm.

r R

INT—

N~

Figurelll.1l:schémas générale de la structure de PBRannulaire.
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R : est le rayon de cylindre externe
r :est le rayon de cylindre interne

h : la hauteur de cylindre

Figurelll.2::photo- bioréacteur annulaire préparé au niveau de laboratoire.

111.1.4. Appareillage :

Nous avons utilisés des appareils pour réaliser notre travail tel que :

la  spectrophotométre  (UV-1600PC  Spectrophotométre),luxmetre  (EA31)
thermometre, la centrifugeuse(EBA 20), une étuve, et différentesverreries .

111 .2. Les méthodes :
111.2.1. Comment conduire une culture ?
Les cultures de Spiruline sont réalisées au laboratoire de 1’annexede

Médéa,maintenues dans des conditions d’éclairement, de température et de débit

d’airidentiques laFigure(l11.3). La culture de la souche de spiruline est menée
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atempératureégale 34 °C. A I’aide d'une lampe fluorescente La souche estexposée a
des intensités lumineusesdifférents. Un programme assure 12 h delumiere et 12 h
d’obscurité [21].

“TiN

Figurelll.3:La culture de spiruline préparé au niveau de laboratoire.

La couleur de la culture de spiruline est un indicateur sur 1’état des cultures. Dans les
meilleurs conditions de croissance, la spiruline flotte a la surface et sa couleur est bleu
vert foncé, et lorsque la culture d’algues décantent au fond et leurs couleurs sont
jaunatres, ce qui indique que la culture est stressée (photolyse) [8]Annex3.

111.2.2. Ensemencement :

- Démarrage d’une culture a partir d'une petite quantité de semence:

Pour démarrer avec une nouvelle culture, il n'est généralement pas possible de
disposer d'une grande quantité de culture pour ensemencer.

il doit démarrer avec un gramme de spiruline concentré dans un volume de culture , si
on veut travailler avec un volume important il s’agit de multiplier de volume de
semence initiale, il est convenable de faire des cultures successives, si la
concentration de culture est plus faible,il faut ombrer avec une agitation continue
sinon la spiruline va s’agglomére [63].Ensemencement des cultures est réalise a partir
de biomasse frais filtré des cultures précédente, la filtration est réalisée par des filtre

waltman n° 4 de porosité 13 pm.
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111.2.3 Agitation :

L'agitation est nécessaire pour homogéneéiser, favoriser I'élimination de I'oxygene et
assurer une bonne répartition de I'éclairage dans la culture (quelques minutes (2-3)
min chaque heure, au moins 4 fois par jour). Une agitation trop violente endommage
la spiruline (fragments visibles au microscope) et provoque 1’apparition de mousse.
Le module proposé assure 1’agitation continue de la culture par barbotage a 1’air [64].

Le mode d’agitation assure par une pompe d’aire pour les bioréacteurs fermés.

I11.2.4 : Mesure des parametres cinétique de croissance :

Dans la proche expérimentale on a choisie trois facteurs ,I’épaisseur de PBR
Annulaire ,I’intensité lumineuse et la Concentration de 1’inoculum de dépareX, la
combinaison de ces facteurs permet de tracé une série d’expériences sur le suivie des
cinétiques de croissance ,la densité en fonction de concentration de biomasse en poids
sec ,a la fin on a calculées les parameétres cinétiques tell quepn max ,la productivité
PVet le taux de chlorophylle.ces dernies seront comparés a la fin avec celles obtenue
de PBR cylindrique pour évalué I’efficacité de chacun .en basent sur I’étude précédent
décries par(CHELLALI et MEDJBOUR 2013)[65].

On a utilisées les conditions optimale pour le PBR Cylindrique, 1=5500 lux ,D=4cm.

Tableau I11.4: Les paramétres expérimentaux sélectionnés pour 1’étude.

La forme | Cylindrique Annulaire

Epaisseur | 1.25 1.75 2.25

(cm)

[c] g/l 1 2.25 1 3 1 225 |1 2.25 2.25 1 3
La 1000 | 5500 10000 | 1000 5500 | 5500 | 1000 1000 | 5500 | 1000 | 5500
lumiére

(lux)

|g
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a-La productivité : La productivité PV est un paramétre qui permet d’estimer et de
comparer 1’efficacité des différente PBR ,la formule de calculés est développé par

I’équation suivante[13]:

PV = ( Xi— Xo )/(tf- to) ...................... (3)

X ¢: la concentration finale

Xo: la concentration initiale

b-le taux de croissancep max :
la vitesse est un parameétre cinétique de croissance, permet de comparé est d’évaluer
la production de biomasse pour différente especes. Les valeurs de pmax sont

détermine par I’équation (4)

p max = (In X3— In Xz) / (tz - tl) Ing oo, (4)
Tel que :
ty et t; : les temps de croissance

In X; et In X; : fonction népérienne des concentration de biomasse

111 .2 .5 Mesure de concentration:
La concentration des cultures est suivie par la mesure de la densité optique a 618 nm,
unecourbe étalon est établie entre les valeurs des densités optiques et les concentration

en poids sec des cultures.

Le poids sec des culture est détermines selon la méthode de vanshak (1982)[66]
Le calcule des poids sec pour chaque culture est obtenue de | ‘équation de beerlambert
DO = Log o/ = €*L*Cl.uurrirernrninennrnnnens )

Dans notre étude la concentration des cultures est déterminée a partir de

courbeétalonnage établi entre la DO et la poids sec de culture

DO =a*C +Duevereenen. (6)
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Avec: a= g*1

ou:

-1 : ’intensité de longueur d’onde transmise a travers une solution de
concentrationCen (mol/l) dans le spectrophotometre.

- lo : Pintensité de lumiére transmise a travers le solvant pur.

- &: Coefficient d’extinction moléculaire

- C: Concentration du corps absorbant dans la solution.

- | : longueur de la cuve (1 cm )en général.

III 2.6.1. La courbe d’étalonnage :

Le lien entre la densité optique et le poids sec de la spiruline, représente
laconcentration cellulaire exprimée en g. L™ est mesurée comme suiit:

1. Des suspensions de 50 ml de culture a différentes concentrations sontpréparées puis
filtrées a travers des filtres (Wattman) préalablementséchées dans 1’étuve pendant 24
h a 70°C .Elles sont ensuite laissées pour refroidissement etdéshumidification dans le
dessiccateur.

2. Chague filtre est pesé (PO) et numéroté de 1 a 5.

3. Apreés filtration, on lave avec 20 ml d’eau acidifie (pH = 4) pour enlever tous les
sels insolubles d’algue.

4. Les filtres sont mis dans des boites de pétri en verre puis dans I’étuve

dans les mémes conditions que précédemment.

5. Apres refroidissement, elles sont pesées unedeuxiéme fois (P1).

PS= (P1 - PO)/50..veuveveerereerereerereserennens @)

111.2.7. Détermination de chlorophylle a :
Les teneurs en chlorophylle a est déterminées a la fin de croissance de culture par la
méthode spectrophotométrie. Les étapes d’extraction et purification sont résumes dans

I’organigramme suivant[67] :
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5ml de suspension algale pour les 5
tubes

A

Centrifugation pendant 10min / 6000G

4 x>

On jette I4 surnageant

A

Culot + 5 ml de méthanol

l

On va les mettre dans un bain marie
Pendant 2min/70C°

|

Centrifugation pendant 10 min/6000G

onjette le surn

\4 v

Garder le culot pour déterminer Mesure la densité optique de
La concentration de protéine Surnageant

Figurelll.4: Les étapes d’extraction et purification de chlorophylle [67]

La densité optique de surnageant est lue au spectrophotomeétre (UV - Visible) a
665, 645 et 630 nm.

La quantité des chlorophylles a est calculée selon I’équation de (Hansmann, 1973).
[Chlo]= 11,6DOggs— 1.31D0645— 0.14D 0630 .........coocrercrrrern(8)
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V. Résultats et Discussions :

IV.1. L'effet des facteurs de milieu sur la production de biomasse :

La production de biomasse est influencée par plusieurs facteurs du milieu tel que la
température, le pH, la source nutritionnelle (source d’azote et source de carbone)
I'intensité lumineuse, la densité de culture, profondeur et les formes de PBR selon

(Ripley D.FOX 1999). [12]

Dans notre étude, on a essaie de combine I'effet de concentration d’inoculum de
départ Xo et l'intensité lumineuse sur la productivité volumique (PV) et le taux de
croissance (Mmax). Les expériences sont réalisées sur différente épaisseurs de PBR et

deux formes annulaire est cylindrique classique.

IV.1.1. La courbe d’étalonnage :

Le courbe d’étalonnage a été réalisé pour déterminer la concentration du culture de la
Spiruline par simple lecture de la densité optique (DO).

Les résultats de cette étude sont donnés par dans la figure (1V.1) qui représente les

Différentes densités optiques en fonction du poids sec (Ps) de la souche I'équation
de la courbe d’étalonnage déterminé expérimentalement la suivante :

DO =1,1482 PS + 0,0853.......\eeeveeeen, (9)



Chapitre IV Résultat et discussions

DO = f (poids sec)

2
1,8
1,6
1,4
1,2
DO 1
0,8 *
0,6
0,4
0,2 P
O ¢ T T T T T T T 1
0 02 04 06 08 1 12 14 16

DO=1,1482Ps +0,0853
R?=0 95679

Poids sec {g.L?)

Figure 1V.1.Courbe étalonnage qui relie la densité optique et le poids sec de la

culture.

La courbe obtenue est un droite qui passe par un ordre 0,0858.les points obtenue
présent une bonne linéarité avec R?=0,9679.

1V.1.2. l’effet de I'intensité lumineuse sur PV et p max dans le PBRa E=1,25cm:

L'effet de l'intensité lumineuse sur PV et Hmax dans PBR d’épaisseur égale a

E=1,25cm et a Xo=1g/| est illustré dans la figure (I1V.2 )
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0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
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0,1
0,05

P V(g/l.j)

PBR 1,25 cm

mPV

W umax (h-1)

10000 1000

L'intessité luminese (LUX)

Figure 1V.2: I’effet de L’intensité lumineuse sur PVet umax a Xo=1g/I

Pour | =1000 lux, on a obtenue une valeur de Pv= 0,37g/l.j et [max =0,414h'1h'1, a

I'intensité de 1=10000 lux on remarque une diminution de la productivité de valeur

de 0,345g/l.j et Pmax =0,279 h™.

1V.1.3. l'effet de la concentration sur Pv et p max dansle PBRa E=1,25cm:

L'effet de la concentration Xg surla Pv et u max dans PBR d’épaisseur d’E=1,25 cm

est illustré dans la Figure (1V .3)

Les cinétiques de croissance de spiruline sous I'effet de concentration illustré dans la

Figure (IV .4) dans I'annexe

A3
-
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PBR 1,25cm

0,6

0,5
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P V(g/l.j)

0,3

B umax

0,2

0,1 -

concentration (g/l)

Figure 1V.3: I’effet de concentration sur PV et pmax & | =1000 lux

Pour une valeur d’intensité fixée , |1 = 1000 on fait varier la concentration Xp, on
noté une meilleure Pv et u max a Xo=1g/l, Pv =0,180g/l.j et hmax =0,659 h! par
contre a Xo=3 g/l ,les valeurs de croissance (pv et Hmax) diminue avec la
concentration Xo, Pv=0,150g/l.j et pmax =0,449 ht. A partir de ces résultats, on peut
Dire que Pv et Pmax sont inversement proportionnelle avec la concentration de

culture.
1V.1.4. I'effet de concentration sur PV et p max dans PBRa E=1,75cm:

L’effet de concentration Xg sur PV et Umax @ 1=1000 LUX est figuré dans I’histogramme

(IvV.4)

|g
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025 — PBR1,75ecm
’
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0,15 -
= mPV
E 1000 1000
:0'1 i B pmax
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Concentration(g/l)

Figure 1V.4: I’effet de concentration sur PVet pmax a 1=1000 lux .

en regardant les valeurs de PV et u max, on constate que la valeur optimal de
concentration X est de 1g/l, PV=0,18g/l.j et Pmax = 0,226 h' . La productivité

volumique et Pmax €st inversement proportionnelle avec la concentration.
IV.1.5. I'effet de I'intensité lumineuse sur PV et in.x dans PBR a E=1,75cm :

L'effet de I'intensité lumineuse sur PV et u max a Xo=2,25g/| , Xo=3g/| est représenté

dans la Figure (IV .5).

Les cinétiques de croissance de spiruline sous l'effet l'intensité lumineuse les

Figures (IV .1) et (IV .3) illustré dans I'annexe 2 .
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Figure IV.5: I’effet de l'intensité lumineuse sur PVet tmax @ Xo=2,25g/I1, Xo=3g/I

a Xp=2,25g/I ; d’apres les résultats on note une augmentation de la productivité a
5500 lux elle est huit fois supérieur ( PV =0,88g/l.j et pmax =0,35 h'l) de celle obtenue
a 1000 lux, . La productivité volumique et le taux de croissance est augmente
lorsque l'intensité lumineuse augmente on dit que PV et Umax est proportionnelle

avec l'intensité lumineuse.
IV.1.6. L’effet de la concentration sur Pv et [max dans PBR a E=2,25 cm :

L’effet de la concentration Xo sur PV et pimax a 1=5500 lux pour le PBR a E= 2.25cm

est représenté dans la Figure (1V .6).
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Figure 1V.6: I’effet de concentration sur PVet tmax & 1 =5500 lux.

On a remarqué une PV et pmax oOptimale & X,=2,25¢/l de valeur de 0,51g/l.j et
Hmax=0,181h . Cependant pour une culture plus dense Xo=3g/l, on obtient une faible
PV=0,053g/l.j et Pmax =0,0211h* ce qui implique que la production de biomasse est

inversement proportionnelle avec la concentration.
IV.1.7. Comparaison entre PV et tmax & deférent epaisseur de PBR :

La comparaison des valeurs de PV et tmax Obtenues de différent épaisseurs de PBR a
I’intensité fixée a 1=1000 lux et Xo=1g/l nous permet d’exploré I’effet de profondeur

de la culture sur la production de biomasse, les résultats sont illustrés dans la Figure
(IV.7).
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Figure 1V.7: I’effet d'épaisseur sur PV et umax dans défirent PBR a 1=1000lux.

On observe que la production est optimale dans PBR a faible épaisseur E=1,25cm.
Lorsque 1’épaisseur augment la production (PV et HUmax) diminue, on dit que la

production est inversement proportionnelle avec 1’épaisseur de PBR.
1V.1.8. L’effet d’épaisseur sur PV et pumaxdans PBR, Xy=2,25 g/l :

L’effet d épaisseur sur PV et Umax dans déférent PBR a ( 1=5500 lux, Xo=2,25 g/l) est

représenté dans la Figure (1V.8).
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Figure 1V.8: I’effet d'épaisseur sur PV et umax dans déférents PBR a 1=5500lux.

Selon I’histogramme on obtient une grande productivité égale 0,88 g/l.j et Htmax
=0,975 h' pour I’épaisseur E=1,25 cm .On remarque que Lorsque 1’épaisseur
augment la production de biomasse (PV et pmax) diminue, on dit que la PV et pmax €st

inversement proportionnelle avec I’épaisseur de PBR.

Les cinétiques de croissance de spiruline sous I'effet d’épaisseur présenté dans les

Figures (IV .2) et (IV .5) dansl’annexe 2.
IV.1.9. Comparaison entre PBR cylindrique et Annulaire :

La comparaison entre PBR cylindrique et Annulaire A Xy=1g/l , est représenté dans la
Figure( 1V.9) .

S
\J



Chapitre IV Résultat et discussions
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Figure 1VV.9: Comparaison entre PBR Cylindrique et Annulaire a Xo=1g/I.

Pour la PBR Annulaire on a une meilleur productivité (PV=0,37 g/l.j et phmax=0,956
h') & 1=1000 lux. Para port au PBR Cylindrique classique Figure ( 1V.10 ) qui nous
a donné une faible productivité que celle obtenue de PBR Annulaire (PV=0,283 g/l.
et Umx=0,06 h ') d’aprés ces résultats on réveéle I’efficacité de la nouvelle conception

annulaire (la structure annulaire) .
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Figure 1V.10: les parametres de culture obtenue au sein de PBR cylindrique

(1=5500 lux, Xo=1g/1).

1V.1.10. Les Facteurs qui influencent sur le taux de Chlorophylle :
1V.1.10.1 .r’effet de concentration sur le contenu de chlorophylle-a :
L’effet de concentration sur le contenu de Chlorophylle a a I’intensité lumineuse

I =5500 lux est représenté dans la Figure (1V.11).
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Figure 1V.11: I’effet de concentration sur le Chlorophylle- a a I =5500 lux.

On a noté une quantité optimale de Chlorophylle [Chl]= 3,026mg/g a une densité
X0=2,25¢/l. Cependant pour la culture de concentration plus élevé xo,=3g/l, on

a obtenue [Chl]=1 ,88mg/g .

De ces résultats on peut conclus que le taux de Chlorophylle est inversement

proportionnel avec la concentration Xo.

1V.1.10.2 .I’effet de I’épaisseur sur le contenu de chlorophylle a :

L’effet de I'épaisseur sur le taux chlorophylle-a a été suivie pour une intensité
lumineuse de | =5500 lux et de concentration de X, fixe a 2.25g/l. les résultats

obtenus sont présentés dans la Figure (I1V.12).
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Figure 1V.12: I’effet de I'épaisseur sur chlorophylle-a a I =5500 lux.

On constate que | la valeur de taux de Chlorophylle-a plus élevé est obtenue au sein
de PBR a faible épaisseur E=1,25 cm. On remarque que lorsque 1’épaisseur augment,
le taux de Chlorophylle diminué. On dit que le contenue de chlorophylle-a est inverse

proportionnalité avec 1’épaisseur de PBR.
IV.2. L’interprétation des résultats:

1V.2.1. L’effet de ’intensité lumineuse sur les paramétres de croissance dans le
PBR.

Les valeurs de productivité et de pmax obtenue des trois PBR en fonction de

I’intensité lumineuse montre la méme évolution.

a- Pour PBR a faible épaisseur (1 ,25cm) on a une productivité maximal a 1I=1000lux,
Figure ( 1V.2)ces résultats peut étre commentée par une bonne homogénéisation de
la lumiere dans le PBR. P’intensité lumineuse appliqué (1=1000 lux) on pas d’effet de
photolyse sur la biomasse ., par contre a 1=10000 lux on a une diminution du

croissance qui preuve que la gamme d’intensité appliquée (10000 lux ) est une zone
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de phot-inhibition nous résultat sont on accorde avec celles décries par (Eleonora
Sforza et al, 2014) [68 ] qui trouve les mémes résultats,

b- pour le PBR d’épaisseur de 1,75cm et aux concentrations Xy=2,25 g/L et 3g/L,
Figure ( 1V.5) la meilleur pv et umax il est obtenue pour une culture de faible
concentration  Xp=2,25 g/L cette résultat peut étre est expliqué par la bonne
distribution et bonne pénétration de la lumiére au profondeur de PBR ce qui résulte

par une bonne production de biomasse a 1,b=5500 lux.

par contre a Xo=3¢/l la culture est plus dense sous I’effet d’atténuation de la lumiére
il ya une dominance de la zone photo-limitation et ‘d’obscurité par rapport a d’autre
zone dans le PBR , ces conditions ne permet pas le passage de la lumiére au fond de

PBR & cause de superposition important des filaments et EPS libérés dans le milieu

la Figure (1V.13).

600

=N —
1
Light saturation zone

Light inhibition zone
Light limitation zone
No cell growth zone

b
=
-

Light intensity (zmol m2s!)
o) Lo
2 4

0 i
0 10 20 30 40 50 60
Distance from the surface (mm)

Figure ( 1V.13) :distribution de la lumiére a I’intérieur de PBR éclairé d’un seul
coté[69 ].
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1VV.2.2. L’effet de la concentration :

L’effet de la concentration suivie sur les trois PBR concus révele les mémes
variations de productivité et de pmax.Une faible productivité est obtenue pour des
cultures plus dense Figure (1V.3) et( 1V.4), ce la peut étre interpréter par la zone
d’ombrage, les cellules dans cette zone bloguent la photosynthése et le métabolisme

cellulaire et orientées vers la voie respiratoire.

Dans la zone ombrée de PBR, la micro- algue nécessite 1’énergie pour sa croissance,

dans ces conditions il dégrade ses réserves (glycogéne) par conséquent conduit a la
diminution de poids sec de biomasse et influence négativement sur la PV de PBR et
Mmax de micro algue cet résultat a un accord avec (James C. Ogbonna et Hideo Tanaka
2000) [69] .

On peut expliquer la diminution de Chlorophylle a en fonction de concentration X
Figure (IV.11) par la zone d’ombrage .dans la culture plus dense, on a une mal
éclairage de culture. Cependant a faible concentration, on a une bonne distribution de
lumiere dans ce cas touts les cellules de culture recevant un éclairage suffisant qui

permet d’augmente ces contenus en Chlorophylle a nécessaire pour la photosynthese

( Miguel Olaizola et al 1990 ) [ 70].
AV.2.3. L’effet de I’épaisseur de PBR :

Selon les résultats obtenue on peut dire que la meilleur PV est observé dans le PBR a
faible épaisseur (E=1,25cm) ce la peut étre expliqué par la bonne pénétration de la

lumiere dans la culture. Le méme résultat a été décri par (CHELLALI et
MEDJBOUR) [65]. Cependant pour des valeurs de PV plus faible obtenus peut étre

expliqué par une atténuation importante de la lumiére au sein de PBR plus épais.
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- L’effet d’épaisseur sur le taux de Chlorophylle-a :

On peut expliquer les résultats de taux de Chlorophylle-a sous ’effet d’épaisseur de
PBR Figure( 1V.12) par la bonne distribution de lumiere dans le PBR a faible

épaisseur. Dans les PBR les plus épais on a atténuation de lumiére.

On peut expligue ces résultats par apparition des zones de photo-limitation et des

zones d’obscurité a travers épaisseur de PBR.






Conclusion

Conclusion :

Dans ce travail on est s’intéressé a I’optimisation de la croissance d’un micro-algue
(spiruline) par un PBR cylindrique Annulaire , nous avons comparé la productivité entre trois
PBR de différentes épaisseurs ( 1.25, 1.75 et 2.25 cm) sous différents intensités lumineuses
et de concentrations de I’inoculum de départ. Des cinétiques de biomasse de la spiruline est
suivie et evalue les parameétres de croissance tel que la productivité, taux de croissance, ainsi
que la teneure de chlorophylle, de 1’autre coté on a comparé la productivité obtenue de PBR
faible épaisseur avec celle de PBR cylindrique classique. D’aprés les résultats obtenus, on

peut sortir par des conclusions suivantes:

» La productivité augmente avec I’intensité lumineuse.

> La productivité est inversement proportionnelle avec la concentration 1’inoculum.
Probablement due a la superposition important des filaments (EPS) qui ne permet pas
le passage de la lumiere au fond de PBR.

» La productivité optimale est de 0.37¢g/l/j a été obtenue avec le PBR a faible épaisseur
1.25cm et ala faible concentration Xy =1g/l. Ce la peut étre expliqué par la bonne

distribution de la lumiere dans le PBR.

» Le taux de chlorophylle plus élevé est obtenu pour I’intensité de 5500 (lux).

» On conclure que le PBR Annulaire est mieux adapte pour les cultures plus dense(Xo)
dont-on a obtenue des productivités et des taux de croissance plus élevé que celle
obtenus dans le PBR cylindrique classique.

En perspectives :

» Conception des structure a grande échelle et optimisation des conditions de milieu

(I

> Application et développement des cultures sous la radiation directe de soleil
100.000lux.

Xo) pour des densité de culture plus dense
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Annexe

Annexe.1: Sites geographiques ou pousse naturellement la spiruline selon

(Fox, 1999).

paiyer Région

Algérie Tamanrasset

Tchad Région du Kanem : lacs Latir,
Ouna, Borkou,
Katam, Yoan,Leyla, Bodou,
Rombou, Moro,
Mombolo, Liwa, Iseirom,

Ethiopie Ounianga kebir ,Lacs Aranguadi,
Lesougouta,
Nakourou, Chiltu, Navasha,
Rodolphe

kenya Lacs Nakuru, Elmenteita, Cratére,
Natron

Madagascar Beaucoup de petits lacs prés de
Toliara

Inde Lacs lonar et Nagpur

Myanmar Lacs Twyn Taung, Twyn Ma et
Taung Pyank

Pakistan Mares prés de Lahore

Pérou Réservoir d’eau prés de Paracas

Mexique Pres de I'lle d’Amantani dans le
lac Titicaca
Lac Texcoco ; lac Cratére

Californie Oakland ; Del Mar Beach

France Camargue
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Annexe.2:les graphes de cinétique de la croissance :
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Figure 1V.1: I’effet de I’intensité lumineuse sur la croissance a X0=1g/I
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Figure 1V.2: I’effet de 1’épaisseur sur la croissance a X0=2,25¢/I.
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Figure 1V.3: I’effet de concentration sur la croissance dans a PBR E=1,75cm
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Figure 1V.4: I’effet de I’intensité lumineuse sur la croissance a lo=1000 lux
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Figure 1V.5: I’effet de I’épaisseur sur la croissance a X0=2,25g/I

Annexe .3:

photo .1 : le photolyse du culture(culture stressé) .
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Annexe 4

BGr 11 (Pr Roger stanier pour les algues bleues en generale pour la
spiruline ,il faut ajouté 1g/I de Nacl.

NaNO3 1.5g/|
K2HPO4 0.04
MgSO4,7H20 0.075
CaCl2 ,2H20 0.036
Acide citrique 0.006
Citrate d’ammonium ferrique 0.006
EDTA 0.001
0.02

Na,CO3(Carbonate de Soduime)

Plus le melange d’oligo-élements (1ml/| celui-ci-dessus).

H3BO3 2.869/I
MnCI2, 4 H20 1.81
ZnS0O4, 7 H20 0.222
Na;MoO,, 2H20 0.39
CuS0O4, 5 H20 0.079
CO(NO3),, 6H20 0.0494
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