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ABSTRACT

The biological fixation of atmospheric nitrogen by the root-nodule bacteria
Rhizobium is considered a sustainable alternative to chemical fertilisers through its use
as a biofertiliser; They live in a symbiotic relationship with legumes, converting atmos-
pheric nitrogen into ammonia that the plant can utilise, which has made them the subject
of much research. However, the scientific community lacks information on the large-
scale production of these bacteria, as most techniques remain trade secrets. In this con-
text, this work focuses on the development of a pilot bioreactor (using simple equip-
ment) specifically for the production of Rhizobium bacteria.

The pilot bioreactor was designed at the Laboratory of Applied Microbiology in
Food, Biomedical and Environment (LAMAABE).

Monitoring of bacterial growth kinetics revealed a gradual increase in biomass
during the fermentation phase, accompanied by a noticeable change in the colour and
turbidity of the medium, reflecting actual metabolic activity.

The design of this experimental bioreactor has now become a reality, confirming
the feasibility of the experiment. These results provide a promising experimental basis
for future process optimisation and pave the way for the scale-up of this process to an

industrial scale.

Keywords: Rhizobium, Nitrogen fixation, Fermentation, Bioreactor.



RESUME

La fixation biologique de l'azote atmosphérique par les bactéries Rhizobium
constitue une alternative durable aux engrais chimiques grace a leur utilisation comme
engrais biologique, Elles vivent en symbiose avec les 1égumineuses, transformant
I’azote atmosphérique en ammoniac dont la plante tire profit, ce qui a suscité I’intérét
de nombreuses ¢tudes. Cependant, le domaine scientifique manque d’informations sur
la production a grande échelle de ces bactéries, la plupart des techniques restant des
secrets commerciaux, Dans ce contexte, ce travail s’articule autour de la mise au point
d’un réacteur biologique expérimental (a 1’aide d’outils simples) spécialement destiné
a la production de la bactérie Rhizobium.

Le réacteur biologique (expérimental) a été congu au sein du laboratoire de mi-
crobiologie appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement (LA-
MAABE).

Le suivi cinétique de la croissance bactérienne a révélé une augmentation pro-
gressive de la biomasse au cours de la phase de fermentation, accompagnée d’un chan-
gement notable de la couleur et de la turbidité du milieu, ce qui témoigne d’une activité
métabolique réelle.

La conception de ce bioréacteur pilote est désormais une réalité, ce qui confirme
la pertinence de I’expérience. Ces résultats constituent une base expérimentale promet-
teuse pour I’amélioration future du procédé et ouvrent la voie a son transfert a I’échelle

industrielle.

Mots-clés : Rhizobium, Fixation d’azote, Fermentation, Bioréacteur.
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Introduction générale

L'agriculture moderne fait face au défi majeur d'accroitre la productivité¢ afin de ré-
pondre aux besoins d'une population mondiale en constante augmentation, tout en limitant les
impacts environnementaux liés a I'utilisation intensive des engrais chimiques. Ces derniers sont
notamment responsables de l'acidification des sols, de la contamination des ressources en eau

et des émissions de gaz a effet de serre (Bahuguna et al., 2025).

Dans ce contexte, les biofertilisants contenant des micro-organismes vivants, tels que
les bactéries du genre Rhizobium, apparaissent comme une alternative durable et respectueuse
de l'environnement, capable de restaurer la fertilit¢ naturelle des sols et d'améliorer la produc-

tivité des cultures (Suthar et al., 2017; Bahuguna et al., 2025).

La production industrielle de ces bactéries repose sur des procédés de fermentation en
bioréacteurs. Cette approche implique la sélection de souches performantes et adaptées a la
plante hote, la multiplication de la biomasse dans des milieux de culture optimisés -utilisant
fréquemment des substrats a base de mélasse ou de résidus agricole afin de réduire les cotts de
production ainsi qu'un controle rigoureux des parameétres l'aération, le pH et la température

(Vandana et al., 2017; Bahuguna et al., 2025).

Une fois la biomasse produite, celle-ci est incorporée dans des formulations liquides
enrichies en protecteurs cellulaires ou fixée sur des supports solides tels que la tourbe, le char-
bon de bois ou la vermiculite, afin de stabiliser les cellules bactériennes et de garantir leur

viabilité pendant le transport et jusqu'a leur inoculation effective (Aremu et al., 2017).

L'utilisation de ces biofertilisants permet non seulement d'augmenter significativement
les rendements agricoles, avec des gains pouvant varier de 10 a 35%, mais contribue également
a I'amélioration de la qualité nutritionnelle des récoltes. En outre, elle constitue une stratégie
prometteuse pour réduire la dépendance aux engrais de synthese et favoriser la durabilité des

systemes agricoles a long terme (Bahuguna ez al., 2025).



Introduction générale

Dans ce cadre, le présent travail s'articule autour d'une approche expérimentale dont
l'objectif central est la réalisation d'un bioréacteur a 1'échelle pilote, spécifiquement dédi¢ a la
production de la bactérie symbiotique Rhizobium a cet effet, le travail a été structuré en plu-
sieurs étapes successives et complémentaires .

Dans un premier temps, le bioréacteur a été congu et assembl¢ a partir de matériaux

simples et accessibles, en intégrant un systéme d'agitation mécanique, un dispositif d'aération

Une fois la validation mécanique du systéme assurée, la culture bactérienne a été ini-
tiée en milieu YMB dans des conditions optimales de température (28 £ 1 °C) et de pH initial
(6,8), avec un suivi cinétique de la croissance par mesure de la densité optique a 580 nm.

Enfin, un aliquot de la culture bactérienne a été prélevé a l'issue de la fermentation et
conditionné en vue de sa lyophilisation, dans la perspective d'une conservation et d'une valo-

risation ultérieure du bio-inoculant produit.
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1. Rhizobium

1.1 Introduction et définition

Les Rhizobia (singulier Le Rhizobium) constituent un ensemble de bactéries du
sol a Gram négatif capables d'établir une symbiose avec les plantes légumineuses (fa-
mille des Leguminosae) , Le Terme Rhizobia est utilisé comme un terme collectif pour
désigner les bactéries possédant la capacité¢ a noduler les racines des Iégumineuses
Cette association permet la fixation de l'azote atmosphérique (N2) en ammoniaque
(NH3),une forme assimilable par les végétaux (Masson-Boivin ez al., 2009).

Toutefois ,les Rhizobiums ne forment pas un groupe taxonomique homogene
,car ils sont répartis entre plusieurs genres appartenant aux o- et - Protéobactéries

(Rivas et al., 2009).

1.2 Classification du Rhizobium

Les Rhizobia ont été isolés pour la premiére fois en 1888 par Beijerinck, qui a
nommé cette bactérie Bacillus radicicola , avant qu'elle ne soit reclassée ultérieurement
sous le nom de Rhizobium leguminosarum (Ferraz Helene et al., 2022).

Au cours du XXe siécle, leur classification reposait principalement sur le prin-
cipe de l'inoculation croisée qui regroupait les bactéries selon les espéces de légumi-
neuses qu'elles pouvaient noduler (Rivas et al., 2009).

Dans I'édition de1974 du Manuel de Bergey, seules six especes de Rhizobium
ont été reconnues : le R. leguminosarum a croissance rapide, le R. trifolii, le R. phaseoli
et le R. meliloti, et le R. lupini et le R. japonicum a croissance lente (Rivas et al.,2009),

Cependant, I'introduction du séquencage du gene de I'ARNTr 16s dans les années
1990 a profondément modifié cette classification en révélant que les Rhizobiums ne
forment pas un groupe monophylétique , mais qu'il sont phylogénétiquement dispersés

parmi les groupes a- et -Protéobactéries (Klepa et Hungria, 2022).
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En 2021, plus de 200 especes de rhizobium sont reconnues au sein de 19 genres
répartis entre les a- et f-Proteobactéries (Ferraz Helene ef al., 2022). Les familles des

a- et B protéobactéries comprennent (Tableau 1) :

Tableau 1 :Liste des genres comprenant des especes rhizobiennes ayant des noms valides (Ferraz
etal., 2022)

a-Proteobacteria
Hyphomicrobiales (=Rhizobiales)

Rhizobiaceae
Agrobacterium 11 noms valides 2 Rhizobia
Allorhizobium 8 noms valides 2 Rhizobia
Ensifer( =Sinorhi- 20 noms valides 20 Rhizobia
zobium)
Neorhizobium 5 noms valides 4 Rhizobia
Pararhizobium 6 noms valides 2 Rhizobia
Rhizobium 92 noms valides 49 Rhizobia
Shinella 8 noms valides 1 Rhizobia
Phyllobacteriaceae
Aminobacter 7 noms valides 1 Rhizobia
Phyllobacterium 12 noms valides 4 Rhizobia
Mesorhizobium 59 noms valides 48 Rhizobia
Nitrobacteraceae
(=Bradyrhizobiaceae)
Bradyrhizobium 63 noms valides 58 Rhizobia
Methylobacteriaceae
Microvirga 18 noms valides 4 Rhizobia
Methylobacte- 47 noms valides 1 Rhizobia
rium
Brucellaceae
Brucella 25 noms valides 2 Rhizobia
(=Ochrobactrum)
Hyphomicrobiaceae
Devosia 26 noms valides 1 Rhizobia
Xanthobacteraceae
Azorhizobium 3 noms valides 2 Rhizobia
[-Proteobacteria
Burkholderiales
Burkholderiaceae
Cupriavidus 18 noms valides 2 Rhizobia
Paraburkholderia 79 noms valides 22 Rhizobia
Trinickia 7 noms valides 1 Rhizobia

6
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1.3 Caractéristiques morphologiques et structurales

Dans leur état libre (Figure 1), les cellules de Rhizobium sont généralement en
forme de batonnet (forme de bacille),mesurant environ 1.2-3um de longueur(Van

Brussel et al.,1977) et 0. 5-0. 9 um de largeur

(B)

500 nM

Figure 1.Morphologie macroscopique et microscopique de Rhizobium ((A) par microscopie élec-
tronique a balayage (MEB), (B) par microscopie électronique a transmission (MET), et (C) as-

pect de la morphologie coloniale sur milieu solide) (Reeve et al., 2010)

Lorsque Rhizobium pénetre dans les cellules de la plante hote et se différencie
en forme fixatrice d'azote (bactéroide), d'importantes modifications morphologique
sont observés voir (Figure 2). Les bactéroides présentent sous des formes hypertro-
phiées et pléomorphes ; ils peuvent étre renflés, claviformes, ramifiées (en forme de Y
ou de X) ou encore apparaissent sous forme de batonnets irrégulierement gonflés . dans
les nodosités du pois, les bactéroides mesurent généralement entre 3,5 et 6,2 um de
longueur, présentent fréquemment une forme en V et peuvent atteindre une taille jusqu'a
trois fois supérieure a celle des formes cultivées ( forme végétative) (Van Brussel et

al.,, 1977).
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Figure 2. Coupe micrographique de bactéroides matures entourés de leur membrane
péribactéroidienne (Gx6000). L'encadré met en évidence une forme pléomorphe en Y.

(Bd : Bactéroide ; Pm : Membrane péribactéroidienne). (Patel et Yang, 1981)

1.3.1 Structure de la paroi cellulaire

A l'instar des autres bactéries a Gram négatif Rhizobium présente une architec-
ture de paroi cellulaire pariétale complexe. Celle-ci est constituée d'une membrane ex-
terne, d'une mince couche de peptidoglycane (mucopeptide) associée de manicre cova-
lente & une lipoprotéine, ainsi que d'une membrane cytoplasmique interne(Van Brussel

etal., 1977).

1.3.2 Membrane externe et lipopolysaccharides (LPS)

La membrane externe de Rhizobium renferme des lipopolysaccharides (LPS)
(Figure 3) impliqués dans la symbiose, la reconnaissance de I'hdte ainsi que dans la
survie bactérienne. Le LPS des rhizobiums est structurellement distinct de celui des

bactéries entériques (Silipo et al., 2014).
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Cap

O-Antigen

Outer Core

Inner Core

Lipid A
(endotoxin)

Figure 3.Représentation schématique de la structure du LPS de Rhizobium etli CE3 (Price, 1999)
1.3.3 Exopolysaccharides (EPS)

Les Rhizobiums produisent de grandes quantités d'exopolysaccharides acides
(EPS) formant I'enveloppe la plus externe de la cellule bactérienne. En plus de leur
fonction structurale ,les EPS participent a la protection cellulaire contre la dessiccation

, a la fixation sur les surfaces, a la formation de biofilms ainsi qu'au développement

d'une symbiose performante (Figure 4) .(Ciesla et al., 2016)
6. Avoid plant defense

1. Attachment to root
response ‘hair

Rhizobial EPS

Figure 4.Différents réles fonctionnels des exopolysaccharides (EPS) produits par
Rhizobium spp (Ghosh, 2016)

2. Biofilm formation

5. Perception of nodule
ontogenesis

4. Host specificity in
nodulation
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1.4 Physiologie de la croissance et exigences nutritionnelles

Pour leur croissance, les Rhizobia exploitent une grande diversité de composés
carbonés. En tant que chimio-organotrophes , ils présentent une variabilité importante
dans l'utilisation des sources de carbone selon les especes et les souches étudiées (Lee,
1981).

Le mannitol constitue traditionnellement la principale source de carbone utilisée
dans les milieux de culture de laboratoire, notamment dans le milieu Yeast Mannitol
Agar (YMA). Cependant, il ne représente pas toujours le substrat le plus performant.
Chez les Rhizobiums a croissance lente, le gluconate, le galactose, le glucose, le glycé-
rol et le mannose favorisent une croissance supérieure a celle obtenue avec le mannitol
(Elkan et Kwik, 1968). En revanche , chez les Rhizobiums a croissance rapide le man-

nitol , le glucose et le glycérol constituent d'excellentes sources de carbone(Lee, 1981).

Les besoins en vitamines des espéces rhizobiales varient considérablement, ce
qui constitue une caractéristique taxonomique et physiologique importante.

Les Rhizobiums a croissance rapide , nécessitent généralement de la biotine ,
de la thiamine et du pantothénate de calcium pour assurer une croissance optimale, en
revanche Les Rhizobiums a croissance lente ont parfois répondu a 1'apport de biotine,

mais généralement pas eux autres vitamines (Graham, 1963) .
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2. Les légumineuses

2.1 Généralités

La famille des 1égumineuses (Leguminosae ou Fabaceae) constitue la troisieme
plus grande famille d'angiospermes,avec environ 765 genres et plus de 19 500 especes
réparties a travers le monde (The Legume Phylogeny Working Group et al., 2013).

Elle présente une importance écologique et économique majeure, occupant une
place centrale dans l'agriculture durable grace a sa capacité de fixation symbiotique de

l'azote atmosphérique (Panpatte et al., 2017).

2.2 Classification des légumineuses

Historiquement, la famille des 1égumineuses était divisée en trois sous-familles
distinctes, basées principalement sur des caracteres floraux :

e Caesalpinioideae: fleurs a préfloraison imbriquée ascendante, symétrie
variable

e Mimosoideae: fleurs a préfloraison valvaire, symétrie radiaire

o Papilionoideae: fleurs a préfloraison imbriquéedescendante, symétrie
bilatérale (zygomorphe).(The Legume Phylogeny Working Group et
al., 2013)

2.3 importance agro-écologique

L'importance agro-écologique des légumineuses repose sur leur capacité unique
a fixer l'azote atmosphérique, fournissant une source d'azote biologique vitale pour une
productivité agricole durable et offrant des services écosystémiques essentiels (Abu-
saief et Boasoul, 2021).

Au-dela de ce rdle, les Iégumineuses (notamment les formes arborées) sont des
piliers fondamentaux de I'amélioration des sols, de la restauration des foréts et des sys-
temes d'agroforesterie tropicale , elles possédent une importance écologique et écono-
mique mondiale majeure, illustrée par la domestication d'une vaste gamme de cultures
alimentaires et fourrageres indispensables aux sociétés humaines depuis les débuts de

I'agriculture (The Legume Phylogeny Working Group et al., 2013).

11
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3. La fixation d’azote

3.1 La fixation symbiotique de I’azote

La fixation symbiotique de I'azote (FSN) est un processus biologique essentiel
au cours duquel des bactéries diazotrophes, principalement les rhizobiums, convertis-
sent l'azote atmosphérique (N2) en ammoniac (NHs) assimilable par les plantes (Figure
5).

Ce processus, qui se déroule dans des organes racinaires spécialisés appelés
nodosités (ou nodules),fournit environ 40 millions de tonnes d'azote par an aux sys-

temes agricoles mondiaux (Lindstrom et Mousavi, 2020).

3.2 La symbiose légumineuses-Rhizobium

Les rhizobiums, répartis au sein des a- protéobactéries et B-protéobactéries, for-
ment des nodules sur les racines, et parfois les tiges des légumineuses. Le dialogue
moléculaire commence par l'exsudation de flavonoides par la plante hote. Ces compo-
sés sont pergus par les Rhizobiums, qui activent alors les génes nod , conduisant a la
production des facteurs Nod, indispensable a ['établissement de la symbiose

(Lindstrom et Mousavi, 2020).
3.3 Les génes Nod

Les génes nod (nodulation génes) sont des composants génétiques bactériens
essentiels pour l'initiation de la symbiose fixatrice d'azote entre les rhizobiums et les
légumineuses (Clua et al., 2018).

Ce processus débute lorsque les racines des plantes hotes libérent des composés
phénoliques, principalement des flavonoides, reconnus par le régulateur transcription-
nel bactérien NodD (Basile et Lepek, 2021).

L'activation de NodD déclenche la transcription des genes nod, qui codent pour
les enzymes responsables de la biosynthése et de la sécrétion des facteurs Nod
(NF).(Lindstrom et Mousavi, 2020).

On distingue généralement deux groupes :

Les génes nod communs, notamment nodA, nodB et nodC, présents chez la
quasi-totalité des rhizobiums et responsables de la synthese de la structure de base (le

squelette de chitine) du facteur Nod (Wang et al., 2018).
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Les geénes spécifiques de 1'hote,parmi lesquels Figurent nod, nol, noe codant
pour des enzymes qui ajoutent des modifications chimiques spécifiques au squelette de
base, déterminant ainsi la spécificité entre la bactérie et la plante hdte (Wang et al.,
2018).

La perception de ces facteurs Nod par des récepteurs végétaux déclenche une
cascade de signalisation aboutissant a des réponses morphologiques majeures, comme
le recourbement des poils absorbants et le début de la division cellulaire corticale pour

former le nodule (Gage, 2004)
3.4 Les facteurs Nod

Les facteurs Nod sont des molécules de signalisation synthétisées et sécrétées
par les rhizobiums en réponse aux flavonoides produits par les racines des plantes 1¢é-
gumineuses. Structurellement, ils consistent en un squelette d'oligosaccharide de chi-
tine li¢ a une chaine acyle grasse a 'extrémité non réductrice, agrémenté de diverses
modifications chimiques spécifiques a la souche. Ces molécules sont pergues par des
récepteurs végétaux spécialisés déclenchant ainsi les premiéres réponses morpholo-
giques de la symbiose, comme le recourbement des poils absorbants et la division des
cellules corticales pour former le nodule. En plus de déterminer la spécificité d'hote, les
facteurs Nod jouent également un rdle dans 1'équilibre entre la symbiose et les réponses

de défense de la plante. (Lindstrom et Mousavi, 2020).
3.5 Nodulation

La nodulation est un processus symbiotique complexe et hautement régulé entre
les rhizobiums et les racines des légumineuses, aboutissant a la formation d'organes
racinaires spécialisés appelés nodosités. Ce processus repose sur deux programmes dé-
veloppementaux distincts mais coordonnés : l'infection bactérienne et 1'organogenése

du nodule. Les étapes se déroulent comme suit :

13
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En réponse a une carence en azote, la plante sécrete des flavonoides qui activent
la protéine bactérienne NodD, déclenchant la synthése des facteurs Nod. La perception
de ces facteurs induit le recourbement du poil absorbant pour emprisonner les bactéries.
S'ensuit la formation du cordon d'infection a travers lequel les bactéries progressent
vers le cortex ou se forme le primordium du nodule. Enfin, les bactéries sont libérées
dans les cellules nodulaires pour former des symbiosomes et se différencier en bacté-
roides, capables de convertir le diazote atmosphérique (N2) en ammoniac (NHs) grace

a la nitrogénase (Clua et al., 2018).
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Figure 5.Mod¢le synthétique de la fixation symbiotique de 1'azote chez les 1égumi-
neuses par les rhizobia. (Lindstrom et Mousavi, 2020)
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1. Généralités sur les bioréacteurs

1.1 Apercu historique et évolution technologique des bioréacteurs

L'évolution des bioréacteurs s'est faite par étapes technologiques marquantes,
débutant par les fondements scientifiques (XVIle-XIXe siecles) ou la découverte des
micro-organismes par Van Leeuwenhoek en 1676 fut liée a la fermentation pres de deux
siecles plus tard , avant que Pasteur (1857) ne démontre qu'il s'agit d'un processus bio-
logique spécifique et non d'une simple réaction chimiquel(Ulber et Soyez, 2004).

Au début du XXe siecle, 'urgence de la Premiére Guerre mondiale a propulsé
la « fermentation profonde » pour la production de métabolites primaires (Ulber et
Soyez, 2004), renforcée par la découverte en 1917 de la production d'acide citrique par
Aspergillus niger, posant ainsi les bases théoriques de I'ingénierie des bioprocédés. Les
années 1940 ont marqué la révolution de la pénicilline, ou les exigences de production
de masse ont conduit au développement industriel du bioréacteur a cuve agitée (STR),
devenu le pilier de la technologie moderne (Bud, 2011).

Durant I'age d'or (1950-1970), la maitrise de la fermentation submergée aérobie
stérile (stérilisation a la vapeur, filtration de 1'air) (Rehm, 1970) et la formalisation des
cinétiques cellulaires (modeles de Monod et Luedeking-Piret) (Pinto ef al., 2022) ont
permis la diversification des produits a grande échelle (Rehm, 1970).

Par la suite, les années 1970 a 2000 ont vu I'avénement de bioréacteurs spécia-
lisés adaptés aux contraintes spécifiques des substrats (réacteurs a lit fixe/fluidisé, a
membrane, photobioréacteurs et a biofilm) ( Murshid ez al., 2023; De Mello ez al.,
2024).

Enfin, 1'ére moderne (2000-présent) consacre I'Industrie 4.0 a travers l'intégra-
tion de la modélisation génomique, du machine learning (Pinto et al., 2022), des cri-

teres rigoureux de changement d'échelle (kia,P/V) (De Mello et al., 2024) .

16



Chapitre II- Technologie des bioréacteurs

1.2 Définition générale

Un bioréacteur (ou fermenteur) est une enceinte fermée congue pour assurer la
croissance controlée de microorganismes dans des conditions optimales de pH, de tem-
pérature et oxygénation, tout en garantissant l'absence de contamination, afin de maxi-
miser la production du métabolite d'intérét. Bien que deux modes de fermentation exis-
tent submergée et en état solide le procédé submergé demeure le plus utilisé a I'échelle
industrielle en raison de sa compacité et d'une meilleure maitrise des paramétres opéra-
toire. Les bioréacteurs couvrent une large gamme de volumes, allant de quelques litre
en laboratoire jusqu'a plusieurs centaines de milliers de litres en production industrielle,
avec une étape intermédiaire de mise a I'échelle pilote. Toutefois, seulement 75 % du
volume total est généralement exploité pour la fermentation. (Modern Industrial Mi-

crobiology and Biotechnology, Second Edition, 2017)

1.3 Classification des bioréacteurs

Les bioréacteurs peuvent étre classés selon plusieurs critéres
fondamentaux (Ferencik et al., 2021) :
e Selon la phase : liquide uniquement, ou également gaz et particules.
e Selon la conception technique : systémes ouverts, fermés, ou & mem-
brane.
e Selon la méthode de mélange : mélangés, non mélangés, ou mélanges
Hydrauliquement.
e Selon la méthode de culture : pour un seul remplissage, ou avec ajout

graduel de nutriments

1.4 Les types de bioréacteur

1.4.1 Bioréacteur a cuve agitée

bioréacteur a cuve agitée voir (Figure 6) est constituée d'une cuve équipée d'un
systeme d'agitation mécanique (turbines , pales) ainsi que d'un dispositif d'aération par
barbotage d'aire. Ce type de fermenter permet un contrdle précis des principaux para-
meétres de culture, notamment la température, le pH , 'oxygene dissous et la vitesse

d'agitation.(Gulati, 1980)
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Figure 6.Conception de base d'un bioréacteur a cuve agi-
tée (Bakratsas et al., 2021)

1.4.2 Bioréacteurs a air-lift

Les bioréacteurs a air-lift (Airlift Bioreactors) (Figure 7) sont des systémes de
fermentation pneumatiques dans lesquels la circulation du fluide est assurée exclusive-
ment par l'injection d'un gaz, ¢liminant ainsi le recours a des dispositifs d'agitation mé-
canique.

Structurellement, ils se composent de deux sections distinctes : le compartiment
ascendant (riser), ou le gaz est introduit, et le compartiment descendant (downcomer).
Cette configuration permet une distribution homogene de la biomasse et des nutriments
dans l'ensemble du volume du fermenteur, tout en favorisant un transfert optimal de
l'oxygene. L'absence d'organes mécaniques rotatifs crée un environnement de culture
plus doux, limitant les effets des forces de cisaillement sur les micro-organismes sen-
sibles. De plus , ces systémes sont particulierement adaptés au traitement de milieux

de culture Complexes présentant une viscosité élevée .(Gavrilescu et Roman, 1998)
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Figure 7.Représentation schématique d'un bioréacteur
pneumatique de type Air lift(De Mello ez al., 2024c)

1.5 Le mode de fonctionnement

Dans la pratique, les modes opératoires se définissent par la manicre dont le
substrat est introduit dans le bioréacteur. On distingue trois modes principaux : le mode

batch (discontinu), le mode semi-continu et le mode continu( Figure 8).

aErypen

Batch Chemostat

Fed-Batch

Figure 8.Différents modes d'opération des bioréacteurs : discontinu (batch), semi continu (fed-
batch) et continu (chemostat)
(Rajpurohit, 2022)
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1.5.1 Le mode discontinu (ou batch)

Dans ce mode, I'ensemble des nutriments, a 1'exception des agents destinés au
contrdle du pH et de l'oxygene dans les cultures aérobies, est introduit dans le bioréac-
teur avant l'inoculation. Aucun apport supplémentaire ni retrait de milieu n'est effectué
au cours de la culture. Le volume du milieu reste donc constant jusqu'a I'épuisement du
substrat ou jusqu'a l'obtention de la concentration de produit souhaitée. A la fin du cycle
de production, le bioréacteur est vidé, nettoyé, stérilisé puis préparé pour un nouveau

lot de culture. (Minihane et Brown, 1986)

1.5.2 Le mode continu (ou chemostat)

Le mode continu, également appelé chémostat ,se caractérise par l'introduction
continue d'un milieu stérile et le retrait simultané d'un volume équivalent de culture, ce
qui permet de maintenir un volume de travail constant (Pinto et al., 2022). En régime
stationnaire (steady-state), le taux de croissance spécifique () devient égal au taux de

dilution (D=F/V) (Fitzpatrick, 2019).

1.5.3 Le mode semi-continu (ou fedbatch)

Dans le mode semi-continu (fed-batch), un ou plusieurs nutriments sont ajoutés
au bioréacteurs au cours de la culture, sans qu'il y ait.de sortie continue du bouillon de
culture (Minihane et Brown, 1986). Par conséquent, le volume de culture augmente
progressivement au cours du temps (Heijnen ef al., 1992).

L'alimentation peut suivre des profils préprogrammés (par exemple, constants
ou exponentiels) ou étre contrdlée par rétroaction (feedback) a partir de parametres me-
surables tels que 1'oxygene dissous (OD), le pH, le quotient respiratoire (RQ) ou la con-

centration de substrat (Minihane et Brown, 1986).
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2. Bioréacteur pilote

2.1 Définition, role et importance

Un bioréacteur pilote est un systéme de culture constituant une étape intermé-
diaire essentielle entre les études de laboratoire et la production industrielle (De Mello
et al., 2024) (Figure 9). Il permet de valider la viabilité technique et économique d'un
bioprocédé avant son passage a 1'échelle commerciale, en reproduisant les conditions
optimales déterminées au laboratoire tout en identifiant les parameétres critiques qui ne
peuvent étre correctement évalués qu'a une échelle plus grande (De Mello et al., 2024).

La conception d'un tel systéme repose sur l'intégration harmonieuse de mul-
tiples fonctions : mélange (macro- et micro-mélange), transfert de matiére (notamment

l'oxygéene), échange thermique, controle des parameétres et stérilité

Bioréacteur — échelle
industrielle

. ',.*-'
I ?‘:}?
Bioréacteur — échelle pilote : 5 1\.’4"

Systémes de culture en
laboratoire

=
f

L e

-~

Dimension caractéristique
de Finstallation (D)

lpLa il 1L a 20L 100L 3 100 m?

Figure 9.Les différentes étapes de changement d'échelle (Scale-up) d'un bioréacteu
(Delvigne,2010) (I'élément encadré en rouge a été ajouté par nos soins)

2.2 Apercu sur les conditions opératoires controlées pour Rhizobium

Les bioréacteurs a cuve agitée (Figure 10) mécaniquement sont les plus utilisés
a 1'échelle pilote. Ils sont principalement composés d'une cuve équipée d'un systéme
d'agitation comprenant un ou plusieurs mobiles d'agitation montés sur un arbre, ainsi

que de chicanes, de capteurs et de systémes d'alimentation (De Mello ez al., 2024).
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Chapitre I1- Technologie des bioréacteurs

Figure 10.Vue d'ensemble et composants principaux d'un
prototype de bioréacteur a cuve agitée. (1. Cuve en verre,2.
Moteur DC,3. Couvercle en acier inoxydable,4. Pompe a
eau,5. Bain thermostaté,6. Unité d'alimentation électrique,7.
Base du bioréacteur,8. Transmission,9. Cédblage vers l'ordina-
teur de controle) (Gueguim et al., 2003)

2.2.1 Systéme de controle de la température

Le systéme de refroidissement et de chauffage constitue un élément fondamen-
tal de la conception des bioréacteurs, car la régulation thermique est impérative pour
maintenir des conditions de croissance optimales. Ces dispositifs utilisent généralement
des chemises de refroidissement (jackets) ou des serpentins internes ou circule un fluide
caloporteur, tel que 1'eau ou le glycol, pour assurer le transfert de chaleur et stabiliser la
température du milieu de culture. (Anupama, 2023).Pour le genre Rhizobium, ce la
impose un maintien strict de la température du milieu entre 28 et 30 °C (Ekundayo et
al., 2019)

2.2.2 Contréle de I'acidité

Le métabolisme de Rhizobium entraine la production d'acides organiques et de
COz, ce qui tend a acidifier le milieu de culture. En l'absence de régulation, le pH peut
¢écarter de la plage optimale(généralement entre 6 et 7), provoquant ainsi une inhibition
de la croissance bactérienne (Ekundayo et al., 2019) Afin de maintenir le pH dans une
plage favorable, une sonde pH assure une mesure en temps réel et déclenche 1'ajout

contrdlé d'acide ou de base lorsque cela est nécessaire (Pereira Duta et al., 2006) .
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Chapitre II- Technologie des bioréacteurs

2.2.3 Apport en oxygeéne

Rhizobium est une bactérie strictement aérobie dont les besoins en oxygeéne peu-
vent atteindre 135-360 mL O-/L/h, Cette exigence nécessite un taux de transfert d'oxy-
gene (OTR) au moins 1,4 a 2,0 fois supérieur a cette demande (Balatti et al., 1987).
L'air stérile est introduit a I'aide d'un tube perforé (sparger) placé sous les turbines afin

d'optimiser le coefficient de transfert de masse( kra) (Gueguim et al., 2003).

2.2.4 Agitation mécanique

Afin d'assurer 'homogénéité du milieu, le bioréacteur est équipé de turbines de
type Rushton a six pales, reconnues pour leur efficacité dans la dispersion des gaz .Deux
turbines sont généralement installées pour favoriser un mélange radial optimal, tandis
que quatre chicanes (baffles) fixées perpendiculairement a la paroi limitent la formation
de vortex. La vitesse d'agitation recommandée varie entre 250 et 450 rpm (Gueguim e?

al., 2003).

2.3 Fermentation et mise a 1'échelle

La multiplication du Rhizobium repose sur des techniques de fermentation avan-
cées , indispensables pour atteindre la densité bactérienne requise a une fixation efficace
de l'azote (Suthar et al., 2017; Arnol et al., 2025). Cette production peut étre réalisée
selon deux principaux modes de fermentation :la fermentation discontinue (Batch), ou
les nutriments sont fournis en une seule fois au début du cycle, et la fermentation con-
tinue, ou l'apport de nutriments et le retrait du produit se font a un taux fixe. Cette
dernieére approche est souvent privilégiée pour améliorer le rendement, puisqu'elle
maintient les micro-organismes en phase de croissance exponentielle (Suthar et al.,

2017).

Le procédé comprend également une étape de mise a 1'échelle (scale-up), per-
mettant le transfert des cultures du laboratoire vers des fermenteurs industriels de
grande capacité afin d'atteindre une concentration cellulaire optimale, souvent supé-

rieure & 10 ° cellules/mL (Gatabazi et al., 2024; Bahuguna et al., 2025).
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3. Traitement post-fermentation et conservation : La lyophilisation

La lyophilisation (ou cryodessiccation) Représente une méthode de référence
pour la préservation durable des micro-organismes dans les collections de cultures.
Cette technique revét une importance particuliere pour les bactéries diazotrophes, ca-
pables d'assurer la fixation biologique de l'azote atmosphérique (N2), en raison de leur
contribution majeure a la fertilisation biologique des sols et aux cycles biogéochi-
miques. Toutefois, leur lyophilisation reste complexe du fait de leur forte sensibilité a
la dessiccation, de leur grande taille cellulaire et de la présence de systémes enzyma-
tiques ¢laborés, susceptibles d'étre affectés par ce procédé de conversation (Prakash

etal., 2013).

3.1 Principe de la lyophilisation

Le principe de la lyophilisation, également appelée séchage par congélation, re-
pose sur I'élimination de I'eau contenue dans une suspension bactérienne préalablement
congelée grace au phénomene de sublimation sous pression réduite (Malik, 1988a,
1988b; Prakash et al., 2013).

La sublimation est définie comme le passage direct de I'eau de 1'état solide
(glace) a I'état gazeux (vapeur) sans passer par la phase liquide, ce qui minimise les
dommages structurels causés aux cellules (Malik, 1988a).

Ce procéd¢ induit un état de dormance microbiologique caractérisé par l'arrét
quasi complet de l'activité métabolique cellulaire, permettant ainsi de préserver la via-
bilité et la stabilité génétique des souches pendant de longues périodes de conservation
(Prakash et al., 2013).

L'efficacité de cette technique repose sur plusieurs parametres essentiels, no-
tamment : (Malik, 1988a, 1988b ; Rojas-Tapias et al., 2013)

e Lyoprotection :
Avant la congélation, les micro-organismes sont suspendus dans un mi-
lieu protecteur (ex: lait écrémé, glutamate, méso-inositol). Ces agents
proteégent les membranes cellulaires contre la formation de cristaux de
glace intracellulaires et préviennent la dénaturation de I'ADN et des pro-

téines lors de la dessiccation

24



Chapitre II- Technologie des bioréacteurs

Congélation controlée :

Chez les bactéries sensibles, une vitesse de refroidissement progressive,
d'environ 1 C° par minute jusqu'a -30 C°, est généralement recomman-
dée afin de limiter les dommages liés aux chocs thermiques et de préser-

ver l'intégrité cellulaire

Dessiccation primaire (Sublimation) :

Sous l'effet d'un vide poussé, la glace est €liminée progressivement par
sublimation. Cette étape, dont la durée varie généralement entre 12 et 16
heures, permet de retirer la majeure partie de 1'eau tout en préservant les

systémes enzymatiques complexe des cellules

Dessiccation secondaire :
Cette étape finale vise a éliminer I'humidité résiduelle fortement liée aux

molécules biologiques sous un vide encore plus élevé

Conditionnement sous vide :

Afin d'assurer une conservation durable, les ampoules sont scellées her-
métiquement sous vide, empéchant toute pénétration d'oxygene ou d'hu-
midité susceptible de provoquer des phénomenes d'oxydation et une

perte de viabilité cellulaire.
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Chapitre I1I-Matériel et Méthodes

1. Essai de réalisation d'un bioréacteur pilote

Ce travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de Microbiologie
Appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement (LAMAABE) de
I'Université¢ Abou Bakr Belkaid de Tlemcen, sur une période allant de début mars a fin
mai.

1.1 Matériaux et équipements utilisés

1.1.1 La cuve

Cuve de culture constitue le coeur du bioréacteur. Pour cette construction, une
jarre en verre d'une capacité d'environ 10 L, présente un diametre (Dt) de 23cm et une
hauteur (H) de 34 cm , a été utilisée. Sa transparence totale facilite I'observation visuelle

du procédé.

Photo personnelle 1.Cuve en verre

1.1.2 Moteur a Courant Continu

Le moteur a courant continu a été retenu pour l'entrainement du systéme d'agi-
tation en raison de sa robustesse, de sa disponibilité et de ses caractéristiques méca-
niques . Fonctionnant sous une tension de 12 V, il délivre une vitesse nominale large-
ment suffisante pour couvrir la plage d'agitation requise par la culture de Rhizobium
(250-450 tr/min), la vitesse étant ajustée et a 1'aide d'un variateur de vitesse PWM . Ce

dispositif permet un contrdle précis de la vitesse d'agitation, parametre essentiel pour
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I'optimisation du transfert d'oxygene et la rééducation des contraintes de cisaillement

exercées sur les cellules bactériennes.

BENYAMINA

= . M2 MCQ
i 2026

Photo personnelle 2.(A) Moteur DC 12v;(B) Variateur de vitesse PWM;(C) Alimentation 12v
1.1.3  Axe et hélices d'agitation

L'axe d'agitation constitue I'élément de transmission mécanique reliant le mo-
teur aux turbines immergées dans le milieu de culture. Il doit présenter une rigidité

suffisante afin d'assurer la stabilité de rotation et de prévenir toute vibration ou
déformation sous charge.

Les turbines sont fixées sur 1'axe a l'aide de vis de serrage, garantissant leur

maintien en position sous les sollicitations mécaniques de la fermentation.

Photo personnelle 3.(A) Agitateur a débit radial ;(B) turbine a pale droite model rushton
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1.1.4 Pompe a Air

L'alimentation en air du bioréacteur est assurée par un compresseur 8 membrane,
retenu pour sa compacité et son adéquation a 1'échelle pilote. Disposant de deux sorties
d'aération indépendantes avec régulateur de débit intégré, il permet un contrdle ajus-
table du flux d'air introduit dans la cuve, parameétre critique pour le maintien de l'oxy-
gene dissous a un niveau suffisant pour la croissance de Rhizobium. Le débit total dis-

ponible 6 L/min.

Photo personnelle 4.Compresseur d'air 2 membrane

2. Fermentation et production du biomasse

2.1 Souche bactérienne et milieux de culture

Le micro-organisme employé est Rhizobium (souche SAAA). Sur la base
d'études antérieures menées au sein de notre laboratoire, cette souche hautement com-
pétitive a été sélectionnée pour cette étude. Elle provient de la collection du Laboratoire
de Microbiologie Appliquée a 1'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement
(LAMAABE) de 1'Université Abou Bakr Belkaid — Tlemcen ou elle a été initialement
1solée par I'équipe du Dr. RAHMOUN Malika.

Les milieux de culture utilisés pour l'isolement et 1'enrichissement des bactéries
sont stérilisés a 121 °C pendant 15 min apres que leur pH soit ajusté a 6.8. Les bactéries
sont cultivées sur une gélose a base de mannitol et d'extrait de levure YMA (Annexe)
qui est incubée dans une étuve a une température de 28 °C pendant 2 jours.

e Préparation de bouillon a base de mannitol et d'extrait de levure Yeast
Mannitol Broth (YMB) (Annexe) :

Le milieu YMB a été préparé en grand volume, soit environ 6.5 L , conforme-
ment a la formulation standard. Avant I'étape de stérilisation, 1'ensemble du volume a
été réparti dans plusieurs flacons. Parmi ceux-ci, un flacon contenant 150 mL a été ré-
servé a la préparation de l'inoculum, tandis que les autres flacons ont été destinés a

alimenter le bioréacteur.
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2.2 Préparation de l'inoculum

Les inocula sont préparés dans un flacon contenant 150 mL de bouillon YMB
Ces bouillons sont stérilisés a I'autoclave a une température de 121 °C pendant 15 min.
Apres un refroidissement, ils sont ensemencés avec une colonie bactérienne cul-
tivée sur une gélose YMA avec l'aide d'un fil a boucle et incuber pendent 24h a une

température de 28 °C.

Photo personnelle 6.les étapes de préparation de I'inoculum
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2.3 Culture en bioréacteur pilote

Une fois le bioréacteur (pilote) validé sur le plan mécanique, 1'étape de la culture
bactérienne a ét¢ initice.

Le milieu YMB, préalablement stérilisé en flacons, a été introduit de manicre
rigoureusement aseptique dans la cuve du bioréacteur. L’étape d'inoculation a été réa-
lisée en injectant le flacon de 150 mL d'inoculum.

Dé¢s le lancement du processus, La culture a ét¢ menée a température ambiante
a(28+1) °C, tandis que le pH initial a été ajusté 6.8 . Le systeme d'agitation et la pompe

d'aération ont été activés en continu.

Photo personnelle 7.Expérience en bioréacteur (pilote)
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e Echantillonnage
Durant toute la durée de la fermentation, des prélévements périodiques ont été
réalisés via le tube d'échantillonnage pour suivre la cinétique de croissance par mesure

de la densité optique a 580 nm (DOsgo).

"\ |
Photo personnelle 8.Prélévement d'un échantillon et mesure de la densité optique (DOss0)

A lissue de la fermentation, un aliquot de la culture bactérienne a été prélevé du

bioréacteur, puis conditionné en vue de sa lyophilisation.

Photo personnelle 9. Conditionnement de 1'aliquot de culture dans des tubes Falcon (50 mL)
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Chapitre IV =Résultat et Discussion

1. Suivi et cinétique de la fermentation
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Figure 11. Cinétique de croissance de Rhizobium en bioréacteur a cuve agitée :

Evolution de la densité optique (DOsso) en fonction du temps

Le suivi de la croissance bactérienne (Figure 11) dans notre bioréacteur a mis
en évidence une prolifération significative des souches étudiées. L'utilisation du milieu
YMB (Yeast Mannitol Broth) a favorisé une multiplication efficace de la biomasse bac-
térienne, en accord avec les observations de Begom et al. (2021), qui décrivent ce

milieu comme une méthode adaptée a la production de bactéries a forte densiteé.

Par ailleurs, les travaux de Begom ef al. (2021) soulignent I'importance de 1'aé-
ration de culture. Selon ces auteurs, 1'apport en oxygéne constitue un facteur essentiel
de croissance, permettant d'assurer une distribution homogene des nutriments dans le

milieu et de limiter 1'agrégation cellulaire.
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2. L’aspect du milieu de production

Photo personnelle 10.Evolution de ’aspect macroscopique du milieu de production de Rhizobium
au cours du temps : (A)t=0h ; (B) t=50h ; (C) t=70 h

Les résultats obtenus au cours de la fermentation ont mis en évidence une aug-
mentation progressive de la turbidité¢ du milieu du culture, qui est devenu de plus en
plus opaque au fil de I'incubation. Cette observation concorde avec les travaux de Be-
gom et al. (2021) et Kothur et al. (2025). La mesure de la turbidité constitue un indi-
cateur physique essentiel pour le suivi de la croissance microbienne et I'évaluation de
l'efficacité du procédé fermentaire.

Déterminée par la densité optique, elle permet d'estimer la concentration cellu-
laire dans le bouillon de culture. L'augmentation de 1'opacité¢ du milieu traduit ainsi

multiplication active des cellules bactériennes au cours de la fermentation.
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Conclusion

Ce travail s'inscrit dans une démarche visant le développement d'alternatives
biologiques durables aux engrais chimiques, a travers la conception et la réalisation d'un
bioréacteur pilote dédié a la production de Rhizobium. a partir de matériaux simples et
accessibles. Cette démarche a permis d'articuler les connaissances théoriques relatives
a la physiologie du Rhizobium et a la biochimie de ses composés de surface avec les
aspects pratiques liés au génie des bioprocédés et a la conception des systémes de fer-
mentation

Sur le plan des résultats on était capable de produire dans un bioréacteur pilote.
La productivité de la souche choisie était réalisée avec succes, le bioréacteur congu a
démontré sa capacité a fournir les conditions essentielles a la croissance bactérienne.
Le suivi de la densité optique a révélé une augmentation progressive de la biomasse
tout au long de la fermentation, accompagnée d'un changement de coloration et d'une
turbidité croissante du milieu, constituant des indicateurs tangibles d'une activité méta-
bolique effective de Rhizobium.

Grace a ces réalisations, les résultats obtenus représentent une base expérimen-
tale encourageante et ouvrent des perspectives de recherche prometteuses. A cet égard,
plusieurs recommandations peuvent étre formulées pour améliorer encore plus le pro-
cédé :

e Améliorer le systeme d'étanchéité et de stérilisation afin de garantir des
conditions aseptiques tout au long de la fermentation.

e Mettre en place un systeme automatisé de mesure et de régulation des
parametres physicochimiques (pH, température, oxygene dissous) en
temps réel.

e Quantifier la concentration cellulaire par des méthodes plus précises

telles que le dénombrement sur boites.

La réalisation de ce travail, malgré les défis rencontrés, confirme la faisabilité
de la production de Rhizobium dans un bioréacteur de fabrication artisanale et contribue
a promouvoir une agriculture plus durable, fondée sur la valorisation des ressources

biologiques locales.
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ANNEXE MILIEUX DE CULTURE

Composition du milieu Yeast Mannitol Broth (YMB) (Somasegaran et Hoben,
1994)

Composants Quantités
Mannitol 10 g
K>HPO4 05¢g
MgS04' 7H20 02g

Na Cl 0.1g
Extrait de levure 05¢g

Eau distillée 1000 mL

Le milieu est ajusté a pH 6.8 et stérilisé pendant 15 min. a 121°C

Composition du milieu Yeast Mannitol Agar (YMA) (Somasegaran et Hoben,
1994)

Composants Quantités
YMB 1000 mL
Agar I5¢

Le milieu est ajusté a pH 6.8 et stérilisé pendant 15 min. a 121°C
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ABSTRACT

The biological fixation of atmospheric nitrogen by the root-nodule bacteria Rhizobium is considered a
sustainable alternative to chemical fertilisers through its use as a biofertiliser; They live in a symbiotic relationship
with legumes, converting atmospheric nitrogen into ammonia that the plant can utilise, which has made them the
subject of much research. However, the scientific community lacks information on the large-scale production of
these bacteria, as most techniques remain trade secrets. In this context, this work focuses on the development of a
pilot bioreactor (using simple equipment) specifically for the production of Rhizobium bacteria.

The pilot bioreactor was designed at the Laboratory of Applied Microbiology in Food, Biomedical and
Environment (LAMAABE).

Monitoring of bacterial growth kinetics revealed a gradual increase in biomass during the fermentation
phase, accompanied by a noticeable change in the colour and turbidity of the medium, reflecting actual metabolic
activity.

The design of this experimental bioreactor has now become a reality, confirming the feasibility of the
experiment. These results provide a promising experimental basis for future process optimisation and pave the way
for the scale-up of this process to an industrial scale.

Keywords: Rhizobium, Nitrogen fixation, Fermentation, Bioreactor.

RESUME

La fixation biologique de 1'azote atmosphérique par les bactéries Rhizobium constitue une alternative
durable aux engrais chimiques grace a leur utilisation comme engrais biologique, Elles vivent en symbiose avec les
légumineuses, transformant 1’azote atmosphérique en ammoniac dont la plante tire profit, ce qui a suscité I’ intérét
de nombreuses études. Cependant, le domaine scientifique manque d’informations sur la production a grande
échelle de ces bactéries, la plupart des techniques restant des secrets commerciaux, Dans ce contexte, ce travail
s’articule autour de la mise au point d’un réacteur biologique expérimental (a 1’aide d’outils simples) spécialement
destiné a la production de la bactérie Rhizobium.

Le réacteur biologique (expérimental) a été congu au sein du laboratoire de microbiologie appliquée a
I'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement (LAMAABE).

Le suivi cinétique de la croissance bactérienne a révélé une augmentation progressive de la biomasse au
cours de la phase de fermentation, accompagnée d’un changement notable de la couleur et de la turbidité du mi-
lieu, ce qui témoigne d’une activité métabolique réelle.

La conception de ce bioréacteur pilote est désormais une réalité, ce qui confirme la pertinence de I’expé-
rience. Ces résultats constituent une base expérimentale prometteuse pour I’amélioration future du procédé et ou-
vrent la voie a son transfert a I’échelle industrielle.

Mots-clés : Rhizobium, Fixation d’azote, Fermentation, Bioréacteur.



