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INTRODUCTION
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L'algue verte unicellulaire Botryococcus braunll présente la particularité
remarquable de produire des hydrocarbures dont le taux peut atteindre 75 Z du poids sec
(1,2), alors que la plupart des autres organismes végétaux n'atteignent. que des teneurs
de l'ordre de 1 Z.

Cette caracterlsthue nous a amené 3 entreprendre une étude approfondie, tant
au nzveau de la blosynthese qu'au niveau de l'amélioration des condltlons de culture
pour la production d'hydrocarbures de B.b.

Dans ce but nous étudions entre autre l'influence sur les cellules entiares,
de l'immobilisation dans un support solide.

La technique d'immobilisation a été largement utilisée dans le domaine en-
zymologique ; elle s'étend depuis peu aux organites cellulaires et aux cellules entiéres
(3,4). Cependant som application a des cellules photosynthétiques est assez peu répandue.

Il était intéressant de tenter l'immobilisation sur B.b. pour les raisoms
suivantes :

- Des études antérieures ont montré que les hydrocarbures de l'algue s'ac-
cumulent dans les parois extermes sous forme de globules (5, 6).

- L'immobilisation peut permettre une récupération des produits exocellu-
laires plus aisée que la culture en milieu liquide.

Une étude antérieure sur gel d'alginate de calcium (7) nous a montré que
B.b. Trestait viable dans ces conditions au cours de cultures prolongées. L'algue pré-
sentait méme un métabolisme général (mesuré sur la base du dégagement d’O2 d'origine
photosynthétique) plus actif par rapport i celui d'une culture témoin en milieu liquide,
et conservait son aptitude a synthétiser des hydrocarbures en grande quantité.

Dans le cadre d'une étude générale de différents supports nous avons entrepris
d'immobiliser B.b. sur gel de polyuréthane.

MATERIEL ET METHODE

Une suspension dense de B.b. est homogénélsée par potérisation. Une fractiom
est inoculée dans du milieu neuf et servira de témoin. Le reste est immobilisé dans la
mousse de polyuréthane. Pour cela on mélange volume a volume la suspension d'algue et
le prépolymére. On agite fortement puis on laisse reposer a température ambiante. L'ex-
pansion de la mousse est totale aprés environ 10 mn. Le bloc de mousse est découpé en
fragments de quelques millimeétres ; ceux-ci sont lavés trois fois, puis inoculés dams les
erlens contenant du milieu nutritif. La composition de ce milieu, les conditions de
culture employées pour les algues immobilisées et les témoins libres ont déja été
décrites (7). Il en est de méme pour la technique de microscopie électronique & balayage

(7.
RESULTATS - DISCUSSION

Les polyuréthanes sont issus de la réactiom entre deux groupes fonctionnels :
un groupe isocyanate R-N=C=0 et un groupe alcool. Lors de la polymérisation en présence
d'eau, des molécules de CO, sont formées. Elles créent des cavités qui donnent une
structure de mousse au support. Si la réaction se fait en présence des algues, celles-ci
se trouvent emprisonnées dans les cav1tes du polyuréthane.

x Dans la suite du texte, cette espéce, Botryococcus braunii est indiqué par les deux
initiales B.b.
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Ayant a notre disposition différents types de pré-polymeéres, nous avons
d'abord examiné leur éventuelle toxicité sur les algues en mesurant le dégagement
d'oxygéne : d'une part leur photosynthese nette : production d'02, d'autre part leur
respiration a l'obscurité : absorption de 0,.

Les mousses testées se différencient par leur aptitude 3 s'expanser et par
le pourcentage de groupes isocyanates résiduels. Ce dernier augmente en passant de
A* (I = 2,1) a B* (Z = 2,65) et a4 C* (7 = 8,2). Pour la mousse D* le pourcentage ne
nous est pas connu.

Seules les algues immobilisées dans la premiére mousse A* ont gardé des
capacités respiratoires et photosynthétiques suffisantes aprés traitement. Cette
mousse a donc été retenue pour poursuivre notre dtude.

Une étude en microscopie 3 balayage nous a permis de visualiser 1'organisa-
tion dans l'espace des cellules de B.b. er de leur support. Les colonies de l'algue
gardent um aspect géméral inchangé et ont autour d'elles un espace suffisant pour se
développer. Les pores de la mousse qui permettent ume circulation du milieu ne pré-
sentent pas cependant une taille homogene.

Nous avons effectué aprés le test de viabilité, une expérience sur l'évolu-
tion des dégagements d'oxygéne en fonction du temps. Il apparait que les algues im-
mobilisées restent viables pendant une culture prolongée (55 jours) et qu'elles com-
servent une photosynthése active. Cependant le dégagement 4’ OZ de ces algues reste
inférieur i celui des algues témoins (en moyenme 50 7).

- 11 était également nécessaire de savoir si immobilisées em polyuréthane, les
algues continuaient i produire des hydrocarbures. Dans ce but nous avons réalisé une
expérience de marquage radiocactif avec de l'acide oléIque l4C-10. Les algues immobi-
lisées conservent la capacité de synthétiser des hydrocarbures. Ceux-ci sont en quantité
moindre (environ un tiers) par rapport au témoin. Cela est en relation vraisemblablement
avec leur métabolisme général plus faible.

CONCLUSION

Ces premiers résultats montrent que l'immobilisation de B.b. 3ur polyuréthane
a un effet plus drastique que l'immobilisatiom sur alginate de calcium. Un certain nombre
de cellules reste viable et garde sonm aptitude a synthétiser des hydrocarbures. Des
recherches ultérieures sur les conditions de culture avec ce type de support devraient
permettre d'obtenir un meilleur peuplement des mousses et d'améliorer ainsi la produc=—
tion d'hydrocarbures.
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