REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UniversitéedeBLIDA 1

Faculté des Sciences

Département de Chimie
Projet de fin d’études en vue de I’obtention du Dipléme de Master
Spécialité: Chimie des Produits Naturels
Filiére: Chimie

Domaine: Sciencedela matiere

BOUCHELAGHEM Achouak
Membresdejury :

Président : Pr. Mohamed ELHATTAB
Examinatrice: Mme Fethia BENMERAD

2019/ 2020

THEME
4 N
Evaluation des propriétés photosensibilisantes de
la phycocyanine greffée sur le chitosane
\_ y,
Présentée par : Encadréepar :
DRIOUECH Ahlem Ibtissem Mme Z. ZEFFOUNI



A nos parents, et a toute notre famille ...

Je dédie cetravail atoute lafamille Driouech,
A mes trés chers parents, leur amour afait de moi ce que je suis aujourd'hui,
A mesfréres, ma source dejoie et de bonheur,

Je vous remercie pour tout le soutien et I’amour que vous me portez depuis mon
enfance,

A Nadia, Zehour et mes chers neveux Shahine et Andis.

DRIOUECH Ahlem Ibtissem

Je dédie cetravail atoute lafamille Bouchelaghem,

A matrés chére maman et & mon cher pére qui ont sacrifié pour m’offrir les
conditions propices a maréussite,

A mesfréres, qu’ils trouvent en moi la source de leur fierté,
A Mon mari, mon conssiller , qui m'atoujours soutenu et encourageé,
A machérefille Ritadj, ma source de vie.

BOUCHELAGHEM Achouak

A nosamies Feriel , Amina, Khadidja, Flora, Nessrin et zahra ...



Remerciement

Nous remercions Madame ZEFFOUNI .Z pour son encadrement , ces conselils et
ses orientations . Sous sa direction nous avons développé nos 1dées avec un grand

soutien.

Nous tenons aussi a exprimer nos remerciements a Monsieur M. ELHATTAB , pour
I'intérét qu’il manifeste a notre travail en ayant accepté d’étre un membre du jury .

Nous remercions également Madame BENMARED de nous faire '’honneur de faire

partie du jury pour juger notre travail .

Un grand remerciement a touts les enseignants sans distinction qui nous ont formé et

guidé pour 'accomplissement de nos études.

Enfin , nous envoyons nos plus vifs remerciements a toute notre familles et nos

chéres amies .



Tabledes matieres

Liste desfigures

Liste des tabl eaux

Liste d’abréviations

INtrodUCTION GENEIale... ... i e e e e e e e e e e e et e 1
Chapitre 1: Spiruline et phycocyanine

1.1 LeS CYaNObaCteriES. ... ettt e et e e e e e e e e e 2
2 o 11 (0] 01 = 3
I R < 011 o o R 3
1.4. Taxonomie... .. PP
1.5. Dlstrlbutlongeographlque PR o
LG T = o = 5
1.6.1. LessystemesSde CUITUIE. .. ... ..vie et et et e e e e e e e e 5
1.6.1.1. LESEANGS OUVEITS. .. .uue s i ietee e e et ee e eeee e e e aneeaeaeniaeneen D
1.6.1.2. LesphotObiOr€aCteUrS ........ovue i e e e e e e e e s 7
1.6.1.2.1. Les photobioreactursacolonneverticale............ccccoeveiviiiiiie i 7
1.6.1.2.2. Lesphotobioreacturs aassietteplate.............cceovveviviiiiiiiiennnn ... 8
1.6.1.2.3. Les photobioreacturs tubulaires. .. .........oooiiiii e 8
1.6.1.3. Systeme Nybride. .. ... e e 9
1.6.2. LesparamétreS de CroiSSaNCe. ... ...uvviie e eiiieiiee e eeieeiieeienenneeneeeneenD
1.6.2.1. LAtOMPEIEUIrE ... o et e et e e e e e e e e e et e e e 9
16,2 2, L PH .o 9
1.6.2.3. Milieudeculture............cooviiiiiii i e 9

1.6.3. Récoltede Spiruling.........covvviiiie i i e v e e e 10
1.6.3.1. Fltration.......ccovvii i i e e e e e 10
R I LSt o] = To PP 11
G R I 41 11 ] o] R PP 11
18,34, SECNAGE. .. ee et e e e e 11
1.7. Composition de SPITUIINE. .. ... e e e e e e e e 11
O T )= = P 12

O T o L= 12

1.7.3. GlUCIAES. .. .. e e e e e e e e e e, 12

1.7.4. Vitamines... . PP 1
1.7.5. Mlnerauxetollgoelements .......................................................... 13

I o 311 | £ 13

1.8. Etude phytochimiques de I’extraction de la phycocyanine a partir de la spirulina
072 = S P I )
1.8.1. Dé&inition.. . PP
1.8.2. Sourcedelaphycocyanlne ........................................................... 14
1.8.3. Structure... . PN Lo
1.8.4. Proprletephysco chlmlquedelaphycocyanlne N 1

1.8.4.1. Propri€teS SPECLIalES. .. ... vv e et e e e et e e e e 15

1.8.4.2. Stabilité delaphyCoCyanineg...........ccoouiieiie i e e 16

1.8.5. Propriétes thérapeULtIQUES .......vvie e e e e e e ee e 16
1.85.1. Anti inflammatoire .........ccoeniii e e 16

1.8.5.2. Effet hEpatOproteCtEUN ..........evteeee e et e e e e e e ee e e 16
1.8.5.3. Effet renOProteCteUr. .. .....cove e e e 16

1.8.6. Activitésthérapeutiquesde spiruline..............ccevvvevie v viiieenn.. 16



1.8.7. Méthodes d’extraction de la phycocyaning............cccoeeviiiiiii i iiinnnnn. 18

1.8.7.1. Extraction par macération.. PP 2
1.8.7.2. Extraction par congélation decongel atlon ........................................ 18
1.8.7.3. EXtraction par MiCro-0NdE .........oviiei i i ee e eaeeaeans 19
1.8.7.4. Extraction par homogénéisation a haute pression..............................20
1.8.8. Application delaphycocyaning ............coeviviiiiiiiiiiie e e e e, 20
1.8.8.1. ColorantS alimentaire ........c.cue it e e e 21
1.8.8.2. COlOrantS flUOTESCENE ... veee e et e e e e e 21
1.8.8.3. Application dans1aPDT ...t 21
1.8.9. TOXICItE € SUMAOSAGE. .. ... cveeve e et et e et et e e e e e ae e e e, 21
Chapitre 2 : Photosensibilisation , et la production de I’oxygene singulet

2.1 DEINITION ...t e e e e e e e 22
2.2. Propriétés PhotosenssibDilSateUrS. .. ... c.vve e iie e e e e v eeee e a0 000 22
2.3. Propriétés de I’oxygene Singulet ..........ccooiiiiiiie i e 23
2.3.1. Structure électronique de I’oxygene singulet...............ccoeeviinien. .23
2.3.2. DEsaCtivation 802 .....cuuvuit i iee it 24
2.3.2.1. DEsaCtivation PhYSIQUE ... ..vueeie e e e e e e e e e eee e e 24
2.3.2.2. Désactivation ChimiQUE .........ueeine it e e e e e 24
2.3.3. Mécanisme de production de I’oxygene singulet................cccoveinnnne 25
2.3.4. Durée de vie de I’oxygene singulet ................................................. 26
2.4. Types de photosensiblisateurs ... D24 o
24.1. L%photosensblllsﬂeursnaturels O~ o
2.4.2. Colorants organiques et hydrocarbures aromathues e 27
2.4.3. Phtalocyanines et tetrapyroles apparentés porphyrine ..............ccooevnee. 28
2.4.4. Complexe de métaux detransSition ...........ccoveieriieie i e ce e e eenen, 28
2.4.5. LesSSemi CONAUCTEUIS ... .. ettt ettt e e e e e e ee e e e 28
2.5. Applications de photosensibilisateurs. ...........coo v i i 28
2.5.1. Synthése de produits chimique fins taitement des eaux usées.................. 28
2.5.2. L utilisation de I’Oxygene siNQUIEt ...........ccovveiiiiiiiiiiieiie e e e, 29
2521 SEIISAION AU SANG ... cvuie it e et e e e 29
2.5.2.2. Thérapie photodynamique du cancer (PDT)......ccovveriieiieiieieiieienne 29
25.2.3. Insecticide et herbicide ... 29
2.6.Réactions caractéristiques de I’oxygeéne singulet..............ccovviiiiiin i, 30

2.7. Supports pour photosensibilisateurs .............cocooiiiiiiii il 31

Chapitre 3: Valorisation du pouvoir photosensibilisant de la phycocyanine
greffé sur le chitosane

INTRODUCTION Lot e e e e e e e e e e 33
3.1 DEfiNtioN de ChItOSANE ... e 33
3.2. Lasource de ChitOSaNEe .........viiiieit i e e e 33
3.3, Lastructure de ChitOSaNE ......c.v it e e e e e 33
3.4. MécanismeDe synthese .......cooviii e 34
3.5, Propriétes de ChitOSaNE. .......vvue v e e e e e e e e e e e e aens 35
3.5.1. LepoidSMOIECUIAITE .......vuie e e et e e et e e e e e e ee e eea 35
3.5.2. Degré de désacétylation (DDA) .. ..o e e e e e e 35
GBI T - RV oo = 1 (< 35
35.4. Lasolubilite .......cviiii i .0 3D
355, LacCristalliNite ... 36

3.6. EXtraction de ChitoSaNe ......convee e e e e e 36



3.7. Modifications ChIMIQUES .......c.uinieitie e e e e e 37
3.8. Misenformede laphyCoCyaning ...........c.oevieiieiie i ee 38
3.8 L. L greffage ..o e 38
3.8.2. L7enCapsUlation .......c.uieiie it e e e e e 39
3.8.3. L adS0rPlION. .. e e e 39
(0] 10 11T o) o 1 PP |
Plandetravail ..o DD
Références bibliographiqQUES ... e e e e



Listedesfigures

Figure 1.1 : Schéma de la structure d’une cyanobacterie.............c.ovveiiiviiviniie e e e a2
Figure 1.2 : Spirulin€ VUE @U MICIOSCOPE. .. ... euenven et et eeee e ene eae eaeaeeeesreeraee e e e ene enees 3
Figure 1.3 : Forme galénique de la spiruline comestible................cocovivvicvce e v 4
Figure 1.4 : Principales exploitations de micro-algues a travers le monde...........................6
Figure 1.5 : Photobioréacteurs acolonneverticale .............coccoe i iii i 02008
Figure 1.6 : Photobioréacteurs tUDUIAITES ..........vuvieee et e e e e e e 8

Figure 1.7 : Biomasse obtenue apres I’étape de filtration...................cocoiviveievieeenn.. 10

Figure 1.8 : Différentes étapes de PexXtrusion..........ouveviiieiie it e e 11
Figure 1.9 : Solution de PhYCOCYANINE. .. ... ccciiieee e e e e e e e e e e e e eaeaeeees 14
Figure 1.10: Structure de PhYCOCYANINE. .. ... ...\t iiieiieie e e e ae e e e ae e e e e e eeaenens 15

Figure 1.11 : Activité thérapeutique des constituants de la spiruline................ccccceeeeenen. 17
Figure 2.12 : Courbes d'énergie potentielle pour les trois états électroniques bas de I'oxygene
00 = ol U = PP PP
Figure 2.13 : Représentations primitives des états singulets et triplets les plus bas de |'oxygene
00 = ol U1 = PPN |
Figure 2.14 : Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski pour la production d’oxygene singulet
par transfert d’énergie a partir d’un photosensibilisateur et équation de production de
POXYQENE SINQUIBT ... ettt e e e e e e e e e e e 26

Figure2.15 : Quelques photosensibilisateurs organiques courants. .......cccccoe v veeeene e 20

Figure 2.16 : Formation du dioX&tane-1,2.........c.ovuiieiiiiiiee e e e e e e e, 30
Figure 2.17 : formation d’NydroperOXYde........cueceereeieseereeesieesie e ste e 30
Figure 2.18 : Formation d’endoperoXydeS. .. ... ... un e ittt e e e e e 30

Figure3.19 :Structure de ChitoSane ... vi i1 O
Figure 3.20 :MécanisSmMe de SYNLNESE ... ....cccveeiieieseese e seesie e este e s e e e ee eenaeneennen s 0 3D
Figure 3.21 : Réaction d'acétylation du chitosane par I'anhydride acétique en milieu hydro-

AICOONIGUE. .. et e e e 37
Figure 3.22 : Dépolymérisation du chitosane par désamination nitreuse........................37
Figure 3.23: La synthése du N succinyl chitosane C phycocyanine peptide (NSC



Liste destableaux

Tableau 1.1 :
Tableau 1.2 :
Tableau 1.3
Tableaul. 4 :
Tableau 1.5:
Tableau 1.6 :
Tableau 1.7 :
Tableau 2.8 :

Taxonomie de I’ Arthrospiraplatensis............ovvievevine e 4
Distribution géographique de Spirulinaplatensis........................... 5
Composition de milieu de culture.............c.cooviiiiiiiiiinnneen 10
Composition en acides aminés de Spirulinaplatensis..................... 12
Propriétés spectralesde C-PC ........covviiiiiiie e 15
condition d’extraction par micro-onde.............ccovivevereenniennennnn. 19
condition d’extraction par homogeénéisation a haute pression............. 20

Quel gues exemples de colorants organiques courants et leurs propriétés

0T 0] 010} VAS] 011 27



Liste d’Abreéviations

C-PC : Phycocyanine isolé d’une cyanobactérie
PS: Photosensibilisateur

UV : UltraViolet

PDT : Thérapie photodynamique des tumeurs
S.Platensis: Spiruline platensis

1S*y : Deuxiéme état excité

5S¢ : Etat triplet ( fondamentale)

Dy : Premiére état excité ( état singulet )
102: Oxygeénesingulet

NSC : N-succinyl de chitosane

MTG ase: Microbial transglutamin

VIH : Humain Immunodeficiency Virusis

ROS :Reactive oxygen species ( les espéces réactive de I’oxygene )



Résumé

Les photosensibilisateurs naturels sont des composés capables d’absorber la
lumiere UV-VIS pour produire de I’oxygene singulet qui est plus réactif
dans son état excité .

Dans notre manuscrit, nous avons étudié les propriétés photosensibilisantes
de la phycocyanine extraite a partir d’une microalgue qui est la spiruline, et

valoriser ses applications dans |le domaine environnementale.

La solubilité de la phycocyanine dans le milieu agueux présente un
inconvénient lors de ses applications dans la dépollution des eaux usées. Afin
de remédier a ce probléme, une mise en forme de la phycocyanine par
greffage sur un support biodégradable comme le chitosane est nécessaire.
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Introduction Générale

Introduction Générae

Les photosensibilisateurs ont largement suscité I’intérét des chercheurs a
cause de ses applications dans plusieurs domaines alant de la chimie des
polyméres au traitement du cancer. Ce sont des molécules capables de
générer de I’oxygéne singulet plus réactif que I’oxygene triplet en présence
de la lumiére et de Iair [1]. Il existe plusieurs types de photosensibilisateurs
naturels tel que les phycocyanines, les furocomarines ,les flavonoides. |l
existe d’autre type de photosensibilisateurs synthétigues comme les colorants
organiques, les hydrocarbures aromatiques ...

L’eétude de la production et la réactivitt de I’oxygéne  singulet est
devenue un domaine riche et divers, ayant des applications dans la chimie
fine, le traitement des eaux usées [2] et la thérapie photodynamique [3].

Dans ce travail, nous alons étudier un photosensibilisateur qui est la
phycocyanine. Ce colorant bleu est extrait a partir des cyanobactéries. La
spiruline platansis est considérée comme une excellente source de ce
complexe proté que (phycocyanine).

La phycocyanine a des applications dans le domaine pharmaceutique
comme un agent antioxydant [4], anti inflammatoire [5] et dans le domaine
médi cale dans la thérapie photodynamique.

L’application qui nous intéresse dans ce travail est le pouvoir
photosensibilisant, mais son utilisation reste limitée en raison de sa forte
solubilité dans les milieux agueux. Pour cella, la phycocyanine a subit a un
tratement de mise en forme comme [I’encapsulation, le greffage,
I’adsorption...ect.

Ce manuscrit se divise en trois chapitres. Le premier chapitre définit la
Spiruline platensis, sa culture et sa composition chimique, une éude
complete sur la phycocyanine , les différentes méthodes d’extraction et ses
applications.

Le deuxieme chapitre expliquera le phénomene de la photosensibilisation, et
la génération de I’oxygéne singulet. Le dernier est la valorisation de la
phycocyanine sur des membranes de polymeres comme le chitosane .
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Chapitre 1 : spiruline et phycocyanine

1. Laspiruline et phycocyanine
1.1. LesCyanobactéries

Les cyanobactéries existent depuis 3,5 milliards d’années, se sont des bactéries
photosynthetiques avec production d’oxygene. Elles vivent avec la fixation de CO-

car elles contiennent de la chlorophyle A et une proténe .

Les cyanobactéries sont des procaryotes unicellulaires ou pluricellulaires ,de taille de
1 a 10 pum, Gram — et sont généralement filamenteuses déplacées par glissement

,ayant un cycle de reproduction de type asexuce.

La figure 1 montre la structure d’une cyanobactérie. La partie « phycobilisome » est
un complexe pigment-protéinique considéré comme un collecteur d’énergie

lumineuse de I’appareil photosynthétique .

cyanobacterie

Figure 1.1 : Schéma de la structure d’une cyanobactérie.
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1.2. Historique

La spiruline a été découverte par les scientifiques espagnoles Hernando Cortez et
Conquistadors en 1519 [6]. Cortez a observé que la spiruline est comestible par les
Azteques lors de savisite au lac Texcoco au Mexique. La spiruline était une source de
nourriture pour les Aztégques et autres Méso-Américains jusqu'au XVI° siecle. Les
Azteques I’appelaient « Tecuitlatl », c’est-a-dire « excrément du rocher » La
spiruline a été trouvée en abondance au bord du lac par des chercheurs francais dans
les années 1960, mais il n'y a aucune référence a son utilisation comme source de
nourriture de facon quotidienne apres le XVI® siécle. La premiére usine de
transformation de spiruline, Sosa Texcoco, a été créée en 1969 par les Frangais. Il est
possible que la spiruline ait une origine encore plus ancienne au Tchad ou elle serait
connue dés le I X€ siécle sous I’Empire du Kanem. Elle est encore utilisée aujourd'hui,
dans la fabrication des géteaux secs appeés « Dihé », qui est utilisés pour faire des
bouillons pour les repas, également vendus dans les marchés. La spiruline est récoltée
apartir de petits lacs et dans des étangs autour du lac Tchad [7].

1.3. Définition

La spiruline ( Arthrospiraplatensis en latin) appartient aux cyanobactéries
c’est une algue de couleur bleu-verte photosynthétique, planctonique microscopique,
elle est filamenteuse mobile par glissement detaille de 10 a 12 um, spirale d’ou vient
son nom commercia. Elle peut prendre trois formes : spirale, ondule ou droite
(figure 1.2).

- e

A U a

Figure 1.2 : Spiruline vue au microscope .
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La spiruline est consommable depuis des siecles, cette micro-algue est valorisée

par ses propriétés nutritionnelles et pharmacologiques [8].

C’est un complément alimentaire de haute qualité existe sous différentes formes
gaéniques: poudres, pailleté ou comprimés (Figure 1.3). Elle est trés riche aux
nutriments, 50 & 60 % de leurs masses faites de protéines, 6% de graisses, 15 a 20 %

de vitamines et d’autres é éments.

Figure 1.3 : Forme galénique de la spiruline comestible.

Elle est auss valorisée a cause de ces effets thérapeutiques qui sont tres
importants. La molécule responsable de ces effets est un pigment ou bien la
phycocyanine. Ce pigment a plusieurs activités biologiques (cancer, VIH, anti-
inflammatoire ...).

1.4. Taxonomie

La Spiruline est connue sous le nom scientifique Arthrospiraplatensis, appartient
aux cyanobactéries procaryotes.

L e tableau suivant présente lataxonomie de I’ Arthrospiraplatensis :

Tableau 1.1 : Taxonomie de I’ Arthrospiraplatensis.

Regne Bactérie
Sous-regne Procaryote
Division Cyanobactérie
Classe Cyanophycée
Ordre Oscillatoriales
Famille Oscillatoriaceae
Genre Arthrospira
Espece Platensis
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1.5. Distribution géographique

La Spiruline peut vivre dans les lacs salins des zones tropicaux et semi-tropicaux
et auss dans les eaux chaudes a pH alcalin et riches en nutriments azotés et

phosphoreés.

Tableau 1.2 : Distribution géographique de Spirulinaplatensis [9, 10].

AFRIQUE Algérie Tchad
Soudan Djibouti
Ethiopie Congo
Kenya Tanzanie
Tunisie Zambie
Madagascar

ASIE Inde
Srilanka
Pakistan
Thailande

AMERIQUE DU SUD Pérou

Mexigque
Uruguay
Equateur

AMERIQUE DU NORD Cdlifornie
Haiti
République Dominicaine

EUROPE Hongrie
France

1.6. Laculture

La composition de spiruline dépend de plusieurs paramétres comme |’origine
le climat...ect. Pour une optimisation de la valeur nutritive de la spiruline, la culture
de cette derniére dépend des conditions spécifiques telles que latempérature, le pH et
la composition du milieu de culture .

1.6.1. Lessystémesde culture

On peut cultiver les adgues dans des systemes ouverts ou fermés [11] .

Actuellement, pour comercialiser la spiruline de haute valeur, deux technologies sont
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adaptées: les étangs ouverts et les photobioréacteurs fermés. Il existe une autre
technologie qui est une combinaison entre les deux, appelle les systemes hybrides.
1.6.1.1. Lesétangs ouverts

On distingue deux classes: les éangs naturels comme les lacs, les lagunes et les
étangs. On a aussi les étangs artificiels, les plus utilisés sont les grands étangs peu
profonds, les réservoirs et les étangs de chemin de roulement.

Les systémes ouverts sont faciles a construire, ce qui les rend a faible co(t de
production [11].

Mais ce type de systéme a plusieurs inconvénients tels que :

Mauvaise utilisation de lalumiére par la cellule.

L es pertes par évaporation.

La contamination par la faune et d’autres hétérotrophes a croissance rapide
[10].

Ladiffusion de CO. dans I’atmosphére.

Elle demande des hectares deterrain [12].

Photo des bassing de production de micro- Fhotg des bassins de production de micro-a’gnes de la sociéré

alpues de la socidié Cyanowech zitués sm . S s ! i
b Eati El i Earhnze situés sur s cbtes Califomienne

Photn des hassins de prodnetion de micro=alpoes de b socidétd Adpha
Bivlech siluwds sur bes coles mormeandes

Figure 1.4: Principales exploitations des micro-algues atravers le monde .
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Les algues dans les systemes ouverts sont cultivées en grandes quantités, mais
elles sont facilement contaminées. Pour cette raison on utilise le concept des serres
dans la culture des algues pour les protéger ou diminuer la contamination. Si on
utilise les serres d’algue avec des conditions optimales et le systéme environnemental
contrélé, la productivité augmente 10 fois par rapport a des systémes ouverts. Les
serres d’algue augmentent le rendement, réduisent la contamination et gagnent le
terrain. Dans les systémes internes, on peut contréler les conditions de croissance telle
gue latempérature, I’humidité, les dioxydes de carbone grace a des ventilateurs, le pH

du milieu, et des nutriments [13].

1.6.1.2. Les photobioréacteurs

Le photobioréacteur est un systeme fermé qui permet de donner un milieu de
culture fermeé a I’environnement sans changement de gaz et de contamination avec le

milieu externe.

Dans ce type de systeme, le contrdle des conditions de croissance est plus facile ce
gui augmente la productivité de produit. On peut contrdler I’approvisionnement en
dioxyde de carbone, I’alimentation en eau, la température optimale, I’intensité

lumineuse, le pH et I’aération.

Les photobioréacteurs sont éclairés par deux systemes de lumiére: La lumiére
naturelle ou la lumiere artificielle. La derniére est la plus utilisée, elle est réalisée a
I’aide des lampes fluorescentes, qui lui procurent une meilleure utilisation par rapport

au systéeme ouvert.

On distingue trois types des photobioréacteurs :

Les photobioréacteurs a colonne verticale [14].
L es photobioréacteurs a assiette plate [ 15].
L es photobioréacteurs tubulaires [16].

1.6.1.2.1. Les photobioréacteursa colonne verticale

Les photobioréacteurs a colonne verticale sont les plus utilisés, car ils sont faciles
et a faible colt [14]. Il existe différents modeles et échelles de photobioréacteur a
colonne verticale, destinés ala culture des algues, et qui sont trés efficaces a la culture

agrandes échelles[17].
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Figure 1.5 : Photobioréacteur & colonne verticale

1.6.1.2.2. Photobior éacteurs a assiette plate

L es photobioréacteurs a assiette plate sont utilisés pour la culture des micro-algues
photosynthétiques. Elles sont importantes a cause de leurs grandes surfaces
d’éclairage, en utilisant des récipients plats pour la culture [18].  Elles sont
construites a partir des matériaux transparents pour profiter au maximum de la
lumiére solaire, et par conséquent, on aura un rendement élevé pour les espéces

photosynthétiques [19].

1.6.1.2.3. Lesphotobioréacteurstubulaires

L es photobioréacteurs tubulaires sont construits, soit avec des tubes en verre ou en
plastique, on trouve des photobioréacteurs tubulaires horizontaux /serpentins [20],
verticaux [21], coniques [22] et inclinés [16]. Le probléme de ces photobioréacteurs
est latempérature qui est difficile a contréler, donc ce systéme est toujours associé a

un thermostat.

Ces photobioréacteurs sont trés couteux et difficile a utiliser.

Figure 1.6 : Photobioréacteurs tubulaires .
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1.6.1.3. Systemeshybrides

Un systeme hybride est une combinaison entre les deux systemes précédents les
étangs ouverts et les photobioréacteurs, il a été concu pour diminuer les inconvénients
de chague systéme. Les systémes hybrides sont constitués de boucles tubulaires placés
horizontalement dans des bassines d’eau thermostatiques [23]. Ces réacteurs ont un
volume de 200 L, I’avantage de ces systéme est de mieux contrdler les conditions de
culture qui permet une productivité élevée et diminue la consommation de I’énergie
[12].

1.6.2. Les parametres de croissance

La culture des micro-algues dépend de plusieurs conditions et paramétres, pour
obtenir un produit de haute qualité et avec un bon rendement. Les parametres les plus
importants sont la température, pH, et le milieu de culture.

1.6.2.1. Latempérature

La température joue un role important sur le taux de croissances et la production
des pigments et protéines[24].

Avec une température inférieure de 17°C, on n’observe pas une croissance de la
spiruline mais aussi I’espéce ne meurt pas.

Avec une température plus de 38°C la croissance est inhibée. La spiruline peut vivre
et pousse dans un intervalle de température de 20 a 37 °C, la température optimale
pour laculture est de 35°C [25].

1.6.22. LepH
Comme latempérature, le pH aussi a une influence sur la production des pigments
et les protéinés. La spiruline vit dans des milieux acalins entre un pH de 8,5a11.
LepH 9 est lavaleur optimale pour la culture de laspiruline [24].

1.6.2.3. Milieu deculture

La productivité de la spiruline nécessite des éléments nutritifs, elle vit dans un milieu
riche en azote et en carbone. Les ééments nutritifs pour la spiruline sont présentés

dans letableau 3.
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Tableau 1.3 : Composition de milieu de culture [26].

COMPOSITION DU MILIEU
(en g/l de solution aqueuse)

NaHCO3 16,8
K2HPO4 0,5
NaNO3 25
K2S0a4 1
NaCl 1
MgSOs, 7 H20 0,2
CaCl> 0,04
FeSO4, 7 H20 0,01
EDTA (acide éhylene diaminotétracétique) 0,08

1.6.3. Récoltedela spiruline

Larécolte se fait le matin parce que le pourcentage de protéines dans la spiruline
est plus élevé le matin. Elle passe par plusieurs étapes [27]:

1.6.3.1. Filtration

L’eau de culture est récoltée a I’aide des pompes. Aprés, on fait un tamisage avec
une toile trés fine ce qui permet de conserver uniguement une "péte verte", appelée
"biomasse”.

Il est nécessaire de mélanger la pate pour la filtrer et pour extraire le maximum d’eau.

Figure 1.7 : Biomasse obtenue aprés I’étape de filtration
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1.6.3.2. L'essorage

L’essorage est une étape trés importante dans la production de la Spiruline. Une
biomasse mal essorée peut entrainer un mauvais séchage, et par conséquent une
Spiruline de moins bonne qualité. Elle subit ensuite une pression de plusieurs
centaines de kg afin d’en extraire toute I’eau.

1.6.3.3. L'extrusion

Lorsque la biomasse est bien essorée, ele ressemble a une galette molle et
compacte. Elle va étre roulée sur elle-méme, placée dans le poussoir a saucisse en
inox adapté et actionné par une manivelle, pour une extrusion en forme de

« spaghettis » batonné.

Figure 1.8 : Différentes étapes de I’extrusion .

1.6.3.4. Séchage

Le séchage dure en moyenne 8 heures a I’air libre, une température maximale de
60°C qui peut étre augmenté jusqu’a une température comprise entre 60 a 75°C en
période d’été. En période froide, la finition du séchage est souvent remise au

lendemain, dans ce cas, les claies sont récupérées aux aentours de 16 heures.

1.7. Composition de Spiruline

Les conditions de culture influent sur la composition de la spiruline.
Généralement, la spiruline contient 70 % de protéines, 15 a 25 % de glucides, jusqu'a
11% de lipides ainsi que des vitamines, des minéraux de la chlorophylle et des

phycobiliprotéines.

11
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1.7.1. Protéines

La quantité de protéines dans |'Arthrospiraplatensis varie de 55 a 70 % du

poids sec [28].

Tableau 1. 4 : Composition en acides aminés de Spirulinaplatensis [28]

Acides aminés Pour centage %
Acide Aspartique 0,9
M éthionine* 0,8
Thréonine* 0,5
Isoleucine* 1,3
Sérine 0,6
Leucine* 0,8
Acide Glutamique 1
Tyrgsi ne 33
Pro,I ine . 03
(F;T;g;:i zl anine* 25
Histidine 0.6
Alanine 4.7
Lysine* 1
Valine* 19
Arginine 13
21

* Acide aminé essentiel

1.7.2. Lipides

Lateneur deslipides varie de 5,6 a 11 % en poids [29- 32]. Elle peut atteindre une

valeur de 14,3 % [28].

On trouve les lipides insaponifiables et les Lipides saponifiables qui représentent

28% des lipides totaux. IIs sont composeés de 10,3% de monogal actosyldiacylglycérol

(MGDG), de 6,44 % digalactosyldiacylglycérol
sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) [30].

1.7.3. Glucides

(DGDG), e de 11,4% de

Les glucides congtituent 15 & 25 % de la matiére séche des spirulines [26].

Ces glucides constituent la paroi cellulaire des spirulines. L’essentiel des glucides
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assimilables sont des polymeres. Tandis que les glucides simples comme le glucose,
le fructose, et le saccharose, ainsi que les polyols comme le glycérol, le mannitol et le

sorbitol, ne sont présents qu’en trés faibles quantités.

1.7.4. Vitamines

Il existe 13 vitamines, 4 liposolubles (A, D, E, K) et 9 hydrosolubles (B1, B2, B5,
B6,B12,C,PP).
La spiruline contient de nombreuses d'entre elles et spécialement des vitamines B

dans des proportions optimales, qui donnent des propriétés biologiques.[28].

1.7.5. Minéraux et Oligoéléments

Les oligoél éments ou é éments traces présents dans la spiruline sont le fer, le zinc,
le cuivre, le sdénium, l'iode, le fluor, le chrome, le calcium et le magnésium.
Les autres éléments en quantité plus significative, sont considérés comme des

minéraux [32].

1.7.6. Pigments

La spiruline est riche en pigments responsables de sa couleur. Les principaux
pigments sont la phycocyanine et la chlorophylle. La phycocyanine est une
phycobiliprotéine, seul colorant bleu alimentaire naturel, elle est le pigment le plus
abondant de la spiruline et représente plus de 15 % du poids frais et plus de 20 % du
poids sec de I'algue [34, 35].

La chlorophylle est présente en proportion de 9-15 g/kg.

Nous intéressons ala phycocyanine qui est en grand quantité dans la spiruline.

1.8. Etude phytochimiques de I’extraction de la phycocyanine a
partir dela spirulina paltensis

1.8.1. Définition

Les cyanobactéries possedent une large variété de composants colorés incluant les
caroténoides, les chlorophylles et les phycobiliproténes. Les phycobiliproténes, dont
fait partie la phycocyanine, sont des chromoprotéines constitués d'une partie protéque

et d'un pigment [36]. Ce complexe a prouvé sa fonctionnalité en tant qu’un colorant
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bleu naturel, marqueur fluorescent et agent thérapeutique [37]. Il est utilisé pour ses
puissantes propriétés antioxydants et anti-inflammatoires dans les maladies induites

par le stresse oxydatif et dans les nutraceutiques [38].

La phycocyanine est le constituant principal, alors que I'allophycocyanine fonctionne
comme le pigment construisant un pont entre les phycobilisomes et les lamelles

photosynthétiques du thylacoide.

Elle représente I’association de protéine de la famille des phycobiliprotéines et de

phycocyanobiline ( pigment hydrosoluble de la photosynthese )[39] .

Figure 1.9: Solution de phycocyanine

1.8.2. Source de phycocyanine

Les cyanobactéries, les plus nommeées pour la production de phycocyanine en
tant que pigment bleu naturel sont Arthrospira, également connue sous le nom de
Spiruline, une algue bleu-vert [40]. Le C-PC existe dans de nombreuses espéces
d'algues bleu-vert, d'algues rouges, de Cryptophyta et de quelques dinoflagellés.
Parmi ces sources de C-PC, S. Platensis, Anabaena et d'autres algues bleu-vert
affichent des teneurs élevées en C-PC[41]. Plus précisément, Arthrospiraplantesis et
Arthrospiramaxima sont les especes les plus utilisées comme les additifs alimentaires,
les aliments diététiques, |es cosmétiques, les produits pharmaceutiques et la médecine
[42-43]. Pour ces raisons, Arthrospiraplantesis est une source prometteuse de C-PC

qui représente une opportunite de profit économique.
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1.8.3. Structure

La structure de la phycocyanine chez Spirulina platensis est formée de I'association
de 36 chromophores de phycocyanobiline qui sont liés par un pont thioéher a la
partie protéique [44]. La phycocyanine est le pigment le plus abondant de la spiruline

représentant plus de 15 %.

N
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Figure 1.10 : Structure de la phycocyanine.

1.8.4. Propriétés physico-chimiques de la phycocyanine

La phycocyanine est le pigment le plus abondant de la spiruline représentant
plus de 15 % de son poids [35].

1.8.4.1. Propriétés spectrales

Les principales propriétés spectrales de la phycocyanine sont illustrées dans le
tableau 1.5 [45,46] .

Tableau 1.5 : Propriétés spectrales de C-PC .

Pigment | Absorbance | Emission de | Masse Absorptivité | Absorbance
maximale | fluorescence | moléculaire de
(nm) (nm) (KDa) (L/g.cm) fluor escence
C-PC | 615 647 220 7.0 0.15
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L e spectre d'absorption de la phycocyanine montre une bande d'absorption forte a 615
nm et une seconde plus faible a 360 nm, ces deux bandes sont dues aux propriétés du

chromophorebilie.
1.8.4.2. StabilitédeC-PC

La température et le pH jouent un réle important dans la stabilité de
phycocyanine , des travaux ont montré une stabilité maximale de la phycocyanine
avec un pH qui varie de 5.5 a 6 et une température d’incubation entre 47 et 64 C° qui

permet d’augmenter lademi vie de la phycocyanine en solution [47].

1.8.5. Propriétésthérapeutiques de phycocyanine
1.8.5.1. Anti- inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire de S. platensis a été prouvé pour la premiere fois par
Remirez et a. [48]. Romay et al. [49,50] qui ont récemment rapporté les effets anti-
inflammatoires du C-PC. Un rapport a montré que I'effet anti-inflammatoire du C-PC
dépendait de la dose et qu'il pouvait reduire I'cedéme tissulaire inflammatoire dans 12

types de cellules inflammatoires dans un modéle expérimental .

1.8.5.2. Effet hépatoprotecteur

Vadirga et a. [51] ont éudié les activités pharmacologiques de C-PC sur la
toxicité hépatique du rat induite par la R(+) - pulegone et le tétrachlorure de carbone
et ont montré que le C-PC pouvait réduire significativement la toxicité hépatique
causée par un grand nombre de radicaux libres.

1.8.5.3. Effet Renoprotecteur

C-PC peut inhiber les activités des enzymes antioxydantes dans le rein. C-PC
fournit une protection significative contre la perméabilité de la membrane
mitochondriale et augmente la production dATP. En outre, C-PC peut prévenir
I'apparition de la néphropathie diabétique en inhibant la production de superoxyde
NADPH dépendante dans les cellules mésangiales rénales en culture [52].

1.8.6. Activitésthérapeutiquesde spiruline

Il existe plusieurs publications et recherches sur la spiruline pour sa vaeur
nutritive et ces activités thérapeutiques.
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La spiruline est considérée comme un aliment fonctionnel en raison de son large
spectre d'effets biologiques, qui ont été déemontrésin vitro et in vivo. Parmi ceux-ci, la
spiruline aurait des propriétés anti-inflammatoires [53] , antihyperlipidémique [54]
hypoglycémique [55], antihypertenseur [54], antinéoplasique [56] antiviral [57]
antianémique [58] et une activité antioxydant [59]. Tous ces avantages thérapeutiques
sont attribués a des substances de la spiruline appelées phycobiliprotéines qui est
composé de C-phycocyanine, [I’alophycocyanine, la phycoérythrine et la
phycoérythrocyanine.

Amélioration immunitaire

Reduce toxicity
Induire une hématopotese
Phycocianin 4: Anti-viral
/v Source of Vit-A
B-carotene \: Anti-cancer
/ Anti-oxidant
Spirulina » Cianovirin-N L » Anti-viral
\ Precurso
A GLA . » Dansles maladies du cceur de
|'arthrite
Obésité, maniaco-dépression
Vitamin-E

\ Anti-oxidant

Figure 1.11: Activités thérapeutiques des constituants de la spiruline
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1.8.7. Méthodes d’extraction de la phycocyanine

La phycocyanine possede un large spectre de fonction ce qui lui donne une

importance commerciale. Savaleur commerciale dépend de son degré de pureté [60].

Ils existent plusieurs méthodes d’extraction de la phycocyanine telle que les méthodes
conventionnelles comme [I’extraction par macération ou par congéation
décongélation qui est assez long [61,62].Ces méthodes demande de la biomasse
séchée puis une extraction thermique par des solvants organique ou solutions
aqueuses en fonction de la polarité de phycocyanine [63]. D'autre part, il existe des
techniques d'extraction vertes qui n'utilisent ni solvants ni produits chimiques nocifs
pour l'environnement et qui donnent de meilleurs résultats pour le processus
d'extraction. Ils pourraient étre classés en général comme: extraction de liquide sous
pression, extraction de fluide supercritique, extraction par micro-ondes, ultrasons et

homogénéisation a haute pression ... [63].

D’apres le travail de Mari Carmen Ruiz Domingues et a. [64], qui ont utilisé les
quatre méthodes d’extraction de la phycocyanine, soit par macération, par

congélation- décongéation, par micro-onde et par homogeénéisation a haute pression.

1.8.7.1. Extraction par maceération

La macération basse sur le trempage de la biomasse séché sur un solvant (eau,
solution tampon de Na phosphate pH = 7 et solution eau tampon Na phosphate pH 7
(1:1) (v /v)) pour extraire les composes de la biomasse dans le solvant, on utilisant un

vortex pour bien mixter, accélérer et faciliter I’extraction.

On obtient le méme rendement avec les trois solvants ~151.8 mg/g
1.8.7.2-Extraction par congéation décongélation

Dans I’extraction par congélation décongélation la biomasse dans un solvant subi

plusieurs cycle de choc entre -22 °C a 20°C.

Ce procede donne rendement similaires a I’extraction par micro-onde ~ 232.8 mg/g.
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Mais d’apreés la litterateur, I’extraction par congélation décongélation est efficace avec

la biomasse humide [65].

1.8.7.3. Extraction par micro-onde

L’extraction basse sur le chauffage de la biomasse seche avec four micro-onde
domestique de puissance 1000 W et frequence2450M Hz.

Les résultats sont illustrés dans le tableau 1.6 .

Tableau 1.6 : condition d’extraction par micro-onde

Solvant Puissance (W) Temps () Rendement mg/g
Eau 100 15 201,945,1
30 215,0+5,5
60 169,5+6,9
200 15 192,5+1,3
30 134,7+2,6
60 153,0+5,2
300 15 109,1+12,7
30 85,7+30,0
60 37,8166
Tampon Na Phosphate 100 15 148,9+20
30 161,5+6,9
60 1609+8,4
200 15 170,7£7,5
30 121,2+24.9
60 87,5+17,4
300 15 61,8+25,9
30 46,8+30,3
60 53,1+57
Eau/Tampon Na | 100 15 149,1+5,6
phosphate 30 165,9+9,3
60 168,6+12,2
200 15 143,8+16,9
30 136,9+1,8
60 172,9+16,1
300 15 92,0+8,1
30 86,9+10,7
60 44,2422

D’apreés ces résultats on peut observer que le bon rendement 215,0+5,5 et obtenir avec

I’eau a 100Wet 30s.
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1.8.7.4. Extraction par homogénéisation a haute pression

L’ Homogénéisateur GEA NiroSoavi a éé utilise comme systéme
d’homogénéisation a haute pression, le rapport biomasse-solvant est 2/100
pois/ volume. Les résultats et les conditions d’extraction par homogéneisation a haute

pression sont illustrés dans le tableau 1.7 suivant :

Tableau 1.7 : condition d’extraction par homogénéisation a haute pression

Solvant Pression (bar) Rendement mg/g
Eau 800 218,1+10,1
1000 224,0+3,3
1200 252,5+4,1
1400 149,1+6,1
1600 224,3+6,4
tampon Na phosphate 800 225,9+0,4
1000 233,7£5,7
1200 268,8+6,4
1400 291,9+6,7
1600 257,474
Eau/tampon Na phosphate | 800 179,3+1,1
1000 203,4+6,9
1200 212,3+9,3
1400 210,3+1,2
1600 177,959

Ces résultats montrent qu on peut obtenir un treés bon rendement 252, 5 mg/g avec ce
procede avec le tampon Na phosphate a 1200 bar.

Sdon la comparaison entre ces quatre méthodes vertes sous |’extraction par
homogénéisation a haute pression, cette extraction donne un rendement le plus éevés
aussi I’extraction par micro-onde donne un bon rendement avec I’eau comme solvant
Les méthodes conventionnelle comme la congélation décongélation donne un bon
rendement mais ces condition sont exigent mais I’extraction par macération c’est la

pire méthode avec un rendement trés faible.

1.8.8. Application de phycocyanine

La phycocyanine obtenu a partir de S.platensis a été largement utilisé comme :
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1.8.8.1. Colorantsalimentaires

La phycocyanine est un colorant naturel bleu, il a mentionné son utilisation dans
des produits alimentaires tels que le chewing-gum, les boissons gazeuses, |es boissons
alcoolises, les produits laitiers fermentés, tels que le yaourt [66]. Le seul inconvénient
de I'utilisation de ce colorant est la température de stabilité qui ne dépasse pas 64°C,

ce qui limite son utilisation dans la préparation de certains produits alimentaires.
1.8.8.2. Colorant fluorescent

Les phycobiliprotéines conservent leur couleur pendant le mouvement
électrophorétique peut étre un avantage supplémentaire pour leur utilisation comme

marqueurs protéiques dintervale [66], [67].

1.8.8.3. Application danslathérapie photodynamique

La PDT est une méthode qui produit des ROS par absorption et rétention
sélectives de substance photosensible dans les tissus tumoraux malins des organismes
et par photooxydation de molécules biologiques, entrainant la mort
des cellules tumorales.

La C-PC est un matériau photosensible qui peut produire de I'oxygene singulet et
d'autres radicaux libres d'oxygéne sous excitation d'une longueur d'onde de lumiere
appropriée [68].Des chercheures ont proposeé I’utilisation de C-PC dans la tumeur
PDT [69]et ils ont confirmeé I’effet photosensibilisateur de la sous unité C-PC [70] et
son role dans la PDT des cellules de cancer du sein [71] et ont montré que ce
mécanisme induit la mort des cellules tumorales en améiorant simultanément le
systéme immunitaire et en initiant la voie de transduction du signal apoptotique dans

lacelule.

1.8.9. Toxicités et surdosages

Il nexiste a ce jour aucun cas de surdose de spiruline documenté dans la
littérature scientifique. Des consommateurs de plus de 10 g/jour pendant plusieurs
années d’affilé ne rapportent aucuns effets négatifs. En ce qui concerne le risgue aigu
Ia non plus aucune donnée ne vient fixer de limite : des consommations anecdotiques

de plus de 100 g/jour n’ont semble-t-il eu aucune consequence particuliere [72].
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Chapitre 2: Photosensibilisation , production de I’oxygene singulet

2.1. Définitions

La photosensibilisation: Est un procédé par lequel un changement
photochimique ou un processus photophysique a lieu sur une entité
(moléculaire) di a I’absorption initiale d’une radiation par une autre entité
(moléculaire) appel ée photosensibilisateur .[73]

Les Photosensibilisateurs: Toutes les molécules qui ont la capacité
d’absorber la lumiére incidente en présence de I’oxygéne moléculaire,

peuvent générer de I’oxygene singulet .

2.2. Propriétés de photosensibilisateurs

Il existe plusieurs molécules absorbant les UV — visible, qui ont montré une
capacité de générer de I’oxygene singulet. Les photosensibilisateurs doivent présenter
les propriétés suivantes:

1) Coefficient d'absorption éleveé dans larégion spectrae de lalumiére d'excitation.

2) Un état triplet d'énergie appropriée (Er = 95 kJ/ mol .1) pour permettre un
transfert d'énergie efficace vers|'oxygéne al'état fondamental.

3) Rendement quantique éevé de I'éat du triplet et longue durée de vie de I'état du
triplet, car I'efficacité de photosensibilisateur dépend des propriétés photo
physiques de son état de triplet excité le plus bas.

4) Photostabilité éevée[1].

5) la durée de vie de I’état triplet doit étre suffisamment longue, pour permettre
I’interaction (sensibilisateur-oxygéne)

La production de I’oxygene singulet se fait par plusieures procédés, dans ce
chapitre nous nous intéressons a la production photosensibilisante .
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2.3. Propriétés de I’oxygene singulet
2.3.1. Structure électronique de I’oxygéne singulet

Le photosensibilisateur (singulet ou triplet) peut réagir selon deux modes. En
présence d’oxygene, il peut réagir par transfert d’énergie pour former de I’oxygéne
singulet (*O2) ou par transfert d’électron pour former I’anion superoxyde (O2"). La
formation d’oxygéne singulet est favorisée par I’utilisation de photosensibilisateur
absorbant dans le domaine du visible (les colorants) et la formation de I’anion
superoxyde est favorisée par I’utilisation de photosensibilisateur absorbant dans
I’ultraviolet (les phénols ou les amines).

L'oxygéne moléculaire a deux états excités singulets de basse dtitude. Les
configurations électroniques de ces états ne difféerent que par la structure des orbitales

n-anti adhérentes[74].
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Figure 2.12 : Courbes d'énergie potentielle pour lestrois états é ectroniques

bas de I'oxygene moléculaire.

23




Chapitre 2 : Photosensibilisation , production de I’oxygene singulet

Dans le premier état excité, les deux spins éectroniques sont couplés ce qui abaisse
I’énergie de cet état (*Aq) par rapport au deuxiéme état excité (13 *g). 1l existe des états
excités de I’oxygéne d’énergie supérieure mais ces éetats n’interviennent pas dans la
réactivité chimique. Les transitions entre I’état fondamental et les états singulets sont

des transitions interdites en ce qui concerne le spin [79].

E (kl.mol1)
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Figure 2.13 : Représentations primitives des états singulets et triplets les plus bas de
I'oxygene moléculaire.
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2.3.2. Désactivation de 'O2

Une fois que I'oxygene est dans son état excité singulet, il peut étre désactivé par
d'autres especes pour revenir a son état fondamental. Cette trempe peut avoir lieu de
deux maniéres principales.
2.3.2.1. Désactivation physique

Dans lequel I'interaction ne conduit qu'a la désactivation de I'oxygene singulet
sans consommation d'Oz ni formation de produit.
2.3.2.2. Désactivation chimique

Ou le désactivateur réagit avec I'oxygene singulet pour donner un nouveau
produit.
L'oxygene est plus oxydant dans son état excité singulet et donc plus électrophile,
réagissant rapidement avec des liaisons carbone / carbone insaturées, des nucléophiles
neutres tel's que les sulfures et les amines, ainsi qu'avec les anions. Par conséquent, les
chimistes organiques ont trouvé une utilité dans I'oxygéne singulet comme réactif

synthétique polyvaent [ 75].
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L'oxygene singulet peut également réagir avec des oléfines (ou I'oxygeéne singulet est
le diénophile) ayant deux substituant alyliques ou plus, provoquant un décalage de

double liaison et laformation d'un hydro peroxyde alylique [76].

La formation de dioxétanes est possible via la cycloaddition d'oxygene singulet
avec des oléfines riches en électrons 1t . Les dioxétanes, qui sont généralement stables
gu'a basse température, subissent une décomposition pour former deux groupes
carbonyle [77].

L'oxygene singulet, en raison de sa haute éectrophilicité, est capable d'oxyder les
phénols, les sulfures et les amines. La réaction de |I'oxygene singulet avec le phénaol
entraine la formation d'hydroperoxydes qui se déshydratent pour former de la
pbenzogquine

L'oxygene singulet peut étre généré par transfert d'énergie a partir dimpuretés
contenues dans un polymere ou de colorants spécialement ajoutés qui peuvent agir
comme photosensibilisateurs. Une fois généré, |'oxygene singulet peut réagir avec le
polymeére pour former des dioxétanes, des hydroperoxydes et / ou des endoperoxydes,
ce qui pourrait entrainer une décomposition supplémentaire et une perte des propriétés

du polymeére [78].
2.3.3. Mécanisme de production de I’oxygeéne singulet

La génération photosensibilisée est une méthode ssimple et contrdlable pour la
production de O, elle nécessite que de I'oxygéne, de la lumiére d'une longueur
d'onde, et un photosensibilisateur capable d'absorber et d'utiliser cette énergie pour
exciter I'oxygene a son état singulet. L'excitation du sensibilisateur est généralement
obtenue via une transition d'un photon (hn) entre I'état fondamental, SO, et un état
excité singulet Sn. Larelaxation de |'état Sn donne |'état de singulet excité le plus bas
du sensibilisateurS1 [1].

Il existe deux type de mécanismes pour que cet état excité régir :

Un mécanisme de type | : Implique un transfert d'éectrons entre le sensibilisateur
excité et un substrat, produisant des radicaux libres. Ces radicaux peuvent réagir avec
I'oxygéne pour former une espéce active d'oxygene [1].

Un mécanisme de type Il : l'oxygéne singulet est généré via un processus de

transfert d'énergie lors d'une collision du sensibilisateur excité avec de I'oxygene
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triplet. La capacité de génération d'oxygéne singulet d'un photosensibilisateur est

mesurée par son rendement quantique [1].

Transfert d'énergie

Energie kl.mol?
1 ST 7 s
T i
1569 —— R hw - -
s i " Sens —> Sens ——  Sens’
-. _ i ) 5
) Sens + 10, > Sens+ 0,
94,2 —— A,
0 == 35,
Sens a,

Figure 2.14 : Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski pour la production d’oxygene
singulet par transfert d’énergie a partir d’un photosensibilisateur et équation de

production de I’oxygéne singulet [79].

2.3.4. Durée de vie de I’oxygeéne singulet

L’oxygene singulet est une espéece trés réactive, mais extrémement dépendante de
son environnement. En phase gazeuse, la durée de vie de I’état 1Aq est de 45 minutes
alors que celle de I’état 1y *4 varie entre 7 et 12 secondes. En solution, la durée de vie
de I’état 13 %4 est de I’ordre de 10712 secondes, tandis qu’elle varie entre 4.10° et 6.102

secondes pour I’état *Ag[79].

2.4. Typesde photosensibilisateurs

2.4.1. Lesphotosensibilisateurs naturelles

Il existe des photosensiblisateurs d’origines végetales ou animales , telle que La
Phycocyanine , un photosensibilisateur non toxique qui est utilisé en thérapie
adjuvant dans la thérapie photodynamique des tumeurs (PDT) [80] ,la fucoxanthine
gui est aussi un photosensibilisateur qui pourrait détruire les cellules cancéreuses via
une activité pro-oxydante qui bloque les modeles celulaires par I’ajout
d’antioxydants [81] , la furocomarine qui agit soit comme une toxine soit un
photosensibilisant [ 82] , il existe aussi des travaux sur les flavonoides extrait a partir
des racine de Afromomum Alboviolaceum , qui sont trés bon photosensibilisants . Ils
ont confirmé le pouvoir photosensibilisant de flavonoide avec des tests et réalisées

sur les désinfections de I’eau par photosensibilisation, ce travail met en évidence la
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géneration de I’oxygene singulet par les substances photosensibilisantes dans la

purification de I’eau [83] .

2.4.2. Colorantsorganiques et hydrocar bures aromatiques

Le rose Bengale [I’éosine et le bleu de méthyléne sont des colorants

photosensibilisateurs trés efficaces car ils possedent des états triplés d’énergies

proportionner pour la sensibilisation a I’oxygene [84] .
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Figure 2. 15 : Quelques photosensibilisateurs organiques courants.

Tableau 2.8 : Quelques exemples de colorants organiques courants et leurs propriétés

photophysiques.
Colorant Energietriplet (Kcal.mol?)
Rose Bengale 42.0
Fluorescéine 47.2
Bleu d’éosine 45.5
Bleu de méthylene 32.0

Les hydrocarbures aromatiques tels que les naphtalénes, les anthracéenes et les

biphényles ont été étudiés pour leur capacité de photosensibilisation [85].
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Les quinones jouent un réle tres important dans les processus biologiques et ces

composes ont été étudiés pour leur capacité de photosensibilisation [86].

2.4.3. Phtalocyanines et tétrapyrroles apparentés Porphyrines

L’hématoporphyrine est utilisée dans la production photosensibilisée d'oxygéne
singulet . Les phtalocyanines différent des porphyrines par la jonction des atomes
d'azote avec les unités pyrrole individuelles. La conjugaison étendue, offerte par les
anneaux périphériques de benzene, renforce son absorption a des longueurs d'onde

pluslongues[1] .
2.4.4. Complexesde métaux detransition

Les complexes de métaux de transition du ruthénium (I1), par exemple, ont une

absorption relativement forte dans lesrégions UV - vis du spectre]87].
2.4.5. Les Semi-conducteurs

Production d'oxygéne singulet a partir de semi-conducteurs photoexcités tels que
TiO2 et ZnO ont regu peu d'attention par rapport a celle des espéeces d'oxygene actif
telles que les radicaux hydroxyle et I'anion superoxyde. IIs ont démontré la production

d'oxygene singulet photosensibilisé par ces semi-conducteurs [88].
2.5. Applications de photosensibilisateurs

2.5.1. Synthese de produits chimiquesfins et traitement des eaux usées

L'utilisation de I'énergie solaire dans le traitement des eaux usees pourrait étre une
solution économique a un probleme environnemental difficile. Des recherches sur la
détoxification et le traitement photosensibilisés des eaux usées industrielles et
urbaines utilisant la lumiére concentrée directement du soleil sont actuellement en
cours au Plataforma Solar de Almeria (PSA, Espagne) [89].

Egalement , les travaux ont commence au PSA sur le projet «<SOLFIN» et au réacteur
PROPHIS [90] en Allemagne, tous deux consacrés a la synthése chimique fine
photosensibilisée. Par exemple, les travaux du PSA ont démontré la synthese de 5-
hydroxy-5H-furane-2-one a partir de furfural en présence de photosensibilisateurs

bleu de méthyléne ou rose bengale dans I'éthanol [89].
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2.5.2. L’utilisation de I’oxygéne singulet
25.2.1. Stérilisation du sang

La Croix-Rouge suisse et alemande utilisent le bleu de méhylene comme
photosensibilisateur pour la décontamination des unités de plasma fraichement
congelées [91]. Grace a I’absence de toxicité pour I'nomme , le colorant est efficace

pour détruire les virus enveloppés extracel lulaires.
2.5.2.2. Thérapie photodynamique du cancer (PDT)

Dans la PDT, la Iumiéere visble un médicament photosensible
(photosensibilisateur) et I'oxygene sont combinés, conduisant a la production d'agents
mortels pour inactiver les cellules tumorales. 1l est généralement admis que I'oxygene
singulet est le principal agent cytotoxique responsable de I'activité photobiologique
[92]. La double sélectivité de la PDT provient a la fois de la localisation du
sensibilisateur dans la tumeur et de la capacité a limiter ['activation du

photosensibilisateur par illumination de larégion tumoral e uniquement.

Le principe de la photo-thérapie dynamique est basé sur la destruction séective des
cellules tumorales par [I’action combinée d’un photosensibilisateur qui est
principalement une porphyrine et d’une lumiére focalisee de longueur d’onde
appropriée (~ 800 nm). Le photosensibilisateur est introduit par voie intraveineuse au
sein d’un tissu présentant une tumeur. L’oxygene singulet formé par le

photosensibilisateur sous irradiation permet de détruire les cellules cancéreuses [ 79].
2.5.2.3. Insecticides et herbicides

Le travail effectué dans la PDT du cancer, les herbicides et les insecticides
photodynamiques utilisent les effets toxiques de I'oxygene singulet pour détruire les
plantes et les ravageurs indésirables. Les herbicides photodynamiques provoquent
I'accumulation indésirable de chlorophylle et d'intermédiaires métaboliques de I'heme
les tétrapyrroles, dans les plantes vertes [93]. Les effets insecticides des
photosensibilisateurs ont été étudiés par Ben Amor [94] et Rebeiz [95].
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2.6. Réactions caracteristiques de I’oxygéne singulet

L’oxygene singulet permet d’oxygéne certains espéces organiques tels que les
alcénes, les dienes , quelque hétérocycles ou sulfures , les composés aromatiques .

Voici trois principaux types de réactions de I’ Oz [79] :

une cycloaddition [2+2] directe sur une double liaison activée par un donneur
d’électron (en général, un hétéroatome), conduisant a la formation de

dioxétanesl,?2 .
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Figure 2.16 : Formation du dioxétane-1,2.
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une addition sur les alcénes possédant un atome d’hydrogene en position
allylique, conduisant a la formation d’hydroperoxydes. Cette réaction est

appelée réaction « ene » .
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Figure 2.17 : formation d’hydroperoxyde.

Une cycloaddition [2+4] de type Diels-Alder sur les diénes, conduisant a la

formation d’endoperoxydes .

Figure 2.18 : Formation d’endoperoxydes.
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2.7. Supports pour photosensibilisateurs

Le greffage de photosensibilisateurs sur des supports polymériques ou
inorganiques permet de rendre ces photosensibilisateurs insolubles et leur confére de
nombreux avantages[79] :

- Séparation aisée du photosensibilisateur des réactifs et des produits en fin de
réaction .

Utilisation de solvants ou le photosensibilisateur est peu soluble .
Application a des réactions gaz/solide

Augmentation de la stabilité (limitation du photo-blanchimenta).

Des photosensibilisateurs ont été greffés sur des supports inorganiques tels que
des gels [96] ou nanoparticules de silice [97], sépiolites [98], zéolites[99], nanotubes
de carbong[100] ou encore des nanoparticules de dioxyde de titane [101] . Les
matériaux polymeres sont aussi de bon candidats pour I’immobilisation de
photosensibilisateurs gu’ils soient hydrophiles, hydrophobes, amphiphiles,
microporeux ou sous forme de microsphéres de polymeéres réticulées. Quelques

exemples de substrats polymeéres sont décrits si dessous :

Polymeres hydrophiles : Hurtgen et al. [102] ont greffé un fullerene (C60)
sur des chaines de polymeére bien définies de poly(acétate de vinyle) et de
poly(N-vinylpyrrolidone-co-acétate de vinyle) préparées par (cobalt-mediated
radical polymerization) afin d’obtenir des matériaux hydrosolubles.
Polymeres hydrophaobes : Hong et al. [103] ont déposé, sur une surface en
cuir du polyuréthane dispersé dans une solution agueuse dans laquelle un
photosensibilisateur (rose Bengale ou de benzophénone) a été gjouté.
Copolymeres amphiphiles : L’équipe de Baek [104] a synthétise par
polymérisation (Reversible addition-fragmentation chain-transfer) un
copolymere en étoile amphiphile ou le photosensibilisateur (porphyrine) est
localisé au cceur.

Polymeres poreux structurés et non structurés : L’équipe de Nisnevitch

[105] a également réalisé des films poreux a partir d’'un mélange d’une
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solution de polystyréne dans le chloroforme et d’une solution de rose Bengae

ou de bleu de méthylene dans e chloroforme .
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Chapitre 3: Valorisation de pouvoir photosensibilisante de

phycocyanine greffe sur le chitosane

INTRODUCTION

Vu les propriétés intéressantes de la phycocyanine, leurs applications restent
néanmoins limitées surtout dans le domaine de la dépollution des eaux, car I’ajout de
ce photosenbsibilisateur dans les eaux usées pollue le milieu a cause de sa fort
solubilité dans I’eau. Afin de remédier a ce probleme, une vaorisation de la
phycocyanine sur une matrice de polymere devient nécessaire. Dans cette partie nous

avant choisie comme matrice un biopolymére «le chitosane ».
3.1. Définition de chitosane

Le chitosane est un biopolymere et glucosaminoglycane composé de deux
sucres courants, la glucosamine et la N-acétylglucosamine, dont la proportion dépend
du traitement alcalin. Il est non toxique, inodore, biocompatible et biodégradable.

3.2. Lasourcedelechitosane

La chitine est couramment trouvée chez les invertébreés, sous forme de coquilles
de crustacés ou de cuticules dinsectes, mais également présente dans la grande
majorité des champignons, les algues vertes, les parois cellulaires et les levures [ 106,
107,108]. En général, les coquilles de crustacés sont constituées de 30 a 40% de
protéines, de 30 a 50% de carbonate et de phosphate de calcium et de 20 a 30% de
chitine, selon J. Kumirska et a. [109], mais ces pourcentages varient selon la source,

ou méme |'espéce, apartir de laguelle la chitine est isolée.
3.3. Structure de chitosane

Le chitosane, un produit partiellement désacétylé de chitine, est un copolymére
constitué d'unités B- (1 - 4) -2- acétamido-D-glucose et B- (1 - 4) -2-amino-D-

glucose, cette derniere étant dépassant géenéralement 80% [110].
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Figure 3.19: structure de chitosane.

3.4. Mécanisme de synthése

Le chitosane est obtenu a partir d’une réaction chimique de désacétylation de chitine
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Figure 3.20 : Mécanisme de synthése.
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3.5. Propriétésde chitosane

Les propriétés chimigues et physiques du chitosane dépendent du poids moléculaire
(MW), du degré de désacétylation (DDA), du degré de cristalinité, de I'éendue de
I'ionisation / du groupe amino libre...

3.5.1. Lepoids moléculaire

Le chitosane est un glucosaminoglycane caractérisé par le nombre d'unités de
sucre par molécule de polymere (n), qui définit son poids moléculaire MM [111].
Avec l'augmentation de la MM, la cristalinité de la membrane diminuait. Le
processus de désacétylation du chitosane entraine un changement de MM et selon la
source et la procédure de préparation, le poids moléculaire moyen du chitosane peut
varier de 50 a 2000 kDa.

3.5.2. Degré de désacétylation (DDA)

On a démontré que le DDA du chitosane est en corrélation avec sa solubilité en
solution acide et la cristallinité de sa membrane. 1l est connu que la densité de charge
le long de la chaine augmente avec |'augmentation du DDA, et que la flexibilité de la
chaine des molécules de chitosane peut ére manipulée en modifiant le DDA. Le
chitosane disponible dans le commerce a un degré de désacétylation alant de 40 a
98%.[112].

3.5.3.Laviscosité

La viscosité de la solution de chitosane augmente avec la concentration et le
degré de désacétylation et diminue avec la température. Le chitosane est disponible
dans le commerce est une large gamme de viscosité. Il est utilise comme agent
améliorant la viscosité en raison de son poids moléculaire élevé et de sa structure
linéaire et non ramifiée. Le chitosane est pseudoplastique car la viscosité diminue en
augmentant le taux de cisaillement [113,114].

3.5.4. Lasolubilité

Le chitosane est soluble dans les acides faibles mais insoluble au-dessus de pH 7.
Il est normalement polydispersé et il ala capacité de se dissoudre dans certains acides
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inorganiques et organiques tels que l'acide chlorhydrique, |'acide phosphorique,
I'acide lactique, l'acide propionique, |'acide succinique, l'acide acétique, l'acide
tartrique , l'acide citrique et I'acide formique aprés une agitation prolongée. La
solubilité dépend du pKa et de la force du solvant acide. L'éude des caractéristiques
de dissolution du chitosane a révélé que sa vitesse de dissolution variait selon le type
dacide utilise. Le chitosane se comporte comme une sphére dans une solution
agueuse d'acide acétique ou comme une bobine aléatoire expansée dans |'urée [115].
L'insolubilité du chitosane est attribuée ala liaison hydrogéne intermoléculaire a l'état
solide. Le chitosane se dégrade avant de fondre, ce qui est typique pour les

polysaccharides avec une liaison hydrogéne éendue [116].

3.5.5. Lacrigtallinité

La cristallinité est également un parameétre important car elle permet de controler
un certain  nombre de propriétés comme les propriétés de gonflement dans |'eau
[117]. Généralement la cristallinité est déterminée par des mesures de diffraction de
rayons X ou par résonance magnétique nucléaire (RMN). En effet, le chitosane est

généralement un matériau semi-cristallin [118].

3.6. Extraction de chitosane

Les dechets de I’industrie des crustaces sont une source tres importante de chitine.
De nombreuses méthodes ont été dével oppées afin de préparer |a chitine a partir des
exosquelettes. En premier lieu, les coquilles sont broyées a des tailles plus petites et
les minéraux, principalement le carbonate de calcium, sont éliminés par extraction
avec de |'acide chlorhydrique dilué suivi d'une agitation a température ambiante ou le
chlorure de calcium est précipité .Les protéines sont €liminées par solubilisation avec
de I'nydroxyde de sodium aqueux dilué et dans le procédé, hydrolyse des groupes N-
acétyle au hasard dans le sguelette du polymére. Une étape de décoloration
supplémentaire peut étre incorporée pour éiminer la couleur. Le chitosane est obtenu
par désacétylation dans 40 a 45% d'hydroxyde de sodium a 120 ° C pendant 1 a 3

heures al'exclusion de I'oxygéne [ 119].
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3.7. Modification chimiques de chitosane

L'acylation est plus polyvaente que I'akylation car elle permet I'introduction de
groupements hydrophobes au niveau des résidus amino, alcool ou les deux.

Cette réaction permet d'obtenir un chitosane de Degré d’Acylation supérieur a celui
de départ. Pour cela, plusieurs techniques ont été dével oppées, comme des méthodes
de réacétylation hétérogenes, mais cette réaction est généralement réalisée en milieu

homogeéne. [120].

Figure 3.21 : Réaction d'acétylation du chitosane par I'anhydride acétique en milieu
hydro-al coolique.

La dépolymérisation du chitosane est effectuée par rupture de la liaison

glycosidique. Pour cela, de nombreuses voies sont possibles, parmi lesquelles

I’hydrolyse acide (acide chlorhydrique, phosphorique) la dégradation sous ultrasons

I’irradiation y ou la dépolymérisation enzymatique. [120]

a2
I

Wy

+ HMND= & H*

~ H
1 F :
T M |
. ¢ S
WAL O "'-.1L T e - ,...'Ff_ | _'r f = U,
A_ b~ N e Hﬂl‘é‘h
| I-.l

| N » H:D
H H H g
e

Figure 3.22 : Dépolymérisation du chitosane par désamination nitreuse.
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3.8. Misen formedela phycocyanine

La fixation de phycocyanine sur une matrice « chitosane » est un nouveau travail
donc on a pas assez d’information , mais il existe une recherche qui est proche anotre
theme .
3.8.1. Legreffage

Les recherches récentes montrent que la CPC greffé sur NSC (NSC CPC) a été

obtenu en faisant réagir la CPC avec NSC viala catalyse de MTGase. En prenant le
degré de substitution comme indice, les conditions de réaction ont été optimisées par

une expérience afacteur unique [121].
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Figure 3.23 : La synthese du N succinyl chitosane C phycocyanine peptide (NSC
CPC).
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Chapitre 3: Valorisation de pouvoir photosensibilisante de
phycocyanine greffe sur le chitosane

3.8.2. L’encapsulation

La solution daginate a éé préparée avec des différents concentration en se
référant a des recherches antérieures de Yan et a [122]. De la phycocyanine a été
goutée a l'alginate avec un rapport de 1. 1 (p / p) et ensuite agitée a l'aide d'un
agitateur magnétique jusqu'a ce que la solution soit homogéne. La suspension
homogénéisée a é&té insérée dans la seringue et injectée dans une solution de CaCl, en
utilisant une aiguille de calibre et agitée par un agitateur magnétique. Les billes ont
été collectées et lavées en utilisant de I'eau distillée pour éliminer les ions Cl. Le
CaCl» et I'eau distillée ont été collectés pour calculer I'efficacité d'encapsulation et les
billes ont été conservées au réfrigérateur [123].

La biomolécule de C-phycocyanine est encapsulée dans une matrice de gel
d'aginate de calcium a l'aide d'un dispositif micro-fluidique. La C -phyco-cyanine
encapsulée a haut débit monodispersée a été produite avec une taille de gouttelette
microencapsul ée de 95 a 100 Im et confirmée par microscope électronique a balayage
pour sa forme. La méthode microfluidique de microencapsulation est capable de

générer une matrice de gel de haute qualité de taille uniforme [124].

3.8.3. Lesadsorbants

Deux adsorbants appropriés pour une utilisation dans des lits expansés ont été
étudiés pour |'adsorption de C-phycocyanine. Ces adsorbants étaient constitués d'une
matrice macroporeuse d'agarose avec un noyau de quartz. L'un des adsorbants,
Streamline DEAE® (GE Healthcare) est un échangeur d'anions faible, le groupe
fonctionnd étant -O-CH>CH»>-N + (C2Hs)2 NH. L'autre adsorbant, Streamline Q XL®
(GE Healthcare) est un échangeur d'anions puissant, avec un ammonium quaternaire

comme groupe fonctionnel [125].
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Conclusion

La C-PC est un produit naturel important a cause de ces propriétés et ces
utilisations dans des différents domaines , elle est utiliste comme un colorant bleu

naturel , marqueur fluorescent et agent anti-oxydant , anti-inflamatoire ...

On trouve ce produit en quantité importante dans une cyanobactérie spiruline
platensis , pour une bonne extraction on a fait une étude comparative entre différents

procedés d’extraction conventionnels et les techniques d’extraction rapide et vertes.

Pour les bons conditions de I’extraction a partir de spiruline, on a choisie
I’extaction par micro-onde, une technique repend aux criteres de la chimie verte .
Elle nous donne un bon rendement de 215,5 mg/g dans une petite duré de 30s en

utilisant I’eau comme solvant, non couteux.

On a valorisé la propriété photosensibilisantes de la PC pour faire une application
dans le traitement des eaux usées, Pour régler 1a problématique de la solubilité de PC
dans les milieux aqueux et la mise en forme de la phycocyanine, on a utilisé un
biopolymére biodégradable tel que le chitosane, qui est un produit naturel extrait a
partir des carapaces des crevettes. Enfin, on a réalis¢ un greffage de la PC sur le

chitosane pour la dépollution des eaux usees .
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Plan detravail

A cause de la crise sanitaire de virus covid -19, qui a gravement perturbé le
fonctionnement normal des établissements publics dans le monde, nous n’avons pas

réalisé la partie expérimentale.
Le plan de travail qui devrait étre réaliser est le suivant :
Extraction de chitosane ;

Préparation des carapaces (poudre) : Les carapaces des crustacées sont lavées et

conservées pendant deux semaines puis broyées finement.

Déprotéinisation : Bouillir les carapaces dans une solution alcaline diluées a chaud
(NaOH a 3%) sous agitation pendant 1h a70 C° (1:10) (m/V) .

Déminéralisation : Exces HClI 1M a T ambiante 15 min, filtrer et rincer a I’eau

déminéralisée (eau distillée ). Sécher dans une éuve a 65C° /16h .

Blanchiment : Agent oxydant (H2O> ou eau dejavel) .

Désacétylation : -Traitement avec NaOH 50% pendant 3h par chauffage.
- Traitement avec NaOH 50% a 140 C° pendant 4 h .

Dosage de chitosane: 100mg chitosane + 3 mL HCl (0.3M) + 40 mL H2O sous
agitation 1h.pH <3

On met la solution dans un bécher muni d’un pH métre et d’un thermométre , on
goute HCI, on dose avec de NaOH 0.1M jusqu’a pH =45 V =34 mL puis
jusqu’a pH =8.5V =8mL

1-1.62Q VNaoH*0.1

DA= — Avec Q= , VNeoH=V2-V1
1+43Q 1000* M ¢s
2.03*(V2- V1)

DAAY%= 100% ]
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Mg +0.0042(V2 — V1)

Extraction de phycocyanine :

Dissolution de biomasse dans I’eau , extraction par micro-onde 100W pendent 30s
puis centrifuger a 3140g/5min , on prend le surnagant on fait un fractionnement ;
précipitation avec solution de sulfate d’ammonium pendent une nuit a 4C°
separation par une colonne purification par CCM DEAE SAPHAROSE /sephodex

Caractérisation : RMN de proton et carbone, FTIR ,ATR , DRX

Ensuite, on construit des films avec le polymere qui est le chitosane pour greffer le

phycocyanine sur ce dernier et appliquer dans le traitement des eaux usées .
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