Chapitre II                                     production biotechnologique de la biomasse

II.1   Conditions de croissance :
II.1.1  Besoins nutritifs :
         Le développement d’un micro-organisme nécessite la présence dans le milieu d’une source d’énergie. Ainsi que tous les éléments nécessaires aux biosynthèses. Les besoins nutritionnels sont très variables chez les différentes espèces microbiennes. Certains peuvent se développer à partir des éléments uniquement minéraux, ou les appelles autotrophes.         

         D’autre ont un besoin nutritif obligatoire d’au moins une substance organique servant de      source d’énergie on les appelle hétérotrophes.

         Le nombre de substrats organiques utilisables est variable selon les espèces et dans tous             les cas les éléments nécessaire sont C, O, H, N en quantité importante P et S en quantité plus faible et enfin des oligo-éléments (Ca, Co, Cu, K, Mg, Mn, Na,……..) en quantité très faible.

         Pour qu’un milieu permette le développement d’un microorganisme.il doit donc contenir tous les éléments nécessaires à sa nutrition et de plus sous une forme utilisable par le microorganisme.

         Lorsqu’un hétérotrophe ne nécessite la présence que d’une seule molécule organique, il est dit phototrophes : à partir de cette molécule et d’élément minéraux, il est capable de réaliser toutes les synthèses nécessaires.

         Dans le cas contraire, la croissance dépendra de la présence dans le milieu des molécules dont la synthèse est impossible : il y a auxotrophe et les molécules incriminées (acide aminés, vitamines, acides gras, nucléotides…) sont appelées facteurs de croissance (Scriban, 1999).
II.1.2  Conditions physicochimiques :
         Outres les exigences nutritives, le développement microbien est sous la dépendance de physicochimique dont la nature varie selon l’espèce.

         Ces facteurs conditionnent également la survie microbienne, pour chaque paramètre  il existe une valeur optimale et de part et d’autre des valeurs (ou des zones) limites pour la croissance, la zone de croissance est naturellement inclus dans la zone de suivie.

         Certains microorganismes ont des exigences particulières, soit de manière obligatoire, soit de manière facultative  (Scriban, 1999).
a) pH :
         Le comportement des microorganismes par rapport au pH est variable. On appelle acidophiles les microorganismes dont le pH optimum se site au dessous de 5.5, de nombreux acidophiles sont facultatifs = les levures et moisissures en font partie  (Scriban, 1999).
b) Température :

         On distingue différentes catégories de microorganismes, les psychrophiles sont capables  de se développer en dessous de 15-20°C, y compris pour certains jusqu’au des températures négatives. (Les psychrophiles obligatoires ne sont pas capables de se développer à 25°C).

         On trouve dans ce groupe de nombreuses bactéries de la flore saprophyte (achromobacter, flavobacteruim, pseudomonas....) et des moisissures (cladosporuim, sporotrichum…).

         Les moisissures, qui comprennent la majorité des microorganismes, se développent entre 15 et 45°C jusqu’à 75-80°C (les thermophiles obligatoires ne sont pas capables de se développer à 37°C).

         On trouve dans ce groupe des bactéries lactiques (lactobacilles, propionibacteruim shermanii). Des bactéries sporulées (clostriduim thermosaccharolyticum, bacillus thermophilus…) et certains champignons (Scriban, 1999).
c) pression osmotique :

         Le développement est souvent la survie d’un microorganisme sont conditionnés par la pression d’une  certaine quantité d’eau libre dans le milieu, cette exigence varie avec les espèces.
         Il existe des microorganismes halophiles, osmophiles ou xérophiles, respectivement résistants à une haute teneur en sel ou en sucre, ou à une faible teneur en eau (Scriban, 1999).
d) rH (ou potentiel d’oxydoréduction) :

         Le facteur dépend de la nature des substances contenues dans le milieu (oxydant ou réducteurs) mais également de l’aération (l’aérobiose ou anaérobiose), le comportement des espèces microbiennes vis-à-vis de ces paramètres est très variable (Scriban, 1999).
e) Activité de l’eau :

         Les conditions optimales de survie et de développement d’un microorganisme nécessitent un milieu contenant une certaine quantité d’eau libre, Cette exigence varie avec les espèces.

         Toute baisse d’activité de l’eau (d’aw) à une incidence négative sur la croissance pour un grand nombre de microorganisme, il y a inhibition pour des aw < 0.97.

         Le stresse osmotique produit une perte d’eau, l’entré dans la cellule de solutés et la synthèse plus ou moins importante d’osmoprotecteurs.

         La nature du soluté joue un rôle sur l’aw = a concentration égale, un sucre et un sel n’auront pas le même effet.

         On appelé xérophiles les microorganismes se développant sur des produit « secs » (quelque moisissures).

         Osmophiles ceux se développant sur des milieux sucrés (zygosaccharomyces rouxili) et halophiles (vibrio), ceux se développant sur les produits salés, on rencontre des genres ayant des besoins facultatifs (genre halotolérantes ou osmotolérants) ou besoins obligatoires, Parmi lesquels des besoins extrêmes (halophiles obligés comme Halobacteruim) (Guiraud, 2003).
II.1.3  Caractère extrémophile : 

         On appelle extrémophiles des microorganismes aptes à se développer dans des conditions physicochimiques extrêmes : pH très acide ou très basique, forte pression osmotique, haute pression, très basses et surtout très haute température……

         Ces microorganismes sont assez répandus dans la nature où ils occupent des niches écologique particulières : zones volcaniques ou thermales, fosses océaniques…….

         Par leurs propriétés exceptionnelles, les enzymes des ces espèces ont des applications industrielles très prometteuses (Scriban, 1999).
II.2   Caractéristiques des divers types de fermentation :
II.2.1  Fermentations discontinues (Batch) :
         Le premier mode de conduite consiste à effectuer une fermentation discontinue, on l’utilise dans le cas de faibles volumes.

         Après avoir remplis le fermenteur de milieu de culture et l’avoir stérilisé, ou bien après avoir stérilisé le fermenteur vide et l’avoir remplis de milieu de culture stérilisé à part, on introduit l’inoculum et on laisse se dérouler la fermentation.

         Durant tout le temps qu’elle dure, on n’introduit pas de milieu de culture, tout au plus un réactif de neutralisation, en quantité suffisamment faible, ou encore un produit antimousse.

         De la même façon, on ne soutire pas la culture tant qu’elle n’est pas terminée, le volume de suspension dans la cuve infiniment mélangée est donc constant ou peut être considéré comme tel et homogène (Scriban, 1999).
II.2.2  Fermentations discontinues alimentées (Fed batch) :
         Il s’agit d’un fermenteur alimenté par des ajouts successifs de milieu ou de substrat, ceci permet d’éviter les problèmes d’inhibitions liées par exemple à la toxicité d’un substrat. 
         On peut pratiquer de diverses façons :

· Utiliser au départ un petit volume de milieu et ajouter en continu du substrat dilué : dans ce cas le volume augmente fortement et la concentration en biomasse varie peu.

· Utiliser au départ un grand volume et ajouter en continu du substrat concentré : dans ce cas, le volume augmente peu et peut être considéré comme constant alors que la concentration en biomasse augmente.

· Généralement le débit est régulé pour que la concentration en substrat dans la cuve soit constante (Guiraud, 2003).
II.2.3  Chemostat : (réacteur continu parfaitement mélangé)

         Dans un fermenteur continu, l’apport permanent de substrat permet de maintenir constamment une croissance de type exponentiel : en régime permanent, la concentration en biomasse, en substrats et en produits et la vitesse de croissance reste constante (Guiraud, 2003).
II.2.4  Réacteur « piston » :

         Une culture continue peut être réalisée dans un réacteur « piston », dans ce type de fermenteur, la concentration en biomasse et en produits augmente de l’entrée à la sortie alors que celle en substrat diminue.

         Par ailleurs l’absence de mélange axial impose un rapport continu de biomasse. (Alimentation ou recyclage) (Guiraud,  2003).
II.2.5  Fermentation continue avec recyclage de biomasse :

         On dispose de plusieurs moyens, efficace consiste à centrifuger l’effluent de la cuve de fermentation.

         Les microorganismes sont concentrés ainsi et la suspension concentrée est réintroduite, cette solution est très utilisée dans la pratique dans le cas de fermentation mettant en œuvre des levures, en particulier en production d’éthanol avec reprise des levures.

         La deuxième voie utilise la décantation statique, l’effluent  traverse un récipient dans  lequel la biomasse est concentrée par simple sédimentation sous l’action de pesanteur.

         Une variation de température peut faciliter le phénomène. Cette solution donne d’assez bons résultats avec des microorganismes ayant une tendance naturelle à la floculation ou à la formation d’agrégats, on utilise en particulier dans le domaine du traitement biologique des eaux et effluents pour le recyclage des boues activées.

         De plus en plus on se tourne vers l’utilisation de modules à membranes de micro ou ultrafiltration pour travailler à concentration cellulaire élevée.

         Les membranes minérales stérilisables offrent des perspectives intéressantes. Des précautions doivent être prises, en effet, le couplage du fermenteur et des modules membranaires supposent l’utilisation de pompes de circulation.

         Il en résulte des phénomènes d’échauffement justifiant l’installation d’un échangeur de chaleur. Pompes et modules membranaires peuvent être à l’origine de phénomènes de cisaillement préjudiciables au bon état des microorganismes (Scriban, 1999).
III.2      Culture sur différents substrats :
     II.3.1 substrats carbonés :
         Les substrats carbonés utilisés sont les suivants (tableau 4).
         Tableau 4 : substrats carbonés utilisés pour l’obtention de biomasse microbienne.
                                       (Larpent et Sanglier, 1992).
	substrats carbones
	origine

	Co2
	air, carbonates

	Méthane
	gaz naturel, charbon, gazéification du bois

	Méthanol
	synthèse chimique

	Ethanol, acide acétique
	fermentation alcoolique, synthèse chimique

	Pentoses
	sucres de bois, liqueur sulfurique

	Hexoses
	sucre de canne, sucre de betterave, sirop de  Glucose.                                               

	Disaccharides
	mélasse, lactosérum

	Polysaccharides
	céréales, pommes de terre, manioc, pailles,                                                                             Bagasses

	Chitine
	déchets de crustacés

	C10, c23 paraffine
	gasoil


     II.3.2 sources d’azote :
         Tous les procédés exigent de l’azote. Les sels d’ammonium des acides phosphoriques, sulfurique et chlorhydrique sont physiologiquement les plus faciles à assimiler et les moins couteux. La fixation de l’azote par certains microorganismes est trop exigeante en énergie pour être économiquement rentable (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.4 procédé :
     II.4.1 Biomasse à partir de CO2 :

         Les cyanobactéries telles que spirulina platensis sont cultivées pour l’obtention de protéines, mais surtout pour les pigments. Leur avantage est leur croissance à pH basique (8-9), ce qui augmente la solubilité du CO2. Les algues unicellulaires (chlorella, scenedesmus) peuvent servir à l’alimentation humaine ou animale (aviculture). Les algues pluricellulaires peuvent être cultivées pour l’obtention de phycocolloides (chondrus) ou de biomasse (porphyra) (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.4.2 Biomasse à partir du méthanol et de l’éthanol :

         Les levures méthylotrophes peuvent servir à la synthèse en chimie fine : synthèse d’ATP (Candida boldinii), de dihydroxyacétone et de glycérol (souches mutantes d’Hansenula polymorpha), alcool oxydase (Pichia pastoris). 
         Candida utilis est produit à partir de l’éthanol, sur lequel il se développe plus facilement que les bactéries (Larpent et Sanglier, 1992). 

     II.4.3 Biomasse à partir des  glucides :

         En fonction du type de glucides, différents organismes sont utilisés : 
· substrats contenant des pentoses : endomyces  vernalis, saccharomyces  cerevisiae, candida  utilis.

· hexoses : saccharomyces cerevisiae, kluyveromyces fragilis, aspergilus niger.
· polysaccharides : ces substrats ne peuvent pas être assimilés par les levures. Des cultures mixtes, champignons-levures-bactéries, ont été employées :
Cellulomonas, alcaligenes, aspergillus niger, thermoactinomyces, trichoderma harzianum,    

trichoderma viride, gliocladium spp, endomycopsis fibuliger, sporotrichum, Pulverulentum, brevibacterium spp, cutophaga spp (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.4.4 Biomasse à partir les hydrocarbures :
         Sur paraffine, ont été cultivées yarrowia lipolytica, candida tropical (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.5 Mise en évidence des bioréacteurs :

         La fonction principale d’un bioréacteur est d’assurer un environnement contrôlé permettant une croissance et une production optimale des microorganismes ou des cellules, en quantité importante. Le bioréacteur a ainsi quatre rôles essentiels : conteneur, stérilisateur, aérateur et, dans la plus part des cas, agitateur.il doit de plus permettre le contrôle des paramètres physiques et chimiques de la fermentation (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.5.1 Système en phase liquide :

         Les bioréacteurs avec milieu liquide  permettent d’utiliser des procédés en batch, en Fed batch  avec recyclisation, en continu (Larpent et Sanglier, 1992).
     A) Agitation mécanique :

         Ce type de bioréacteur est le plus couramment utilisé. Jusqu’à 20 litres, ils sont en verre, au-delà en acier inoxydable (Fig. 1)
         L’agitation est assurée par un système de pales tournant en régimes déterminés, grâce à un moteur. Ce moteur peut être situé au sommet du réacteur ou à sa base. Ce dernier cas offre plusieurs avantages : le fermenteur ne doit pas supporter le poids du moteur, le dôme du fermenteur  est disponible pour ajouter un éventuel brise-mousse. L’agitation peut être renforcée  par des contres pales. Les bioréacteurs classiques ont une géométrie établie selon des règles permettant une efficacité optimale d’agitation.

         Pour des bioréacteurs  de grande capacité, lorsqu’il y a un problème d’élimination de chaleur, on utilise jusqu’à 12 pales au travers desquelles circule de l’eau froide. Le nombre  de système de pales dépend de la hauteur du liquide, et du diamètre de la cuve. Si cette hauteur est égale au diamètre (cas  particulier), un seul système de pale suffit.         
         Pour assurer  une distribution efficace de l’air, le plateau ou l’anneau de distribution d’air doit être situé à une distance inferieure au diamètre du système d’agitation.         
         Divers  types de mobiles d’agitation ont été développés permettant une homogénéisation et un cisaillement plus ou moins importants.les plus couramment utilisés pour les microorganismes sont les agitateurs de type radial à turbines ou à pales droites. Le bioréacteur à agitation mécanique est notamment utilisé pour la production d’antibiotique, de certaines enzymes, de protéines recombinées par des cellules animales ou microbiennes, Libres ou immobilisées (Larpent et Sanglier, 1992).
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Figure.1: shéma général d'une production en bioréacteur a agitation mécanique.




     B) Agitation par air :

         Pour éliminer l’énergie nécessaire à l’agitation mécanique et pour supprimer les forces de cisellement provoquées par les systèmes de pales, des  bioréacteurs à agitation d’air ont été développés. Ils sont de construction plus  aisée que  ceux possédant une agitation mécanique. L’air est injectée par des pompes ou distribuée par surpression .les systèmes les plus simples consistent en de simples cylindres « tower » où l’air est injecté à la base .ce système a été utilisé par exemple pour la production d’acide citrique par  Aspergillus niger croissant sous forme de « pellets » 
         Sans injection d’air, il peut être employé pour la fabrication de bière, d’alcools  ou de vinaigre. Ce type de fermenteur est utilisable pour une production continue avec des levures à bonne floculation, car l’homogénéisation verticale est faible.

         Dans les systèmes à boucle, il existe une colonne interne ou externe dans laquelle l’air est injecté.si la hauteur du système est importante, la colonne peut contenir des pales fixées ou des pales perforés avec injection latérale d’air  (Larpent et Sanglier, 1992).
         Des systèmes pour le traitement des eaux usées dans des bioréacteurs à boucle interne, avec injection d’air par le haut, ont également été développés « deep shaft réactors ». 

         Les fermenteurs à jets d’air « deep jet fermentor » utilisent des pompes centrifuges spéciales qui propulsent un mélange air-milieu à haute vitesse dans le réservoir principal, ce qui assure agitation et aération. Des essais pilotes avec des moisissures et des actinomycètes ont monté une capacité d’oxygénation de 150 m.mol d’o2 par litre et par heure, contre 30 à 50 pour le fermenteur classique et ce, avec des forces de cisaillement réduites et une énergie nécessaire diminuée de moitié. Ces bioréacteurs sont utilisés pour la production de protéines par des microorganismes unicellulaires. D’autres applications microbiologiques se développent : transformation de stéroïdes avec des cellules immobilisées d’arthrobacter simplex, synthèse de biosurfactant par Nocardia erythropolis. Ces appareils sont parfaits pour le développement des cellules animales et végétales.
         Les avantages de ces bioréacteurs sont les suivants : 

· Facilité de construction.

· Absence de forces de cisaillement.

· Risque minime de contamination, car il n’ya pas d’arbres d’agitation reliés à un moteur.

· Augmentation de la dissolution se l’oxygène.

· Meilleur élimination de la chaleur car la proportion hauteur/diamètre est plus élevée que dans les bioréacteurs à agitation mécanique.

         Ce système est utilisé par exemple pour la synthèse de protéines par des microorganismes cultivés sur méthane et qui dégradent une importante énergie.

         Possibilité de construction d’énormes cuves. Le système ici pour la production de protéines à une capacité de 2300 m3.

         Les inconvénients sont les suivants :

· Couts en énergie élevés pour la production d’air. 

· Conditions environnementales (nutriments, air) variant au sein du bioréacteur.

· Elimination peu efficace des gaz du liquide s’il ya formation de mousse (Larpent et Sanglier, 1992).
     II.5.2 système en phase solide : 
         Les fermenteurs en milieu solide sont des cultures dans lesquelles des substrats ne sont ni solubilisés, ni en suspension dans un volume important d’eau. Les substrats sont seulement humidifiés.

         Ces systèmes sont traditionnellement utilisés en Asie, pour la fabrication d’aliments comme le miso, la tempe, le sufu, le vin de riz ainsi que pour la fabrication d’enzymes. Une partie de la production des acides gluconiques et citriques est encore réalisée sur substrat solide. D’autres applications concernent la production de champignons, la dégradation de déchets lignocellulosique, l’enrichissement en protéines de déchets agricoles ou agroalimentaires amylacés ou cellulosiques et la production de spores de champignons (inoculum, biocide,…).

         Les substrats les plus couramment utilisés sont des grains de céréales, du son, des copeaux de bois, de la paille et divers déchets agricoles.

         Seuls, les organismes tolérants un aw (aw= activity of water = activité de l’eau, c’est le rapport de la pression de vapeur d’eau du milieu sur la pression de vapeur d’eau de l’eau distillée ; la pression est mesurée à la même température) faible sont capables de se développer dans ces conditions. 
         Il s’agit essentiellement de champignons filamenteux et de levures. Plusieurs types de bioréacteurs sont réalisés : fermenteur colonne à lit fixe, Fermenteur à plateau, Fermenteur à rotatifs, Fermenteur à agitation mécanique, Fermenteur à agitation pneumatique.
         Comme la grande majorité de ces procédés sont aérobies, il faut assurer une bonne aération et l’élimination du surplus de gaz carbonique, par la concentration élevée en substrats par unité de volume, une chaleur importante est dégagée. Ces deux aspects sont fonction de la taille des particules de substrat et de l’importance de l’aération.

         Parmi les avantages du système en phase solide, citons :

-La productivité volumétrique élevée.

- La simplicité de la technique.

-Le volume limité et les investissements réduits.

-Une faible exigence en énergie.

-Une inoculation directe possible (pied de cuve non indispensable).

-Apport d’eau limité.

-Conditions proches de celles observées dans la nature pour la croissance des champignons.

-Absence de formation de mousse.

-Extraction ou utilisation directe.

         Le système présent les inconvignos suivants :

-Contrôle difficile de la fermentation.

- Echauffement éventuel.

- Energie importante exigée pour les systèmes avec mélangeur.

- Inoculum sporogène important.

-Difficulté de passer à des volumes très grands.

-Risque de contamination bactérienne (Larpent et Sanglier, 1992).


