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Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier I'élimination du colorant Rouge de Congo, un polluant
courant dans les effluents industriels, en utilisant la biomasse algale (Spiruline). Le but est
de déterminer I'efficacité de la Spiruline pour la biosorption du colorant et d'optimiser les
conditions expérimentales pour maximiser cette élimination. Pour cela, la méthode des
plans d'expériences a eté utilisée afin d'évaluer les effets et les interactions entre quatre
parameétres a savoir: la cconcentration de Biomasse (A), I’intensité de lumiére (B) la durée
de Contact (C) et la cconcentration de Colorant (D).

Les résultats obtenus a partir de I'analyse de la variance (ANOVA), montre que les valeurs
expérimentales sont mieux adaptées au modeéle polynomial du second ordre avec une
coefficient de détermination, R> = 0,94. En fin, les résultats de I’optimisation numérique
sont les suivants : A:2g/L ; B: 7000 Lux ; C:3Jours;D:30mg/L ;R =74,48 %.

Mots clé : Rouge de Congo, I'élimination, polluant, la spiruline, plans d'expériences.

Abstract

The work aims to study the removal of Congo Red dye, a common pollutant in industrial
effluents, using algal biomass, specifically Spirulina. The goal is to determine the
effectiveness of Spirulina for dye biosorption and to optimize the experimental conditions
to maximize this removal.

In this study, the experimental design method was used to observe the effects and
interactions between four key parameters: Biomass concentration (A), light Intensity (B),
contact Time (C) and Dye concentration (D).

According to the results obtained from the analysis of variance (ANOVA), it was found
that the experimental data were best fitted to the second-order polynomial model with a
coefficient of determination (R?) value of 0.9510. Finally, the results of the numerical
optimization are as follows: A: 2 g/L; B: 7000 Lux; C: 3 Jours; D: 30 mg/L; R = 74,48 %.

Key words: Congo Red dye, Removal, Pollutant, the experimental design method
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Introduction générale

L’eau est la matiére premiere la plus importante sur notre planéte, pour les é&tres
humains, les animaux, les plantes et les microorganismes. Pratiqguement tous les
phénomeénes vitaux de la biosphére sont liés a la disponibilité de 1’eau [1]. La pollution des
eaux et sols, par certains produits chimiques d’origine industrielle (hydrocarbures, phénols,
colorants,) ou agricole (pesticides, engrais,) constitue une source de dégradation de
I’environnement et suscite a I’heure actuelle un intérét particulier a 1’échelle internationale
Les colorants synthétiques organiques sont des composés utilisés dans de nombreux
secteurs industriels tels que le domaine automobile, chimique, la papeterie et plus
particulierement le secteur textile, ou toutes les gammes de nuances et de familles
chimiques sont représentées. On constate qu’au cours des processus de teinture 15 a 20 %
des colorants, et parfois jusqu’a 40% pour les colorants soufrés et réactifs, sont évacués
avec les effluents liquides qui sont directement rejetés vers les cours d’eau sans traitement

préalable [2].

Les rejets colorés posent un probléme esthétique, mais également sanitaire car un grand
nombre de ces colorants est toxique. Comme tous les composés organiques dangereux pour
I’homme, les colorants synthétiques réclament des traitements spécifiques. Cependant les
procedeés classiques utilisés par les usines de traitements des eaux usées sont mal adaptés a
la dépollution de ces polluants biocides [2]. Par conséquent, la dépollution des eaux
contaminées par ces composés chimiques s'avere nécessaire aussi bien pour la protection
de I'environnement que pour une éventuelle réutilisation de ces eaux non conventionnelles

et en minimisant les pertes d’eau du fait de ce recyclage [3].

De plus en plus de scientifiques de diverses disciplines s'intéressent a I'identification et
a la suppression des polluants de I'environnement. Dans cette optique, on utilise
fréquemment l'adsorption sur la spiruline, en particulier pour éliminer les substances

toxiques, les micropolluants ou les substances inorganiques de I'eau.

La microalgue, Arthrospira platensis, une algue bleu-verte riche en protéines
équilibrées et en nutraceutiques abondantes, est I'une des plus prometteuses sur le marché
depuis la réussite de sa production commerciale dans les étangs ouverts dans les années
1980. La croissance des microalgues est fortement influencée par les conditions de culture,
telles que le pH, l'intensité lumineuse, la température, la présence d'ions bicarbonate, la

1
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source d'azote, le type de bioréacteur, la concentration initiale de biomasse, etc., dans les
cultures ouvertes et fermées. De plus, la présence de lumiére est un obstacle majeur a la
croissance des micro-algues. Il est préférable que la lumiere soit distribuée de maniére

uniforme sur tout le volume de l'unité de culture [4].

Objectif de ce travail est d’étudier I'éelimination du colorant Rouge de Congo par la
microalgue spiruline platensis. Cette étude a été menu par 1’application de la méthodologie

de plan d’expériences.
Ce mémoire est structuré en quatre chapitres :

+ Le premier chapitre est consacré a des généralités sur les microalgue

+ Le deuxiéme chapitre présente une description des propriétés physico-chimiques
des colorants synthétique et leurs dangers, leurs impacts sur I’environnement et les
procédés de traitement des eaux contaminées par ces COmposés.

+ Le troisieme chapitre est consacré au matériels et méthodes,

+ Le dernier chapitre présente I’ensemble des résultats de la modélisation en surface

de réponse avec une analyse statistique des résultats.

Enfin, on termine notre travail par une conclusion générale.
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I.1. Introduction
1.2. Présentation de cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des micro-organismes photosynthétiques procaryotes,
également connus sous le nom de Cyanophytes ou Cyanophycées. Du point de vue
systématique, elles font partie du regne des Eubactéries, mais ont longtemps fait partie du

régne vegetal, car elles présentent & la fois des principes :

e De la bactérie, il n'y a pas de noyau et d'organites intracellulaires,
e De lalgue, il y a de la chlorophylle A et des phycobiliprotéines (pigments

accessoires) et les capacités de photosynthese [5].

1.2.1. Historique

Les cyanobactéries, également connues sous le nom dalgues bleu-vert, sont des
bactéries autotrophes a Gram négatif qui effectuent de la photosynthése oxydative. Il y a
environ 3,5 milliards d'années, elles ont fait leur apparition et sont, en grande partie,
responsables de I'oxygénation de I'atmosphére terrestre [6].

En Afrique du Sud, on a déja trouvé des traces de cyanobactérie dans des
stromatolithes, qui sont des restes de filaments d'algues pétrifiés dans du calcaire datant de
3,7 milliards d'années [6]. Elles seraient responsables de la plupart des découvertes de
calcaires sur notre planéte [7].

Le chloroplaste est produit par I'endo-symbiose de ces cellules avec un hote non
photosynthétique [8]. Ces organites ont été mis au jour dans les années cinquante avec de
I'ADN et des ribosomes. Plusieurs caractéres confirment la similitude entre un chloroplaste
d'une cellule eucaryote actuelle et une bactérie photosynthétique (Cyanobactérie) [9].

Le chloroplaste possede un ADN circulaire et non lié a des histones, contrairement aux
bactéries. Cet ADN est responsable de la conception d'une partie des protéines
chloroplastiques (organites semi autonomes). Une partie de la synthése de ces protéines se
produit dans le chloroplaste, grace a la présence de ribosomes qui ressemblent aux

ribosomes bactériens. Les chloroplastes se disent a un rythme différent de celui du noyau.

1.2.2 Reproduction des cyanobactéries

Les cyanobactéries se développent de maniére lente. Les périodes pendant lesquelles

les populations doublent peuvent varier de quelques heures a plusieurs jours. lls sont
4



Chapitre I Généralité sur les Cyanobactéries et la spiruline

principalement influencés par les espéces et les conditions de I'environnement. Il s'agit
d'une reproduction végétative, c'est-a-dire asexuee, qui se produit par scission simple ou
multiple, bourgeonnement ou fragmentation de filament. Chez certaines espéces, des
cellules spécialisees (akinetes) peuvent faire face a la dessiccation et « germer » lorsque les

conditions favorables reviennent [10].

1.2.3 Toxicité des cyanobactéries

Les cyanobactéries générent de nombreuses cyanotoxines qui affectent divers organes
humains et animaux. Pendant la floraison, il y a peu de toxines extracellulaires, tandis que
lorsque celles-ci diminuent, les cellules meurent et libérent leurs toxines dans leur
environnement. La quantit¢ de substances toxiques extracellulaires augmente
considérablement [11,12]. 50% des fleurs algales produisent des endotoxines qui
pourraient étre toxiques. Ce sont surtout la peau et les muqueuses, le foie et le systeme
nerveux qui sont touchés [13].

Les microcystines sont classées parmi les substances biologiques trés toxiques dans le
classement de la toxicité aigué des cyanotoxines, basé sur les valeurs de DL50. Cependant,
il a été récemment observé que certaines des toxines produites sont tres stables,
s'accumulent dans le cerveau et peuvent entrainer la mort par neurotoxicité apres des
décennies d'exposition chronique [14].

Cependant la spiruline est un des espéces des cyanobactéries non toxinogene, de point
vu héréditaire ne comporte pas sur son génome les géenes responsables de toxines, elle est

exploitée dans différent domaines industrielle et environnementale.

1.3. Généralités sur la spiruline :
1.3.1 Historique sur la spiruline :

La spiruline est une espece dalgues bleue-vertes appartenant a la famille des
cyanobactéries, également appelées cyanobiontes ou cyanophycées selon les préférences.
Elle peut étre appelée indifféremment Arthrospira sp., Spirulina sp., Spirulina platensis ou
Arthrospira platensis. 1l s'agit d'une cyanobactérie filamenteuse appelée Spiruline. Depuis
des centaines d'annees, des populations primitives d'Afriqgue et du Mexique l'ont
traditionnellement utilisée [7]. D'aprés les archives mexicaines, il a été découvert que la
Spiruline était consommée pendant la période des Azteques, bien avant l'arrivée des

Espagnols, sous le nom de Tecuitlatl [15].



Chapitre I Généralité sur les Cyanobactéries et la spiruline

Bien que déja mentionnée par Wittrock et Nordstedt (1844) [16], la spiruline ne fut
réellement découverte qu'en 1940 au Tchad par un botaniste francais nommé Dangeard.

Elle est encore consommeée aujourd'hui par les Kanembous, une tribu du Tchad, sous le
nom de Dihé. Depuis que la culture en masse des micro-algues a été introduite a la fin des
anneées 50, elle est de plus en plus utilisée pour I'alimentation humaine [11].

La premiere exploitation industrielle a eu lieu en 1976 par la société mexicaine Sosa
Texcoco. Depuis lors, de nombreuses entreprises ont établi leur présence partout, comme
la sociétée Siam Algae a Bangkok en 1979, le principal producteur actuel Earthrise Farm
aux Etats-Unis en 1983, la société Cyanotech Corporation & Hawali, et bien d'autres encore.
La consommation humaine de toutes les algues spirulines a été approuvée par le Conseil
supérieur d'hygiene publique en France en 1984. D'apres Fox (1999), il y a environ trente
exploitations industrielles a travers le monde [11].

1.3.2 Morphologie de la spiruline

La spiruline est une espéce de cyanobactéries, connue autrefois sous le nhom d'algue
bleue, puis de cyanophycée. On la retrouve dans la catégorie des bactéries Gram négatives.

Il s'agit d'une bactérie autophage [17, 18]. La spiruline est un filament pluricellulaire de
couleur bleu-vert, mobile, non ramifié et spiralé.

On nomme ce filament le trichome, il a une forme hélicoidale. Il n'est observable qu'en
milieu liquide. On le retrouve dans le genre d'ou la spiruline tire son nom. Spirulina
maxima, une espece mexicaine, presente des trichomes de 7 & 9 u de diamétre, de 70 a 80 u
de long, l1égérement effilés aux extrémités, formant une spirale réguliére de 3 a 8 tours et
de 40 a 60 u de diamétre [4].

(a)

Figure I .1 : Observation au microscope optique des filaments de spiruline : Spiruline
platensis (a) et Spirulina maxima (b) (Ahounou, 2018).
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Les cellules qui forment les trichomes ont une longueur de 5 a 7 u et ne se rétrécissent
pas devant les articulations.

La Spirulina platensis, une espéce du Tchad, est constituée de trichomes mesurant
jusgqu'a 350 metres de long, avec un diametre variant de 5 a 11 u, Iégerement rétrécis au
niveau des articulations. Le diameétre des tours de spire varie de 20 a 50 metres, avec une
légére diminution vers les extrémités [19].

On peut distinguer morphologiquement les deux espéces voisines par un caractére
d'orientation (figure 1.1). L'étude microscopique d'Arhtrospira platensis révele que les
spires sont positionnées a droite. Toutefois, chez Spirulina maxima, leur direction est vers
la gauche [4,18].

La morphologie d'Arthrospira platensis est trés flexible. Cela est di a des éléments
externes tels que la température et d'autres éléments physiques et chimiques, ainsi qu'a des
facteurs génétiques forts [18]. Les souches ou variétés d'Arthrospira platensis sont
spiralées, ondulées et droites. La Lonar (Inde) est une espéce de souches spiralées dont les
filaments sont en forme de queue de cochon. En revanche, les souches ondulées sont celles
dont les filaments sont en spirale étirée, comme la Paracas (Pérou). Les souches rectilignes

sont celles dont les filaments sont si étirés qu'ils semblent presque rectilignes.
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Figure 1.2 : Morphologie typiques des Arthrospira [20].
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1.3.3 Taxonomie :

La spiruline est un terme commun qui désigne la biomasse séchée d'A. platensis [11],
une bactérie photosynthétique oxygénée qui représente les Cyanobactéries et les
Prochlorales. Jusqu'en 1962, ces organismes photosynthétiques ont été initialement pergus
comme des algues. Stanier et ses collegues observaient que cette algue bleu-verte ne
possédait pas de compartiment cellulaire et l'appelaient pour la premiére fois
cyanobactérie. Le Manuel de Bergey a accepteé et publié cette désignation en 1974 [21].

De plus, une différence scientifique existe entre les genres Spirulina et Arthrospira.
Arthrospira a été nommée par Stizenberger (1852) [22], en raison de la présence de septes,
de la forme hélicoidale et de la structure multicellulaire. La forme aseptate du genre
Spirulina a été confirmée par Gomont. Enfin, c'est Geitler qui réunissait les deux membres
et les appela Spirulina sans prendre en compte le septum.

Selon lui, toutes les études scientifiques sur les microalgues ont été menées sous le nom
de Spiruline, tandis que les 34 espéces originales utilisées comme aliments avec des

propriétés sanitaires exceptionnelles appartiennent au genre Arthrospira [23].

1.3.4 Reproduction de la spiruline :

La reproduction est asexuée, c'est-a-dire végeétative, et se produit par scission simple,
par fragmentation de filament. Selon Ciferri [24], le cycle biologique de la Spiruline
comprend les étapes suivantes (Figure 1.3)

En maturité, un filament se divise en cellules spéciales appelées nécridies, ou le
trichome se décompose. La particularité des cellules nécrologiques réside dans leur
structure biconcavante et leur absence de pigments.

Suite a la fragmentation du filament, les cellules ou les chaines courtes de cellules
d'environ 2-8 cellules se divisent successivement, ce qui est connu sous le nom
d"hormogonie" [24, 25]. Elles sont extrémement mobiles et générent un nouveau trichome
par fission binaire.

Elles s'allongent et prennent généralement la forme de filaments non ramifiés. Dans les
expériences, le temps maximal de production de spiruline est proche de 7 heures lorsque

les conditions sont favorables [26].
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Figure 1.3. : Cycle biologique de la spiruline [27].
1.3.5 Toxicité de la spiruline :

La Spiruline n'est pas toxique car elle n'a pas les génes qui assurent la synthése des
toxines de cyanobactéries [28]. Des tests d'alimentation indépendants en France, au
Mexique et te au Japon n'ont pas montré de des résultats inattendus et aucun cas avéré
d'intoxication par la Spiruline n'a été rapporté sur les humains, les rats, les porcs, les

poulets, les poissons et les huitres [11].

Bien que ce micro-organisme ne dépasse pas les limites de concentration en métaux
recommandées par les organismes internationaux, il est essentiel de maintenir une qualité
optimale de I'environnement et de surveiller régulierement cette culture des cyanobactéries
afin de détecter les concentrations élevées de métaux en raison de l'utilisation d'engrais et

de la pollution de I'eau [29].
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1.3.6 Composition biochimique de la spiruline :
1.3.6.1 Les protéines :

La biomasse de la Spiruline renferme une grande quantité de protéines. 10 a 11 % de la
masse humide, soit 60 a 70 % de sa matiére séche, ces protéines sont riches en acides
aminés essentielle a la nutrition humaine et animale [30].
1.3.6.2 Les glucides :

La matiére seche est constituée entre 15 et 25 % de glucides. Les glucides simples
(glucose, fructose et saccharose) sont trés peu présents, et la majorité des glucides
assimilables sont composés de polymeres tels que les glucosanes aminés (1,9% du poids
sec), les rhamnosannes aminés (9,7%) et Glycogene (0,5%) ,En ce qui concerne la
nutrition, la seule substance glucidique qui présente une importance nutritionnelle chez
Arthrospira est le méso-inositol phosphate, qui représente une source intéressante de

phosphore organique et d'inositol (entre 350 et 850 mg/kg de matiere seche) [31].

1.3.6.3 Les lipides :
Le poids sec total est composé de moins de 10% de lipides, qui peuvent étre divisés en
une fraction saponifiable (83%) et une fraction insaponifiable (17%) qui contient

principalement des paraffines, des pigments, des alcools terpéniques et des stérols [32].

1.3.6.4 Les vitamines :
La spiruline contient une large gamme de vitamines liposolubles et hydrosolubles :

1.3.6.4.1 Les vitamines liposolubles :

» Le béta-carotene, également appelé provitamine A, est responsable de 80% des
caroténoides que contient la spiruline. 1l est notamment bio-disponible et joue un
role essentiel dans la lutte contre les radicaux libres, la cécité causée par
l'avitaminose A (les symptdmes de la tache de Bitot) et certains types de cancers
[33].

» Tocophérols (vitamine E) : entre 50 et 190 mg par kg, ce qui équivaut a la quantité
de germe de blé. L'effet anti-4ge du béta-caroténe est renforcé par les propriétes

antioxydantes de la vitamine E [33].
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1.3.6.4.2 Les vitamines hydrosolubles :

La spiruline est riche en divers vitamines hydrosolubles tel que :

» La vitamine B1 ou Thiamine connue par son effet anti-stress.

» La vitamine B9, également appelée acide folique, agit comme un anti-anémiant et
un anti-cancerigene, et favorise la croissance du systeme nerveux et de la moelle
osseuse.

» La Vitamine B12, la spiruline est la seule source connue de cette vitamine en tant
que végeétale. La spiruline présente un intérét particulier dans le domaine de
I'alimentation des personnes agées dénutries, des anorexiques ou des vegétariens
stricts [33].

1.3.6.5 Les minéraux et Oligoéléments :

Le calcium, le magnésium, le phosphore et le potassium sont les minéraux les plus
intéressants présents dans la Spiruline. Les trois minéraux mentionnés précédemment se
trouvent dans la Spiruline a des concentrations similaires a celles trouvées dans le lait. Le
fer, le zinc et le sélénium sont les oligo-éléments les plus intéressants présents dans la
Spiruline [34].

1.3.6.6 Les pigments :

La spiruline contient une grande quantité de pigments qui lui conférent sa couleur,
notamment la phycocyanine et la chlorophylle. Plus de 15 % du poids frais et plus de 20 %
du poids sec de l'algue sont composés de phycocyanine [35, 36]. La concentration de

chlorophylle varie de 9 a 15 g/kg [35].

&5

Proteines

Figure L4 : Cercle relatif du différent composant de la spiruline [35].
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1.3.7 Usages de la spiruline :
En tant que complément alimentaire, Arthrospira est le procaryote phototrophique le
plus cultivé, servant également de source d'aliments pour animaux et de produits chimiques

fins [37]. Il est également utilisé en tant qu'agent thérapeutique [38].

1.3.7.1 Approche nutritionnelle :

Le poids sec de la Spiruline est riche en protéines, qui représentent entre 50 et 70% de
son poids. L'autre avantage de ces protéines est qu'elles sont facilement assimilables par
I'organisme, ce qui évite l'utilisation de la cuisson qui détruit les nutriments et les vitamines
présents. 47 % des protéines sont composées d'acides aminés essentiels [39]. L'absence de
paroi cellulosique dans la cellule entraine une meilleure digestibilité de la Spiruline,
remplacée par une enveloppe de muréine fragile.

Le rapport : gain de poids de I'animal ou de I'individu par rapport au poids des protéines
ingérées est responsable de l'efficacité protéique d'un aliment. Souvent, la protéine de
référence est la lactaloumine ou la caséine, qui a un REP de 2,5. Lors d'expériences sur le
rat, la Spiruline seule présente un REP de 1,9, tandis que I'association avec du riz dans une
proportion égale a un REP de 2,4 [10].

Selon le systeme d'extraction utilisé, les lipides totaux représentent entre 5,6 et 7% du
poids sec de la spiruline, parfois jusqu'a 11%. Leur fraction saponifiable est de 83 % et leur
fraction insaponifiable est de 17 %. La premiere fraction est composée d'acides gras :
I'acide a-linolénique en représente 10 a 20% chez Spirulina maxima et jusqu'a 40% chez
Spirulina platensis, ce qui représente jusqu'a 1,6-3,5 % de son poids sec total [40].

Les meilleures sources d'acide gras essentiel sont donc la spiruline, ainsi que quelques
huiles végétales peu connues comme I'huile d'onagre, de bourrache, de cassis. 1l convient
de rappeler que ces acides gras sont des précurseurs des prostaglandines qui jouent le réle
de médiateurs chimiques dans les réactions inflammatoires et immunitaires. Un manque
prolonge de ces acides gras peut entrainer des thromboses, de l'arthrite, des accidents
vasculaires cardiaques et cérébraux [41].

Le fer est probablement le plus visible parmi les minéraux présents dans la Spiruline.
L'anémie est causée par des carences en fer, en particulier chez les femmes enceintes et les
enfants, et lorsque les sources alimentaires de fer sont rares. Parmi les meilleures sources
de fer, les céréales completes ne renferment que 150 a 250 mg par kg. De plus, elles
contiennent de nombreux acides phytiques et polymeres phosphatés qui restreignent

considérablement la disponibilité biologique de leur fer. Par ailleurs, les sulfates ferreux
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ajoutés deviennent toxiques a forte dose et provoquent parfois des diarrhées. La
biodisponibilité du fer a été prouvée chez le rat et chez I'nhnomme pour la spiruline avec un
rapport de 16 mg /100g de poids sec de spiruline [42,43].

1.3.7.2 Approche thérapeutique :

On serait tenté d'associer la spiruline a une image de potion magique, étant donné la
diversité de ses propriétés médicales. Il s'agit tout de méme d'un remede contre de
nombreuses maladies. Nous n'en mentionnerons ici que quelques-unes. Aprés de
nombreuses années de recherche visant a saisir I'origine du cancer, il apparait aujourd'hui
comme le résultat d'un processus qui conduit a la production de radicaux libres dans
I'organisme, sous l'effet de divers facteurs tels que le stress physique et émotionnel, la
pollution, etc.

L'ADN, les protéines structurales, les enzymes et les membranes cellulaires peuvent
étre endommageés par ces radicaux libres, ce qui peut entrainer la production de produits
toxiques et éventuellement le développement du cancer. L’¢élimination de ces radicaux
libres nécessite I'apport de vitamines antioxydantes, de caroténoides et d'autres micro-
nutriments pour notre organisme. Le caroténe, tres présente dans la spiruline, est I'un des
caroténoides majeurs qui jouent un rble essentiel dans ce systétme de défense de
I'organisme [44]. Le diabéte découle de variations dans les niveaux sanguins d'insuline,
une hormone produite par le pancréas qui permet de convertir le sucre présent dans le sang
en énergie. Le diabéte de type 1 chez les enfants est causé par un déficit d'insuline. Le
diabéte de type 2, également connu sous le nom de diabete non insulinodépendant (DNID),
se produit lorsque I’organisme ne parvient pas a produire efficacement 1'hormone [45],
c'est la forme la plus courante. On a démontré que la spiruline a un effet bénéfique sur ce
type de diabéte en diminuant le taux de sucre et de cholestérol dans le sang. Il est conseillé
de prendre de la spiruline chaque jour afin de maintenir un équilibre glyco-lipidique chez

les personnes atteintes de diabéte [46].

On connait I'effet immunostimulant de la phycocyanine de la spiruline, qui est
également employée en imagerie médicale en tant que traceur fluorescent. Aprés sa
purification, son prix varie de 8000 a 40 000 $ par kilogramme. La justification de ce prix

réside dans la clarté d'image obtenue méme sans l'utilisation de marqueurs radioactifs [47].
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1.2.8 Etude écologique

1.2.8.1 Culture de la spiruline :

Le genre Arthrospira est caractérisé par son habitat naturel, ce qui le distingue des
autres cyanobactéries. La Spiruline est effectivement un organisme ubiquiste et
thermophile. Elle se trouve dans des environnements contenants entre 8,5 et 270 g/L de sel
contenant du carbonate de sodium, du bicarbonate de sodium, etc. [48]. La spiruline vit
principalement dans des eaux chaudes tropicales du monde entier, notamment 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). La plupart des autres
étres vivants ne peuvent pas vivre dans ses conditions environnementales trés restrictives.

En outre, le développement des spirulines dans ces milieux renforce encore davantage
I'effet d'exclusion grace aux trois phénomenes suivants [4,19] :

e En absorbant les carbonates et les bicarbonates de son environnement, la
spiruline a tendance a accroitre I'alcalinité de celui-ci.

e Ses filaments pigmentés et flottants créent un écran qui empéche la lumiere
solaire des rares algues qui pourraient s'adapter au milieu de culture (comme la
chlorelle, une microalgue comestible qui peut proliférer dans des cultures de
spirulines trop peu concentrees).

e En sécrétant des molécules qui sont actives contre une variété de bactéries

potentiellement présentes.

1.2.8.2 Distribution géographique de la spiruline :

Au naturel, on trouve de la spiruline dans des lacs de la ceinture intertropicale du globe.
Ces lacs se trouvent entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude Sud environ. Les
profondeurs sont faibles et les vents légers les agissent. D'autres lieux sont envisageables,
en particulier dans toutes les régions ou se trouvent le flamant nain (Phoeniconaias minor)
(Afrique et Asie) et le flamant de James 0, Phoenicoparrus jamesi (Amerique du Sud)
[49,11].

1.3.8.3 Milieu et condition de croissance :

La culture de la Spiruline nécessite de la lumiére, de I'eau alcaline, un pH de 8,5 a 11
(pH optimal de I'ordre de 9,5), une teneur en azote et en carbone élevée, et une température
variante entre 25 et 40°C. Elle est fabriquée dans des bassins, dans une eau peu profonde,

toujours brassée afin de garantir une distribution réguliére des nutriments.
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La présence d'une forte intensité lumineuse sans agitation entrainerait la photolyse des
microalgues. La combinaison d'une intensité lumineuse élevée et d'une agitation intense
permettra une croissance optimale. Contrairement a cela, en présence de faible lumiére et
agitation, la croissance sera lente, mais la pigmentation sera plus prononceée, ce qui signifie
que la couleur sera d'un vert plus fonceé et le bleu de la phycocyanine [4,19].

1.4. La bioremédiation [50]

Est un processus qui utilise des organismes vivants pour éliminer ou neutraliser des
contaminants dans I'environnement. La spiruline, une cyanobactérie également connue
sous le nom dalgue bleue-verte, est de plus en plus étudiée pour ses capacités de
bioremédiation. VVoici un apercu de son potentiel et des mécanismes impliqués :

1.4.1. Potentiel de la Spiruline pour la Bioremédiation
1.4.1.1 Absorption des Métaux Lourds :

- La spiruline peut absorber et accumuler des métaux lourds tels que le cadmium, le
plomb, le mercure et I'arsenic. Elle posséde des sites de liaison spécifiques sur ses cellules
qui facilitent la capture de ces métaux.

1.4.1.2 Dégradation des Polluants Organiques :
- Les enzymes produites par la spiruline peuvent dégrader certains polluants organiques,

tels que les pesticides, les hydrocarbures et les colorants industriels.

1.4.1.3. Elimination des Nutriments Excédentaires :
- Dans les eaux eutrophisées (riches en nutriments comme l'azote et le phosphore), la
spiruline peut utiliser ces nutriments pour sa croissance, réduisant ainsi la charge de

nutriments dans l'eau.

1.5 Production de Biomasse Utilisable :
- La biomasse de spiruline obtenue aprés bioremédiation peut étre utilisée comme
biofertilisant, source de nourriture pour les animaux, ou méme pour la production de

biocarburants.

1.5.1. Mécanismes de Bioremeédiation par la Spiruline
1.5.2.1 Biosorption :

Est un processus passif ou les ions métalliques se lient a la surface des cellules de
spiruline. Ce processus est rapide et dépend principalement de la composition de la paroi

cellulaire de la spiruline.
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1.5.2.2 Bioaccumulation :

Contrairement & la biosorption, la bioaccumulation est un processus actif ou les métaux
lourds sont absorbés par la cellule et accumulés a l'intérieur. Ce mécanisme est souvent
régulé par des processus métaboliques.
1.5.2.3 Sécrétion d'Enzymes Dégradantes :

- La spiruline peut sécréter des enzymes qui dégradent les composés organiques toxiques.
Par exemple, les peroxydases et les laccases produites par la spiruline peuvent décomposer
les colorants et autres polluants organiques complexes.
1.5.2.4 Chélation et Précipitation :

La spiruline peut sécreter des substances chélatrices qui lient les métaux lourds,

formant des complexes insolubles qui précipitent hors de I'eau.

1.5.3. Applications Pratiques
+ Traitement des Eaux Usées : Utilisation de bassins de spiruline pour traiter les
eaux usées industrielles ou municipales.
+ Dépollution des Sols : Application de biomasse de spiruline sur des sols
contaminés pour réduire la concentration de métaux lourds.
+ Purification des Effluents Agricoles : Utilisation de la spiruline pour éliminer les

exces de nutriments et les pesticides dans les eaux de ruissellement agricoles.

1.5.4. Avantages et Limites
1.5.4.1. Les avantages :
- Méthode écologique et durable.
- Faibles codts opérationnels comparés a d'autres techniques de dépollution.

- Production de biomasse valorisable.

1.5.4.2. Les limites :
= Efficacité variable selon les conditions environnementales (pH, température, etc.).
= Besoin de conditions optimales de croissance pour la spiruline.

= Gestion de la biomasse contaminée apres bioremédiation.

En conclusion, la spiruline présente un potentiel prometteur pour la bioremédiation
grace a ses capacités de biosorption, bioaccumulation, et dégradation des polluants.
Cependant, des recherches supplémentaires et des développements technologiques sont

nécessaires pour optimiser son utilisation a grande échelle.
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11.1. Introduction

De nos jours, les colorants synthétiques sont rencontrés pratiquement dans toutes les
sphéres de notre vie quotidienne. La production mondiale de colorants organiques est
estimée a 700 000 tonnes, dont 140 000 sont rejetées dans les eaux usées au cours des
différentes étapes d’application et de confection. Ces rejets organiques posent un probléme
environnemental majeur. La nature xénobiotique des colorants les rend persistants dans
I’environnement et réfractaires aux dégradations dans le milieu naturel ou ils peuvent

séjourner pendant des années.
11.2. Généralités sur les colorants

11.2.1. Définition d’un colorant

Un colorant est défini comme un produit qui a la capacité de colorer une substance de
différentes facons. Les groupements qui lui donnent la couleur sont appelés chromophores,
tandis que les groupements qui lui permettent de se fixer sont appelés auxochromes.
Leur particularité réside dans leur aptitude a capter les rayonnements lumineux dans le
domaine visible (de 380 a 750 nm). La lumiere blanche se transforme en lumiere colorée
par réflexion sur un corps ou par transmission ou diffusion, puisque certains groupes
d'atomes, appelés chromophores, absorbent sélectivement de I'énergie. Le chromogéne est
une molécule colorante. La couleur devient plus intense lorsque le groupement
chromophore donne facilement un électron. Les groupements chromophores sont présentés
dans le tableau [45].

Tableau (11.1) : Principaux groupements chromophores et auxochromes, classés par

intensité croissante

Groupements chromophores Groupements auxochrome

Azo0 (-N=N-) Amino (-NH2)

Nitroso (-NO ou —N-OH) Méthylamino (-NHCH3)

Carbonyl (=C=0) Diméthylamino (-N(CH3)2)

Vinyl (-C=C-) Hydroxyl (-HO)

Nitro (-NO2 ou =NO-OH) Alkoxyl (-OR)

Sulphure (>C=S) Groupements donneurs d’électrons
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Le colorant a une affinité particuliére pour la fibre, en particulier pour les colorants qui
ont une accentuation du caractére acide ou basique. Les caractéristiques spécifiques des
colorants organiques augmentent leur longévité dans I'environnement et les rendent peu

susceptibles de se degrader par la biodégradation [46].

11.2.2. Classification des colorants
Les colorants synthétiques sont classés en fonction de leur composition chimique et de
leur utilisation sur divers substrats tels que les textiles, le papier, le cuir, les matieres

plastiques, etc.

11.2.3.1. Classification chimique
Les colorants sont classés en fonction de leur structure chimique en fonction de la

nature du groupement chromophore.

» Les colorants azoiques :
Ces colorants sont caractérisés par la présence d'un groupement azoique (-N=N-)
entre deux noyaux benzéniques dans la molécule (Figure 11.1). Actuellement, cette
catégorie de colorant est la plus utilisée en termes d'application, car elle représente
plus de 50% de la production mondiale de colorants [47,48]. Ces composés
organiques cancérigenes sont réfractaires aux procédés de traitements

habituellement mis en ceuvre et sont tres résistants a la biodégradation

HO
ON N

/Y

Fig.1.1. Exemple de colorant azoique

» Les colorants a base d'anthraquinone :
Les colorants anthraquinoniques sont les plus importants, aprés les colorants
azoiques. lls sont utilisés pour la coloration des fibres polyester, acétate et tri
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acetate de cellulose. La molécule de base de ce groupe de colorants est
I’anthraquinone qui présente le groupe chromophore carbonyle (>C=0) sur un

noyau quinonique, qui est le chromogéne [47,48].

Fig.11.2. La molécule anthraquinone

C[?

» Les Colorants indigoides :
Leur nom est inspiré de l'indigo dont ils proviennent. Les homologues séléniés,
soufrés et oxygénés du bleu indigo entrainent des effets hypsochromes importants,

avec des couleurs pouvant varier a partir de I'orange vers le turquoise [47,48].

0 H
HO,S N

SOH

Ir=

0

Fig. 11.3. Structure du carmin d’indigo

» Les colorants xanthénes :
Ce sont des composés dotés d'une intense fluorescence. Peu utilisés en tant que
teinture, leur faculté de marqueurs lors d'accidents maritimes ou de traceurs

d'écoulement pour des rivieres souterraines.

O

Fig. 11.4. Structure d’un colorant xanthéne
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» Les colorants a base de phtalocyanine :
La structure complexe de ces colorants repose sur I'atome central de cuivre. Les
colorants de ce groupe sont fabriqués en réagissant avec du dicyanobenzéne en

présence d'un halogénure métallique (Cu, cuivre). Ni, Co, Pt, etc.) [47,48].

N
-
N
H
N
N%

=Z 17/

Fig. 11.5. Structure de phtalocyanine de cuivre

» Les colorants a base de nitré et de nitrose :
Ces colorants font partie d'une catégorie de colorants extrémement rares et
relativement anciennes. Actuellement, ils sont toujours employés en raison de leur
prix trés abordable en raison de leur structure moléculaire simple, caractérisée par
la présence d'un groupe nitro (-NO2) en position ortho d'un groupement électro-

donneur (hydroxyle ou groupes aminés). [47,48]

OH
NO

Fig. 11.6. Structure moléculaire d’un colorant nitré et nitrosé
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11.2.3.2. Classification tinctoriale :

La classification chimique présente un intérét pour le fabricant de matiéres colorantes,
le teinturier préfére le classement par domaines d’application. Ainsi, il est renseigné sur la
solubilité du colorant dans le bain de teinture, son affinité pour les diverses fibres et sur la
nature de la fixation.

» Colorants réactifs :

Les colorants réactifs constituent la derniére classe de colorant apparue sur le
marché. Leur utilisation est tres importante, notamment dans le domaine de
I’habillement. Ils Contiennent des groupes chromophores issus essentiellement des

familles azoiques, anthraquinoniques et phtalocyanine.

» Les colorants pour les cuves :
IIs ne peuvent pas étre dissous et nécessitent une transformation en leucodeérivés par
réduction alcaline. La fin de la teinture se produit lorsque le colorant est réoxydé in
situ sous sa forme initiale insoluble. Les colorants de cuve, connus pour leur
excellente résistance aux agents de dégradation, sont toujours employés, a l'instar

de I'indigo, pour la teinture des articles en jean [47,48].

indigo (soluble)
Leucoindigo
~
ONA (soluble) 0 H
H N
N _
- —_—
N
N H
" oNa 0 /
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» Les colorants a base d'eau (Les colorants directs) :
IIs ont la capacité de générer des charges positives ou négatives que les charges des
fibres attirent électro-statiquement. La particularité de ces produits réside dans leur
préférence pour les fibres sans utilisation de mordant, en raison de la structure
plane de leur molécule [47,48].

NO- NO-
O5N” : "NO, O5N NO,
. O
Hj’ sel

H2 NH3

fibre de laine ou soie

» Les colorants a mordants :
En général, ils renferment un composé fonctionnel qui peut réagir intensément avec
un sel d'aluminium, de chrome, de cobalt, de cuivre, de nickel ou de fer, créant

ainsi divers complexes colorés avec le textile [47,48].

Alizarin

0O

(Complexe insoluble)

o O
OH, » Cr--OH, =~ Mordant
OH OH

AN

ANASCANANANANN

» Les colorants a base d'azote ou d'azote insolubles :
On forme directement ces colorants sur la fibre. Lors d'une premiere étape, on
applique une solution de naphtol ou de copulant sur le support textile. Ensuite, on
traite les précurseurs de la molécule, qui sont assez petits pour se diffuser dans les
pores et les fibres, avec une solution de sel de diazonium, ce qui provoque

immédiatement la formation du colorant azoique par réaction de copulation [47,48].
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» Les colorants dispersés :

Ces colorants ont une solubilité tres faible dans I'eau et sont utilisés sous forme
d'une poudre fine dispersée dans le bain de coloration. Lorsqu'ils sont teints a haute
température, ils peuvent se propager dans les fibres synthétiques et s'y fixer.

11.2.4. Utilisation des colorants :

Les principales applications des colorants incluent les domaines suivants [49] :

e Le secteur du textile.

¢ [’industrie des pigments plastiques.

e Le secteur de l'architecture : les peintures (pigments).

e Le secteur de la pharmacie (colorants).

e Le secteur des cosmétiques.

e Le secteur agroalimentaire (colorants alimentaires).

¢ Dans le domaine de I'imprimerie (encre, papier).

11.3. Toxicité des colorants

11.3.1. Risques clairs

a) Exposition a I'eutrophisation

Les colorants, sous l'influence des microorganismes, produisent des nitrates et des
phosphates dans I'environnement naturel. La présence excessive de ces ions minéraux peut
étre néfaste pour la vie des poissons et perturber la production d'eau potable. Les végétaux
aquatiques consomment ces substances, ce qui accélere leur prolifération anarchique et
entraine une diminution de I'oxygéne en inhibant la photosynthése dans les parties les plus
profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes [56].

b) La perte d'oxygene.

Quand des quantités considerables de matiere organique sont introduites dans
I'environnement aqueux par des rejets occasionnels, les mécanismes naturels de régulation
ne peuvent plus compenser la consommation d'oxygéne par les bactéries. Les micro-
organismes dégradent seulement 7 a 8 mg de matiere organique pour consommer I'oxygeéne
présent dans un litre d’eau [57].

c) Ton, turbidité, parfum

La présence de matieres organiques dans les cours d'eau entraine I'émergence de golts
désagréables, de prolifération bactérienne, d'odeur pestilentielle et de colorations
anormales, étant donné que 1'ceil humain pouvait percevoir une coloration a partir de 5x10-
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6 g/L. Outre leur aspect visuellement désagréable, les colorants ont la capacité de perturber
la transmission de la lumiére dans I'eau, entravant ainsi la photosynthese des plantes
aquatiques [58].
1.1.4.2. Risques a moyen terme.
a) Continuité

Les colorants organiques synthétiques sont des substances qui ne peuvent pas étre
purifiées par des processus de dégradation biologique naturels [59]. Leur réactivité
chimique est étroitement liée a cette persistance. De cette maniere,

v’ Les composés insaturés ont une persistance inférieure a celle des composés saturés,

v" Les alcanes ont une persistance inférieure a celle des aromatiques,

v' La persistance des aromatiques augmente avec le nombre de substituants,

v Tandis que les substituants halogénes augmentent la persistance des colorants plus

que les polymeéres alkyles.

b) Accumulation biologique

En l'absence de mécanismes spécifiques, soit pour empécher la résorption d'une
substance, soit pour I'éliminer une fois qu'elle est absorbée, cette substance s'accumule.
Les especes situées au sommet de la chaine alimentaire, dont I'homme, sont exposees a des
concentrations de substances toxiques pouvant étre jusqu'a mille fois supérieures a celles

initiales dans I'eau [60].

C) Le cancer

La majorité des colorants ne sont pas directement toxiques, mais une partie importante
de leurs métabolites I'est. Aprés la dégradation de la molécule initiale en sous-produits
d'oxydation, ils ont des effets mutagénes, tératogénes ou cancérigenes : amine cancérigene

pour les azoiques, leuco dérive pour les triphénylméthanes [61].

d) Des résidus de chloration (Sous-produits de chloration)

Les microorganismes pathogénes sont eliminés par le chlore qui réagit avec la matiére
organique pour produire des trihalométhanes (THM) pouvant atteindre des centaines de
mg/L. Chez I'homme, les sous-produits de chloration sont a I'origine du cancer du foie, des

poumons, des reins et de la peau [60].
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I11.1. Introduction :

Ce chapitre présente les caractéristiques physico-chimiques du colorant étudié, Rouge

de Congo, ainsi que les méthodes de caracterisation de type de Biomasse.

111.2. Objectif de travail :
Notre travail est d’étudier la capacité de biosorption de rouge de Congo en utilisant la

biomasse algale (la Spiruline).

111.3. Matériels et méthodes

II1.3.1. Matériels biologiques

Dans cette étude, nous avons utilisé l'algue bleue verte, Arthrospira platensis, qui fait
partie de la classe des cyanobactéries.

Le laboratoire de la faculté des sciences de biologie de I'Université de YAHIA Farés
(Médéa) a gracieusement offert la souche en culture dans des flacons de 500 ml, dans des
conditions de culture bien précises.

La souche, originaire de la wilaya de Tamanrasset en Algérie, a été cultivée dans un
environnement de culture enrichi en minéraux pour favoriser sa croissance, dans des
flacons de 500 ml, maintenus dans des conditions d'éclairage, de température et de débit
d'air similaires. On garantit un éclairage constant grace a une lampe fluorescente blanche.
On maintient la température a une valeur idéale de 32°C (x1°C) en utilisant des
thermostats réglables. Le barbotage d'air est utilisé pour stimuler les cultures en utilisant

des pompes a air avec un debit de 19 L/h.

II1.3.2. Culture de la spiruline au laboratoire

On obtient la quantité de Spiruline requise pour I'étude en ajoutant gquotidiennement
une petite quantité de culture pure de 100 ml. Ainsi, de petits volumes de milieu de culture
sont ajoutés quotidiennement les uns aux autres jusqu'a ce qu'un volume adéquat soit
obtenu pour effectuer les étapes expérimentales (figure 111.1).

Pour préserver la qualité des souches, il est nécessaire de les repiquer tous les quinze
jours. Effectivement, cette période de repiquage est parfaite pour préserver la culture toute
jeune avec un fort potentiel de transmission. Le repiquage est utilisé pour doubler une

souche mere afin d'obtenir deux souches filles : une souche fournira une offre de souche
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meére au bout de quinze jours, tandis que l'autre souche fille permettra une éventuelle mise
en place d'une culture [61].

La période de latence est causée par l'ajustement des cultures avant une reprise de la
progression. L'age de la culture entraine une phase de latence plus longue, ce qui rend

pertinent de repiquer la souche pendant la phase exponentielle.

Fig.IIL.1 : Développement de la spiruline dans des conditions expérimentales.

II1.3.3. Mateériel non biologique :

I11.3.3.1. Appareillage et produits utilisés

Appareillage Produits
3 types de Centrifugeuse Rouge de Congo
Etuve (memmert) Ethanol
Micropipette 100 -1000 Ul L’acide sulfurique
PH metre Hydroxyde de sodium (NAOH)
Balance Bradford
Spectrophotometre UV-1600 PC L’eau ultra pure
Congélateur Eau distillé
Vortex /
Les tubes a essai /
Bain marie (memmert) /
Microtube Eppendorf safe /
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111.3.3.2. Préparation de milieu de culture

Les cultures sont mises en place dans un environnement artificiel décrit par Zarrouk en
1966. Ce milieu renferme tous les nutriments qui pourraient étre ingérés par Arthrospira
platensis a des concentrations bien supérieures a celles nécessaires a [62].

Le pH du milieu de culture testé est corrigé en ajoutant du NaOH. Il est conservé a

’abri de la lumiére, sa composition est donnée dans le tableau (111.2) ci-dessous :

Tableau.l.2 Composition chimique du milieu Zarrouk [11].

Composition Concentration (g.L™?)
NaHCOs3 16.80
K2HPO4 0.50

NaNO3 2.50
K2SO4 1.00
NaCl 1.00
MgSOx (7H:0) 0.20
CaCl; 0.04
FeS04(7H:0) 0.01
EDTA 0.08

A 1 L de la composition mentionnée précédemment, 1 ml de chaque solution d'oligo-

éléments As et B a été ajouté.

Tableau II1.3 : composition chimique de la solution A5 [11].

Oligo-éléments Concentration (g.L™)
H3BO3 2.86
MnCl2.4 H.O 1.81
ZnS0O3 0.22
CuSO4 0.08
MoOs 0.01
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Tableau II1.4 : Composition chimique de la solution B6 [11].

Oligo-éléments Concentration (g.L™)
K2Cr (S04)4.24 H,0 960.10*
NiSO4.7H.0 478.10*
Ti2 (SOq) 400.10*
NHz VO3 229.10*
Naz WO4 179.10*
Co (NOz3)2.6H20 44.10*

Figure II1.2. Milieu de culture (ZARROUK)

111.4. Rouge de Congo

En 1884, un chimiste allemand, BOTTIGER, a découvert le Rouge Congo (RC), qui a été
employé pour la coloration des textiles, du papier, du plastique, etc. La coloration des
cellules éosinophiles, des dépbts pathologiques de protéines, des cellules des muqueuses
gastriques, de la kératine, des os embryonnaires, du cément des jeunes dents, des parois
cellulaires d'algues filamenteuses, des polysaccharides... a également été utilisée
rapidement en histologie avec un grand succes.

Ce colorant appartient a la catégorie des colorants polyazoiques car il contient deux
chromophores de type azoique, c'est-a-dire composés chacun de deux atomes d'azote

doublement liés et différentierent substitués.
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111.4.1 Caractéristiques physico-chimiques Du colorant Rouge de Congo (RC)

Le colorant :« Rouge de Congo » utilisé au cours de cette étude posséde les
caractéristiques suivantes :

» Grande solubilité dans I'eau.

» Faible tension de vapeur, voire nulle.

» Analyse par spectrophotometre UV-visible.

Figure II1.2 : Rouge de Congo en poudre

L’ensemble des caractéristiques de Rouge de Congo sont rassemblées dans le tableau ci-

dessous :
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Tableau (IIL.5) : Principales caractéristiques physico-chimiques du Rouge Congo [63,65]

Nom Rouge de Congo (RC)
Famille Colorants directs
Formule brute C32H22NsNa206S:
Appellation chimique The sodium Salt of benzidinediazo-bis-1-naphtylamine-
4-sulfonic Acid
Masse molaire (g/mol) 696.66 g/mol
Amax 500 nm
Structure
Q.9
— S—o0~Na*

HN =
Solubilité dans I’eau Elevée
Utilité Textile
Tension de Vapeur Faible

111.4.2: Préparation de la solution mére de rouge de Congo :

Le colorant rouge de Congo que nous avons employé possede une masse molaire de
696,665 g/ mol et une pureté de 99,99%, selon les criteres de sigma Aldrich. La formule
chimique de ce produit est la suivante : C3z2H22NsNa206S2 [63,65].

Les étapes suivantes ont été suivies pour préparer la solution mére concentrée de 1 g/l dilué

dans 250 ml de milieu Zarrouk
Ajouter 0.25 g de rouge Congo a un bécher de 250 ml, ajusté avec le milieu Zarrouk, puis

agiter pendant 15 minutes.
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Figure II1.3 : représente la solution de mere de Rouge de Congo

111.4.3. Etablissement du courbe d'étalonnage :

La courbe d’étalonnage qui représente la variation de 1’absorbance en fonction de la
concentration en colorant a été établie a une valeur Amax = 530 nm en utilisant un
spectrophotométrie UV-visible ((UV-120-02), de type Helios Gamma) pour une série de
solutions de concentrations connues obtenues par dilution a partir d’une solution mere (Co=
100 mg. L ™). La courbe d’étalonnage établis a partir des solutions diluées du colorant sur
la base de la longueur d’onde indiquée, montre (figure III-2) une bonne linéarité et la

possibilité d’analyser ce colorant par cette méthode. La loi de Beer-Lambert, est respectée

ainsi.
1.2 v =0,0222x +0,0112
RZ=0,9995
1 -
E 08 -
3
& 0,6
=
[=]
4 0,4
{ ¢l
0,2
o T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Rouge de congo en mg/fL

Fig. 111.1. Courbe d’étalonnage du Rouge de Congo a 530 nm
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111.4.4 : Méthodes de dosage par spectroscopie UV-Visible

Nous avons utilisé un spectrophotomeétre qui permet de mesurer directement les densités
optiques. Les tests sont réalises a l'aide d'un spectrophotomeétre (UV-1600PC), de type
Helios Gamma, qui est piloté par un ordinateur. On obtient directement les longueurs

d'onde maximales en utilisant un balayage automatique entre 200 et 800 nm.

Figure IIL.4 : représente un spectrophotometre (UV-1600PC)

111.5. Description des essais de biosorption de Rouge de Congo par la spiruline

Les essais de biosorption du colorant (Rouge de Congo) sur la biomasse (Arthrospira
platensis) ont été réalisé dans des tubes de 15 ml. A cet effet, un volume de 15 ml d’une
solution de colorant de concentration connue est mis en contact avec une masse déterminée
de biomasse et I’ensemble est porté¢ en agitation. A la fin des essais, les échantillons sont
filtrés puis analysés par spectrophotométrie UV-visible.

Les essais d’¢élimination du Rouge de Congo ont été menées en appliquant la méthodologie
de plans d’expériences ou I’influence de différents parameétres (concentration de biomasse,
temps de contact et concentration initiale en colorant) sur la capacité de biosorption de la

biomasse a été étudiée.
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I11. 6. Méthodologie des plans d’expériences
I1.6.1. Introduction

De facon traditionnelle, un chercheur réalise des expériences de facon séquentielle en
modifiant les parameétres successivement. Ce processus apporte des résultats, mais il
demande la réalisation d'un grand nombre d'expériences. Afin de résoudre ce probleme, il
est nécessaire d'adopter une approche méthodique lors de la réalisation des essais.

L'objectif de la méthode des plans d'expérience est de structurer de maniére
économique et rationnelle une expérience qui repose sur divers parameétres. Cette approche
garantit la qualité des résultats de I'expérience tout en fournissant le maximum de données
pour un nombre réduit d'expériences a effectuer [66].

Afin d'exploiter les plans d'expériences, il sera nécessaire d'adopter une méthodologie.
Cette méthode se déroule en suivant les étapes suivantes [67, 68] :

» Formaliser le probléme.

» Planifier.

» Expeérimenter.

» Analyser les résultats.
» Améliorer la réponse.

I11.6.2. Vocabulaire

I11.6.2.1. Facteur
Les facteurs correspondent aux variables que I'on souhaite analyser et qui sont censées

influencer le systeme. Ils peuvent varier en termes de quantité ou de qualité, de continuité
ou de discrétion, de contréle ou de non-contrdle [69].

I11.6.2.2. La réponse

Une reponse expérimentale est une réaction quantifiable que l'on constate lorsqu'on
modifie les parametres étudiés. Plusieurs réponses expérimentales peuvent éventuellement
décrire un phénomene [70].

I11.6.2.3. Matrice d’expérience

Contréle d'une variable naturelle qualitative ou quantitative. Les facteurs sont restreints par
deux niveaux, le bas (bas) et le haut (haut). Le niveau inférieur est représenté par le signe

(-1) et le niveau supérieur par le signe (+1) [71].
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I11.5.2.4. Effet d’un facteur :

L’effet d’un facteur X correspond a la variation de la réponse Y lorsque X passe d’une
valeur au niveau (-1) a une autre valeur au niveau (+1), comme indiqué sur la (figure IlI.
6). Graphiquement, plus I’inclinaison est forte, plus 1’effet est important, et cela donne déja

des Indications.

Réponse Y

A

Y2 beceegecccceccccccece e
Effet global
Vit -

» Facteurx

-1 +1

Figure I11.6 : Illustration de I’effet d’un facteur
II1.6.2.5. Interaction
La dépendance d'un facteur a la valeur prise par un autre facteur est connue sous le nom
d'interaction. Sur un diagramme (Figure 111.4), cette interaction se manifeste par le fait que
les deux droites ne sont pas paralléles. A mesure que les droites s'¢éloignent de la paralléle,
le degré d'interaction augmente.

Y -~ Y -~ Y >

i

' Xa
X5 X 5 i
i i
1 :

X X" 9 : X2"
i :
i 1

> H > >
X4 Xy X X pio X X X" X
Absence d’interaction Faible interaction Forte interaction

Figure III .7: Illustration d’une interaction

I11.6.3. Technique d’analyse :

I11.6.3.1. Analyse de la variance :

L'ANOVA joue un réle crucial dans la détermination de la signification d'un effet ou d'un
modele mathématique. Le calcul de I'écart total entre les différentes mesures Yi du plan

d'expériences et la moyenne de ces mesures est le principe de I'analyse de la variance [72].
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I11.6.3.2. Probabilité P :

La valeur de P est la statistique la plus significative dans le tableau de I'analyse de la
variance. La valeur de cette valeur ne peut étre comprise qu’entre 0 et 1. Si la valeur est
inférieure a 0,05, on peut conclure que I'effet est important, tandis que si elle est inférieure
a 0,01, on peut conclure que le facteur est tres important.

I11.6.3.3. Coefficients de détermination (R?) :

Le coefficient de détermination R? est défini comme la proportion des variations de la
réponse expliquée exclusivement par le modéle. Le R? représente donc une évaluation de la
qualité du modeéle, avec des valeurs allant de 0 a 1. Si la valeur est proche de 1, le modeéle
permet de retrouver les valeurs des réponses mesurées. Si elle est nulle, le modele ne
donne aucune explication.

111.6.4. Méthodologie de surfaces de réponses (RSM)

La méthodologie de surfaces de réponses constitue le 2°™ volet de la méthode des
plans d’expériences. Cette méthode vise a déterminer d’une fagon quantitative les
variations de la fonction réponse vis-a-vis des facteurs d’influence significative. Les plans
pour surfaces de réponse permettent d’établir des modeles mathématiques du second degré.
IIs sont utilisés pour les variables continues.

Dans notre étude nous avons considéré I’influence de trois facteurs (Concentration de
la biomasse, le temps de contact et la concentration du colorant, RC) sur I’efficacité
d’¢élimination en utilisant 1a méthodologie de surfaces de réponses a 1’aide du logiciel
Design Expert, version 13.

I11.7. Tests biochimiques

111.7.1. Détermination des teneurs en chlorophylle :

Pour déterminer la chlorophylle a et b et les caroténoides totaux, nous avons utilisé une
méthode modifiée de wellburn. En bref, Iml de culture d’algue a été centrifugé a 12000
tr/min pendant 5Smin.les surnageant ont été¢ €liminés et 1ml d’éthanol a été ajouté aux
pastilles et incubé a 60°C pendant 50 min dans un bain-marie. Les lysats ont été clarifiés
par centrifugation a 10000 tr/min 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 [73].
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111.7.2. Détermination des teneurs en glucides et EPS

Les teneurs en glucides solubles et des EPS du micro algues 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’eau ultra pure et maintenues dans un bain-marie
bouillant pendant 2h pour extraire les sucres solubles. Le surnageant clair (0.5ml) aprés
centrifugation (4800g, 15min) a ét¢é mélangé avec de I’acide sulfurique concentrique
(1.5ml), (Vonshak, 1997). L’absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 540 nm

par rapport a un blanc approprié et 1’eau ultra pure été¢ utilisé comme étalon [74,75].

111.7.3. Détermination des teneurs en protéine :

La guantification des protéines de contenu cellulaires a été déterminée par la méthode de
Bradford [24], les concentrations en protéines mesuré & 595 nm en utilisant une courbe
standard d'albumine sérique bovine tracée. Pour l'extraction des lipides cellulaires de
Cultures d'A. platensis (Bradford, 1976). La fraction protéique de micro algue a été
obtenue a par 5Sml d’une suspension de culture centrifugeuse réfrigérante (5000 tr/min
pendant 30 min, 4C-), 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 réactif de Bradford.

L'absorbance a ét¢ mesurée a 595 nm apres avoir mélangé 1’échantillon [76].
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1. Introduction

Dans ce chapitre on présente les résultats obtenus concernant I'élimination de Rouge
Congo par la spiruline. Cette étude a été menée en fonction des parametres suivants : la
biomasse algale, le temps de contact, la concentration de polluant, et I’intensité de lumiére.

IV.2. Résultats d’élimination de Rouge de Congo

IV.2.1. Construction du plan d’expériences :

Dans ce travail nous avons choisi le plan central composite design (CCD) pour la
conduite de cette étude. Ce choix est notamment motivé par le faible colt demandé : Les
quatre facteurs retenus pour le plan CCD (Tableau IV.1) sont la concentration en biomasse
(A), I’'intensité de la lumiere (B), la durée (C) et la concentration de Rouge de Congo (D).

Tableau (IV.1) : Facteurs et intervalles de variation

Variables réelles Unité Variables | Niveau bas | Point central | Niveau haut

-1 0 +1
codées

A : Concentration g/L X1 1 1,5 2

en biomasse

B : ’intensité de la Lux X2 3000 5000 7000

lumiére

C : ladurée Jours X3 1 2 3

D : Concentration mg/L X4 10 20 30

de RC

I1V.2.2. Rendement d’élimination du Rouge de Congo (RC)

Pour calculer le rendement d’élimination de RC (RE, %), on applique la formule suivante :

C{J_Ce

RE(%):[ ]xmo TSRO RUOTORRRURRRORN ¢ 4 ‘2% §

0
Avec :

Co : concentration initiale de solution de RC en (mg/I).
Ce : concentration de solution RC résiduelle en (mg/l).

IV.2.3. Matrice d’expérience

Le plan central composite design (CCD) pour quatre facteurs, composé de 29 essais
dont six au centre du domaine (essais 17, 19, 22, 26, 27 et 28) et la réponse expérimentale

(rendement d’élimination de Rouge de Congo) est représenté ci-aprés (Tableau 1V.2).
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Tableau (IV.2) : Matrice d’expériences fourni par le plan CCD

[EXP | A:Biomasse | B:lIntensitt | C:durée |D:Conc (RC)| R
‘ H g/L H Lux H Jour H mg/L H %
1| 2 [ 7000 [ 1 | 10 | 518
2 | 1 [ 7000 [ 1 I 30 | 5.15
| 3 | 15 | 5000 [ 4 | 20 || 427
|4 | 1 [ 3000 [ 1 I 10 | 3.18
| 5 | o5 | 5000 [ 2 | 20 | 2.27
o] 2 | o | s | ®m | w
7 | 1 [ 3000 [ 3 I 30 | 5.15
| 8 | 1 [ 3000 [ 3 [ 10 | 1136
9 | 1 [ 7000 [ 1 I 10 | 5.91
| 10 | 2 [ 3000 [ 3 | 10 | 4727
|11 | 2 [ 3000 [ 1 I 10 | 40
| 12 | 2 [ 3000 [ 3 | 30 | 55.3
| 13 | 2 [ 7000 [ 3 | 10 | 7409
| 14 | 2 H 3000 | 1 | 3 | 98
| 15 | 15 | 5000 [ 0 I 20 | 4.32
|16 | 15 | 1000 | 2 | 20 | 1636
|17 | 15 | 5000 [ 2 | 20 || 1272
| 18 | 2 H 7000 | 1 | 30 | 14.7
|19 | 15 | 5000 | 2 | 20 | 1272
20 | 15 | 5000 | 2 | 40 | 1477
|21 | 1 H 7000 | 3 | 3 | 1363
| 2 | 15 | 5000 [ 2 | 20 | 1272
| 23 | 15 | 9000 [ 2 | 20 | 1023
|24 | 25 | 5000 [ 2 | 20 | 6818
(] 1 | ww | 1 | w®m | s
| 26 | 15 | 5000 [ 2 | 20 | 1272
|27 | 15 | 5000 [ 2 | 20 | 1272
|28 | 15 | 5000 | 2 | 20 | 1272
| 29 | 1 | 7000 | 3 | 10 | 29.09
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IV.3. Modélisation en surface de réponse (RSM)

La modélisation de surface de réponse (RSM) est un outil de modélisation pour
I’explication et I’estimation de la réponse et de I'influence de I’interaction entre les
facteurs. Pour mettre en ceuvre la méthodologie de surface de réponse (RSM), nous avons
utilisé le logiciel de plan d’expériences, Design Expert (version 13). C’est un logiciel de
traitement qui comprend plusieurs fonctionnalités. Il prend en charge les calculs d’analyse
de la variance, les comparaisons des résultats statistiques et le tracage des graphes iso-
réponses et surface de réponses.

IV.3.1. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en trois étapes.
v' L’analyse de la variance (ANOVA),
v" L’analyse des résidus

v" L’étude des coefficients du modeéle,

Tableau 1V.3. Analyse de la variance ANOVA pour le modéle rendement d’élimination de
RC

Source Somme DL Moyenne Valeur de F Valeur de p
des carrés des carrés
1294922 14 924.94 14.64 <0.0001S
A: Concentration en 7223.85 1 7223.85 114.31 <0.0001s
B : l'intensité de la 23450 1 234.50 3.71 0.0746 NS
lumiere
254369 1 2543.69 40.25 <0.0001S
55346 1 553.46 8.76 0.0104 S
52.93 1 52.93 0.8375 0.3756 NS
509.63 1 509.63 8.06 0.0131$
11406 1 114.06 1.80 0.2005 NS
14508 1 145.08 230 0.1520 NS
I s 1 59.75 0.9455 0.3474 NS
14689 1 146.89 232 0.1496 NS
979.94 1 979.94 15.51 0.0015S
P 896 1 8.96 0.1417 0.7122 NS
26221 1 262.21 4.15 0.0610 NS
P 28561 1 285.61 4.52 0.0518S
884.75 14 63.20 R? = 0,9360
RZAjusté = 0,8721

S : Significatif ; NS : Non Significatif
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V1.3.1.1. Analyse de la variance (ANOVA)

Pour expliquer I’effet des parametres opératoires sur le rendement d’élimination de
Rouge de Congo, I’analyse de la variance est nécessaire. Les résultats de 'ANOVA
présenté dans le tableau 1V.3, montre que le modéle quadratique proposé est
statistiquement tres significatif a un niveau de confiance de 95% et une valeur de F =14,64
correspond a une probabilité¢ P < 0,0001. D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que
le modele de régression semble modéliser correctement le rendement d’élimination de
Rouge de Congo avec un coefficient de détermination R? = 0,9360. C’est-a dire que
seulement 6 % des variations ne sont pas expliquées par le modele. De plus, une valeur de

R2ajuste = 0,8721, confirme la bonne significativité du modéle.

V1.3.1.2. Analyse graphique

La figure 1V.1 illustre la comparaison entre les valeurs prédites et les valeurs
expérimentales pour le rendement d’élimination (R, %) du RC. L’analyse des résultats
montre que la plupart des valeurs se situent prés de 1’axe diagonal, ce qui montre que le
modele trouvé représente de facon satisfaisante les rendements d’éliminations

expérimentales du RC.

80 —

60 —

40

Predicted

20 —

-20 —

-20 0 20 40 60 80

Actual

Figure. IV.1. Valeurs prédites en fonction des valeurs expérimentales du rendement
d’¢limination de RC
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Figure. IV.2. Probabilité normale des résidus du rendement d’¢élimination (R, %) de

RC.
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Figure 1V.3. Diagramme de perturbation des variables de décision
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Notre logiciel de plan d’expériences (Design Expert, 13) a fourni un autre diagramme,
appelé graphique de probabilité normale (figure 1V.3). Sur ce graphique on observe que les
données résiduelles forment une ligne droite, ce qui montre que la distribution est normale.

La figure 1V.3 présente le diagramme de perturbation de toutes les variables de
décision sur la réponse (R, %). Une comparaison des effets de toutes les variables confirme
I’analyse d’ANOVA que la concentration de la biomasse (A) et la durée de contact (C) ont
un effet plus significatif par rapport aux autres variables. D’autre part, la concentration du
RC a un effet négatif sur le rendement d’¢élimination du RC.

1VV.3.2. Equation de régression du modeéle quadratique :

R(%) = 1272 + 17.35 X1 + 3.13 X2 +10.30 X3 -5.68 X4 + 1.82 X1 X2 + 5.64 X1 X3 — 2.67
X1 Xa +3.01 X2 X3-1.93 X2 X4 +3.03 X3 Xa + 6.06 X12+0.58 X2 +3.14 X32 +4.23 X4?

L’analyse des coefficients de régression estimés pour le modéle prédictif impliquant 4
facteurs principaux (A, B, C, D) et leurs interactions est effectuée pour comprendre
lI'impact de différents paramétres sur la réponse d'intérét (rendement d’élimination du RC).
De plus, les coefficients du modele de signe positifs ont un effet synergique sur le
rendement d’élimination du RC et les coefficients avec des signes négatifs ont un effet

antagoniste sur le rendement d’élimination du RC.

» Facteur A (Concentration de Biomasse) : C'est le facteur ayant le plus fort impact
positif (17.35) sur la variable de réponse. Cela indique que l'augmentation de la
biomasse a un effet bénéfique important sur la variable prédite.

» Facteur B (Intensité de la lumiere) : Ce facteur a aussi un effet positif mais plus
modéré (3.13) par rapport & la biomasse. Une augmentation de I'intensité semble
donc améliorer la variable de réponse, mais dans une moindre mesure.

» Facteur C (Durée de contact) : Comme la biomasse, la durée a un impact positif
substantiel (10.30) sur la variable prédite. Prolonger la durée du processus semble
donc étre un levier intéressant.

» Facteur D (Concentration du RC) : Contrairement aux autres, ce facteur a un
effet négatif (-5.68) sur la variable de réponse. Augmenter la concentration aurait

donc un impact défavorable.
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IV.4. Etudes des effets des principaux facteurs sur le rendement d’élimination du RC
IV.4.1. L’effet de ’intensité lumineuse et la durée de contact

Les résultats obtenus de I’analyse de la variance (ANOVA) montrent que 1’interaction
entre les deux variables (B, C) est non significative. Le rendement d’élimination augmente
avec ’intensité lumineuse et la période de contact avec un maximum d’élimination de 34%
Les résultats ne sont pas en accord avec celle décrite par Samar El-Mekkawi [77] qui

montre une meulier élimination & temps de traitement courte. (Figure 1V.4).

_RE (%)

25

C: Durée de contacte (jour)

3000 4000 5000 6000 7000

B: Intensité lumineuse (Lux)

80

40

20

RE (%)

2
C: Durée de contacte (jour) . 4000 B: Intensité lumineuse (Lux)

1 3000

Figure IV .4. L’effet de I’intensité lumineuse la durée de contact.
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I1V.4.2. L’effet de 1a concentration de la biomasse et la durée de contact

Les résultats de I’ANOV A montrent une interaction positive entre les deux variables
concentrations de biomasse et la durée de contact (A et C). L’efficacité d’élimination de
RC augmente en fonction du temps de contact et la concentration de la biomasse c’est-a-
dire 3 jours et 2g/L respectivement pour une meilleure élimination. Nous constatons que le
rendement d’¢élimination de RC Par la biomasse ¢a prend beaucoup de temps (plus de 03

jours) en parallele de concentration de la biomasse. (figure IV.5).

RE (%)

25

C: Durée de contacte (jour)

RE (%)

2

C: Durée de contacte (jour)

Figure IV.5: L’effet de temp de contact sur le RC.
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1V.4.3. L’effet de I’intensité lumineuse et la concentration de biomasse sur (RE)

La figure IV.7 montre que le rendement de [I’élimination de RC augmente
proportionnelle avec la concentration de biomasse avec un rendement maximum de 40.5%
a 2 g/l de biomasse et I’intensité(lux) 7000. Cela signifie que plus on augmente la

concentration de biomasse et 1’intensité, plus I’efficacité.
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Figure IV.7 : Effet de I’intensité lumineuse et la concentration de biomasse sur le RE
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1V.4.4. Effet de I’intensité lumineuse et la concentration de RC sur le rendement RE :
La figure IV.8 montre que le rendement de 1’élimination de RC augment lorsque la

concentration de RC est de 10 mg/L, plus I’intensité¢ est forte (7000 lux). Avec un
rendement maximum.

D: Concentration du RC (mg/L)

RE (%)

30

20 5000

D: Concentration du RC (mg/L) B: Intensité lumineuse (Lux)

Figure IV.8 : L’effet de I’intensité lumineuse et la concentration de RC sur le RE.
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IV.4.5. Effet de la concentration de RC :

La figure 1V.9 présente I’effet de concentration de biomasse et la concentration de polluant
sur le taux d’élimination de RC. Le rendement maximum d’élimination de RC est obtenu
pour une concentration élevée de la biomasse et a faible dose de polluant, plus que la
concentration de RC est €levée, plus le rendement d’¢élimination est faible. Les résultats

obtenus sont controverse de celle Fadli soumya et Abbadeni kawther (2018) [78].
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Figure IV.9 : L’effet de 1a biomasse et la concentration de RC sur le rendement RE.
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VLS. Processus d’optimisation :

L’utilisation du modéle mathématique de deuxieme degré précédemment établi pour
I’étude de I’élimination de rouge de Congo permet d’accéder a la combinaison des quatre
facteurs opératoires conduisant au rendement d’élimination optimale. Cet optimum est
obtenu soit par optimisation graphique (tracé des courbes iso-réponses et surfaces de
réponses), soit par une optimisation numérique a I’aide de la fonction de désirabilité.

Dans notre étude nous avons opté a une optimisation numerique réalisée par le logiciel de
plan d’expérience Design Expert V 13. Le plan optimal désiré pour obtenir un rendement

d’¢élimination de RC maximal est donné dans la figure 1V.10.

1 2 3000 7000
A:Biomass = 1.99819 B:Intensité = 6985.11
1 3 10 30
Cdurée = 299217 D:Conc(RC) = 10.2219
2.27 74.09
Rend = 74.4753

Figure 1V.10 : Processus d’optimisation
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IV.6. L’influence de la lumiére sur la composition biochimique de la biomasse algale

Hu & Richmond, 1996 [79] ont indiqué que lorsqu'on utilise une densité de population
optimale, il est possible d'approcher des valeurs théoriques substantielles de productivité
photosynthétique et ce, par combinaison d'un trajet lumineux S/V court et un taux
d'agitation vigoureux.

Le taux en protéine et le contenu cellulaire en glucide se sont révélés dépendants des
variations de I’intensité lumineuse. On suit la réponse de productivité en fonction de
I'intensité lumineuse (figure. IV.11), les taux de croissance et la productivité de la
biomasse se sont révélés dépendants des variations de facteurs appliqué. L’intensité
lumineuse 3000-7000 lux En effet, de I’intensité lumineuse permet une nette amélioration
de contenus cellulaire en protéine et en glucide. 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 a 50000 lux [80].

Hu & Richmond, 1996[81] ont indiqué que lorsqu'on utilise une densité de population
optimale, il est possible d'approcher des valeurs théoriques substantielles de productivité
photosynthétique et ce, par combinaison d'un trajet lumineux S/V court et un taux
d'agitation vigoureux. A 3000 lux ; les faibles teneurs en protéine et en hydrate de carbone
intracellulaire a par une mauvaise pénétration de la lumiére dans les profondeurs du PBR
ou le phénomene de photo-limitation [82]. La chute de taux de protéine et de glucide peut
s’expliquer par l'effet trés important d'auto-ombrage a faible intensité lumineuse. Dans ces
conditions on peut interpréter cet effet par le métabolisme cellulaire qui bascule de la
photosynthése vers I'hétérotrophie et la respiration cellulaire, lorsque la lumiére devient
limitante [82].
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Figue. IV.11 : ’effet de la lumiére sur les contenus de la biomasse en protéines et en

glucide en %
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Pour des valeurs d’éclairage supérieure 5000 lux on constate une réduction de taux de
protéine de de glucide supérieur de 61.75 et 48.53 % respectivement, ce la peut étre

I’interpréter par la photolyse de biomasse et lyse cellulaire 7000 lux.

IVV.7. Composition de spiruline en chlorophylle

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

L'estimation quotidienne des teneurs en chlorophylle et phycocyanine dans une biomasse
est exploitée dans les productions phototropiques des cultures et servie comme des signaux
d'avertissement, qui doivent étre connus le plus tdt possible a fin d'éviter une réduction
significative de la productivité, dans certains cas peuvent aboutir a la perte de la culture
dans quelques jours. [83]

Les résultats obtenus sur les taux en chlorophylle durant la fermentation de biohydrogene
sont résumés dans la figure VV1.12. A travers les résultats on constate que lorsque I'intensité
lumineuse diminue, la teneur en chlorophylle de biomasse augmente. L’effet est bien
remarqué avec la culture la plus dense 3 g/l, ce résultat concorde avec celle décrite par
Vanshak et ses collaborateurs (1993, 1996) [83,84]
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Figure IV.12: Taux de chlorophylle en fonction de I’intensité lumineuse
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Figure IV.13 : ’effet de I’intensité lumineuse sur le taux des exo polysaccharide (EPS)
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Conclusion Générale

Dans notre étude, nous avons réalisé une analyse approfondie de I'élimination du polluant
rouge du Congo en utilisant la biomasse algale spiruline. Tout d'abord, nous avons congu
un plan d'expériences pour examiner les effets individuels de la concentration de biomasse,
de la durée de contact, de l'intensité de la lumiére et de la concentration de colorant, ainsi
que leurs interactions sur I'efficacité de I'élimination du polluant.

En contrdlant ces paramétres de maniére systématique, nous avons pu observer comment
chacun influence I'élimination du polluant. Nos résultats ont montré que la concentration
de biomasse et la durée de contact étaient les facteurs les plus significatifs, avec des
niveaux plus élevés de ces deux paramétres conduisant a une meilleure élimination du
polluant. L'intensité de la lumiére a également joué un rdle important, avec une
augmentation de I'efficacité de I'élimination a des niveaux d'intensité plus élevés.

De plus, nous avons constaté des interactions complexes entre les différents paramétres, ce
qui souligne lI'importance de considérer I'ensemble du systeme lors de I'optimisation des
conditions de traitement. Par exemple, une concentration de biomasse élevée pourrait
compenser une durée de contact plus courte dans certaines conditions, tandis que dans
d'autres, une combinaison spécifique de parametres pourrait étre nécessaire pour
maximiser I'élimination du polluant.

En intégrant ces résultats, nous avons pu proposer des recommandations pour optimiser le
processus d'élimination du polluant rouge du Congo par la biomasse algale spiruline. Ces
conclusions offrent des perspectives précieuses pour le développement de méthodes de
dépollution efficaces et durables, tout en soulignant la nécessité de recherches futures pour

explorer davantage les mécanismes sous-jacents et affiner les techniques de traitement.
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