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(57) Abstract: The invention relates to a method for revealing at
least one pigment of interest in a microorganism in dry form con-
taining pigments including the pigment of interest and chloro-
phyll, said method comprising at least one step of irradiating the
microorganism with light so as to reduce the chlorophyll level of
the microorganism in favour of revealing the pigment of interest.

(57) Abrégé : L'invention concerne un procédé de révélation d'au
moins un pigment d'intérét chez un microorganisme sous forme
seéche comprenant des pigments dont le pigment d'intérét et de
la chlorophylle, ledit procéd¢ comprenant au moins une étape
d'irradiation du microorganisme avec de la lumicre de sorte a
réduire le taux de chlorophylle du microorganisme en faveur de
la révélation dudit pigment d'intérét.
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Description

Titre de I'invention : Procédé de révélation de pigment dans un

microorganisme

Domaine technique de |’ invention

[0001]

L’invention reléeve des procédés de photoactivation. Elle concerne plus
particulierement un procédé de révélation de pigment dans un

microorganisme.

Technique antérieure

[0002]

[0003]

[0004]

[0005]

La photoactivation consiste en 'activation d'une réaction chimique produite
par des photons incidents.

Les colorants sont de nos jours utilisés dans de nombreux de domaines
comme les peintures, la cosmétique ou encore lalimentation.
Généralement, ils mettent en ceuvre des pigments qui peuvent étre naturels
ou non.

Dans certains domaines comme I'alimentation il est préférable d’utiliser des
pigments naturels et bien entendu comestibles. Des pigments comestibles
naturels connus sont par exemple les caroténoides et la chlorophylle.
Dans le cadre des colorants apportant une coloration bleue, il existe deux
additifs alimentaires issus de synthése chimique et référencés E131 (bleu
patenté V) et E133 (bleu brillant). Concernant le E131, peu d'études ont
globalement été réalisées sur ce colorant bleu de synthése. Il existe une
suspicion de potentiel allergéne. Lors de sa réévaluation en 2013, PAutorité
européenne de sécurité alimentaire (EFSA Panel on Food Additives and
Nutrient Sources added to Food (ANS); Scientific Opinion on the
reevaluation of Patent Blue V (E 131) as a food additive. EFSA Journal
2013;11(3):2818. [35 pp.]) a revu la dose journaliére admissible (DJA) a la
baisse. Une étude, menée en 1987 par le Centre international de recherche
sur le cancer (Circ), a conclu que le bleu patenté V était carcinogéne chez
le rat. I demeure en revanche inclassable quant a sa carcinogénicité chez
'’homme (groupe 3 selon le Circ). Son utilisation est interdite aux Etats-Unis,

au Canada, en Australie et en Norvege. Concernant le E133, les études
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réunies et étudiées par I'Autorité européenne de sécurité alimentaire (EFSA
Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS);
Scientific Opinion on the reevaluation of Brilliant Blue FCF (E 133) as a food
additive. EFSA Journal 2010; 8(11):1853. [36 pp.]) montrent que ce colorant
bleu de synthése n'est ni carcinogéne, ni génotoxique, ni reprotoxique. Une
étude publiée en 2015 évoque cependant un effet cylotoxique et
génotoxique possible sur des lymphocytes humains.

Il existe donc, aujourd’hui, une demande croissante pour des colorants
bleus, d’origine naturelle. Parmi ceux-ci, les substances colorantes bleues
issues de microorganismes suscitent un intérét particulier. Nous pouvons
citer en exemple les extraits produits par raffinage de spiruline, riches en
phycocyanines.

Les colorants existants aujourd’hui sont ainsi souvent chers et lourds car
leur procédé de fabrication implique souvent des méthodes d’extraction de
pigments fastidieuses et colteuse.

Il conviendrait donc de trouver un procédé permettant d’obtenir des
pigments pour la fabrication de colorants a co(t réduits.

Présentation de l'invention

[0009]

[0010]

La présente invention a pour objectif de palier les inconvénients précités en
proposant un procédé de révélation d’au moins un pigment d’intérét chez
un microorganisme sous forme seche (déshydratée) comprenant des
pigments dont le pigment d'intérét et de la chlorophylle, ledit procedé
comprenant au moins une étape d’irradiation du microorganisme avec de la
lumiere de sorte a reduire le taux de chlorophylle du microorganisme en
faveur de la révélation dudit pigment d’intérét.

Grace a ce procédé, les quantités relatives de pigments du microorganisme
varient en faveur de la révélation du pigment d’intérét. En effet, le ratio
pigment d’intérét/quantité de pigment totale varie du fait de la diminution du
taux de chlorophylle de sorte que le microorganisme change de couleur par
révélation dudit pigment d’intérét. Le pigment chlorophylle aura tendance a
donner une couleur verte au microorganisme et, suivant le pigment d’intérét
et la couleur de ce dermier, il est possible avec le procédé objet de la

présente invention de changer la couleur du microorganisme.
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Il est normalement admis que les microorganismes, tout comme les
aliments ou matrices alimentaires, peuvent étre soumis a des opérations de
conservation afin d’en allonger la durée d'utilisation. Ces techniques visent
également a préserver les qualités intrinséques de ces produits, c’est-a-
dire, a éviter toute modification d’origine biologique ou chimique (Amit et al.,
« A review on mechanisms and commercial aspects of food preservation
and processing », Agric & Food Secur (2017) 6:51, DOI 10.1186/s40066-
017-0130-8). Parmi les techniques de conservation des aliments, nous
pouvons citer la déshydratation ou I'exposition a des radiations ionisantes
(Rahman R., « Food preservation », 2014,
http://en.banglapedia.org/index.php?title=Food_Preservation). Il apparait
donc que Pexposition a une irradiation et/ou le séchage d'aliments vise
habituellement a éviter toute modification de la matrice exposée, afin d’en
garantir les propriétés initiales pendant une durée dite «durée de
conservation ». Ainsi 'art antérieur nous enseigne gu’un microorganisme a
I'état séché (déshydraté) conserve ses propriétés initiales et sa composition
chimique n’est pas censé varier. Or les inventeurs, ont découvert de
maniéere surprenante et inattendue avec le procédé objet de la présente
invention, que méme a I'état séché il est possible de modifier la composition
chimique d’un microorganisme comprenant des pigments dont au moins un
pigment d’intérét (de préférence la phycocyanine) et de la chlorophylle, en
exposant a une irradiation lumineuse, ce qui a pour effet de favoriser la
révelation du pigment d'intérét au détriment de la chlorophyllie.

En effet, contre toute attente, lirradiation du microorganisme sous forme
seche avec de la lumiere permet de dégrader le pigment chlorophylle et
ainsi fait diminuer le taux de chlorophylle et donc fait varier ledit ratio
pigment d’intérét/quantité de pigment totale de sorte a révéler le pigment
d’intérét.

La forme séche du microorganisme a en plus pour avantage de faciliter la
manipulation (transport, mise en mouvement, homogénéisation) du
microorganisme que ce soit avant, durant ou aprés la mise en ceuvre du
procédé objet de la présente invention. De plus, la forme séche garantie la
stabilité microbiologique du microorganisme durant et aprés la mise en

ceuvre dudit procédé.
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Ce procédé permet donc avantageusement de révéler un pigment chez un
microorganisme et ainsi de changer la couleur de ce dernier. Ce
microorganisme représente alors de maniére avantageuse un moyen de
coloration naturel obtenu a colt trés faible par rapport aux procédés
d'extraction de pigments naturels connus. De plus, de maniere
avantageuse, le procédé n’implique pas une déstructuration mécanique du
microorganisme. En effet, le microorganisme devient coloré et garde son
intégrité contrairement aux microorganismes lorsqu’ils sont utilisés avec
des procédé classiques d’extraction de leurs pigments. Le risque de
contamination du microorganisme est donc également réduit par rapport a
un procédé d'extraction de pigment invasif du microorganisme. Un autre
avantage du procédé objet de la présente invention est qu'il s’affranchit de
P'utilisation de solvant comme cela est souvent le cas dans les procédés
d’extraction de pigments.

Dans des modes de réalisation particuliers, I'invention répond en outre aux
caractéristiques suivantes, mises en ceuvre séparément ou en chacune de
leurs combinaisons techniquement opérantes.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, lirradiation du microorganisme est effectuée pendant
une durée d’au moins 24 heures.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, I'étape d’irradiation se fait avec une lumiére d’énergie
lumineuse comprise entre 1500 et 2000 umol.m?.s™, de préférence 1700
umol.m2.s'. Une irradiation réalisée avec une énergie lumineuse comprise
entre 1500 et 2000 pmol.m2.s™! permet d’obtenir une révélation bien visible
a leeil nu du pigment dintérét sans dégradation de ce dernier. Une
irradiation réalisée avec une énergie lumineuse de 1700 pmol.m=2.s™
permet d’obtenir le meilleur résultat de révélation de pigment d'intérét.
Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, I'étape d’irradiation est faite a la lumiére blanche et/ou
a la lumiére rouge et bleue. On entend par lumiére blanche une lumiere
comprenant 'ensemble des longueurs d’'onde comprises entre 400 et 800
nm. On entend par lumiére rouge et bleue, une lumiére comprenant une

longueur d’onde comprise entre 425 a 490 nm et une longueur d’onde
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comprise entre 625 et 775 nm. Une irradiation a la lumiére blanche et/ou a
la lumiére rouge et bleue conduit a la méme efficacité de révélation de
pigment d’'intérét.

La réalisation de lirradiation du microorganisme pendant une durée d’au
moins 24 heures, avec une énergie lumineuse comprise entre 1500 et 2000
umol.m=2.s, de préférence 1700 umol.m2.s™, et avec une lumiéere blanche
et/ou une lumiere rouge et bleue apporte un résultat de révélation de
pigment d’intérét optimal.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, le microorganisme est une cyanobactérie, une algue ou
une microalgue.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, le microorganisme est comestible. Le procédé objet de
la présente invention représente un réel avantage lorsque le
microorganisme est comestible car, il est bien connu que certaines couleurs
rendent plus appétant les aliments. Le procédé objet de la présente
invention permettant de changer la couleur du microorganisme qui
comporte le pigment d'intérét, il est donc possible d’obtenir, suite a la mise
en ceuvre du procédé objet de la présente invention, en fonction du
microorganisme comestible choisi et des pigments qu’il contient, un
microorganisme comestible d’une couleur plus appétante que la couleur
initiale du microorganisme, rendant ce dernier ou I'aliment pour lequel il est
utilisé en tant que colorant plus appétant.

De préférence, I'étape d’irradiation avec de la lumiere est réalisée de sorte
a réduire le taux de chlorophylle a et/ou b du microorganisme. Cela a pour
avantage de permettre a un pigment d’intérét autre que la chlorophylie
d’étre révélé et de donner une couleur autre que le vert (apportée par la
chlorophylle) au microorganisme.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, le microorganisme comprend de la phycocyanine. Un
tel microorganisme est particulierement avantageux pour le procédé objet
de la présente invention car la phycocyanine est de couleur bleue et si on
la considere comme étant le pigment d’intérét, il sera possible de rendre

plus ou moins bleu le microorganisme. Un tel microorganisme bleu est
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particulierement avantageux comparé a de la phycocyanine extraite que
Fon trouve généralement en poudre dans le commerce. Cette poudre de
phycocyanine est pulvérulente et difficile a manipuler, ce qui demande de
bien la protéger, engendre des pertes importantes et demande en général
beaucoup de nettoyage apres sa manipulation dans le lieu ou elle a été
manipulée. Pour éviter ce probléme, la poudre de phycocyanine est en
général séchée sur additif technique ce qui représente une opération
supplémentaire colteuse et donnant un produit final hybridé du fait de la
présence de ladditif. Le microorganisme bleu comprenant de la
phycocyanine pouvant étre obtenu avec le procédé objet de la présente
invention, par exemple la spiruline, est moins pulvérulent et donc plus facile
a manipuler que de la poudre de phycocyanine, nécessite moins de
protection et nettoyage, et permet aussi de s’affranchir d'une étape de
séchage sur additif technique pouvant dénaturer le produit.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la
présente invention, le microorganisme est choisi parmi Aphanizomenon
flos-aquae, Spirulina platensis et Chlorella vulgaris.

Dans des modes de mise en ceuvre particuliers du procédé objet de la

présente invention, le microorganisme est sous forme de poudre.

Selon un autre aspect, la présente invention vise un procédé de coloration
d’'une composition, par exemple une composition de peinture, alimentaire,
ou cosmeétique, ledit procédé de coloration comprenant :

- le procédé de révélation d’au moins un pigment d'intérét chez un
microorganisme objet de la présente invention,

- la récupération du microorganisme comprenant le pigment d’intérét
révélé et son mélange avec la composition de sorte a colorer ladite
composition.

La composition colorée obtenue est avantageusement colorée de maniere

naturelle par le microorganisme qui a changé de couleur, suite a la

révélation du pigment d’'intérét grace au procédé de révélation objet de la

présente invention.

Breve description des figures
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L’invention sera mieux comprise a la lecture de la description suivante,
donnée a titre d’exemple nullement limitatif, et faite en se référant aux
figures qui représentent :

[Fig. 1] La figure 1 est un graphe illustrant 'augmentation ou la diminution
en pourcentage de 'expression des couleurs rouge, verte et bleue calculée
par rapport entre la valeur a TO, avant irradiation (photoactivation), et la
valeur a TF, apres 100h de photoactivation a la lumiére blanche chez la
spiruline du soleil (A) et la spiruline Natur Herb Biotech (B), sur ruban
adhésif transparent, en comparaison avec leur témoin neégatif respectif
(méme spiruline sur ruban et entourée de papier d’aluminium) ;

[Fig. 2] La figure 2 est un graphe illustrant 'augmentation ou la diminution
en pourcentage de 'expression des couleurs rouge, verte et bleue calculée
par rapport entre la valeur a T0, avant photoactivation, et la valeur a TF,
apres 100h de photoactivation a la lumiére rouge et bleue chez la spiruline
du soleil (A) et la spiruline Natur Herb Biotech (B), sur ruban adhésif
transparent, en comparaison avec leur témoin négatif respectif (méme

spiruline sur ruban et entourée de papier d’aluminium).

Description des modes de réalisation

[0031]

[0032]

[0033]

[0034]

[0035]

Dans la description qui suit, le terme photoactivation sera utilisé pour définir
la révélation d’au moins un pigment chez un microorganisme par irradiation
avec une lumiére.

Les expériences suivantes démontrent la modification du profil pigmentaire
d’'un microorganisme, la cyanobactérie Spirulina platensis communément
appelée Spiruline, par irradiation avec de la lumiére blanche ou de la
lumiere rouge et bleue, de sorte a révéler un de ses pigments.

La spiruline utilisée pour les expériences est sous forme de poudre. Deux
références sont comparées : La spiruline Natur Herb Biotech (Origine :
Chine) et la spiruline du soleil (Origine : France).

La couleur de la spiruline du soleil en poudre est selon le référentiel CIELab
(23.3, -4.0, 10.7), soit RGB (56, 57, 39). Dans un référentiel RAL la couleur
associée la plus proche est RAL6007 Vert bouteille.

La couleur de la spiruline Natur Herb Biotech en poudre est selon le
référentiel ClELab (22.0, -16.2, 9.4), soit RGB (30, 59, 38). Dans un
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référentiel RAL la couleur associée la plus proche est RAL6005 Vert
mousse.

A. Photoactivation sur ruban

Afin de photoactiver la poudre de spiruline, il est nécessaire que celle-ci soit
en contact direct avec les photons de la lumiére. Ainsi le poudre de spiruline
est emprisonnée entre deux bandes de ruban adhésif transparent en
polypropyléne (RAJA ref : ADP27MC) et un éclairage d’environ 1700
pumol.m=2.s est appliqué. En paraliéle un témoin négatif, entouré de papier
aluminium est placé dans des conditions identiques.

Afin de quantifier précisément le changement de couleur, une zone de
mesure est définie sur le ruban.

Deux essais sont réalisés en paralléle, un avec un éclairage a la lumiere
blanche et 'autre a la lumiére bleue et rouge afin d’identifier 'impact des
longueurs d’onde sur la modification de la couleur. L’éclairage bleu et rouge
comporte un ratio de 3 LED bleues pour 8 LED rouges.

Au bout de 100h d’exposition, la modification de la couleur est mesurée via
un colorimetre.

B. Photoactivation sur sachet

La photoactivation sur sachet est réalisé dans les mémes conditions que
'expérience sur ruban, cependant le but de cette expérience est de pouvoir
récupérer la poudre photoactivée afin d’extraire et de comparer la
composition en pigments principaux. Ici une faible quantité de poudre,
environ 0,35¢, est placée dans un sachet transparent de 12cm par 6,5cm.
La poudre est répartie le plus uniformément possible afin qu’elle soit au
maximum en contact avec les photons de la lumiere. Les conditions de
durée, de qualité (lumiere blanche vs lumiere bleue/rouge) et d’intensité
d’éclairement sont identiques a I'expérience sur ruban.

C. Analyse de la photoactivation

L’analyse de la couleur de la spiruline sur ruban se fait grace a un
colorimetre. La couleur est analysée selon un référentiel Lab (aussi appelé
CIELAB) que l'on peut ensuite convertir en RGB ou en RAL pour plus de

praticité.
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L’analyse de la couleur de la spiruline en sachet se fait grace a une
extraction liquide. Les pigments principaux sont la phycocyanine (pigment
bleu) et les chlorophylles a et b (pigments verts).

La phycocyanine, dont le pic d’'absorbance se trouve a 620 nm est soluble
dans Peau. Afin de P'exiraire 6 mi d’eau osmosée sont donc ajoutés a
chaque sachet, la préparation est homogénéisée, prélevée, centrifugée 4
min a 13400 rpm et enfin filirée sur filtre de porosité 0,2 um. Une mesure
d’absorbance a 620 nm est réalisée (la valeur du blanc est mesurée sur de
Feau).

La chlorophylle, dont les pics d’absorbance se trouve a 430 nm, 445 nm,
630 nm et 645 nm est soluble dans I'éthanol. Afin de les extraire 6 ml
d’éthanol a 96% sont donc ajoutés a chaque sachet, la préparation est
homogénéisée, prélevée, centrifugée 4 min a 13400 rpm et enfin filtrée sur
filtre de porosité 0,2 pm. Une mesure d’absorbance a 430 nm, 445 nm, 630
nm et 645 nm est réalisé (la valeur du blanc est mesurée sur de I'éthanol a
96%).

Les ratios des maximums d’absorbance, liés a la présence et a la
concentration des différents pigments, sont ensuite comparés

D. Présentation des résultats

I. Photoactivation sur ruban

Aprés 100h de photoactivation les rubans sont récupérés afin d’étre
analysés. Les premiéres observations des rubans montrent une nette
modification de la couleur.

Afin de pouvoir identifier les couleurs une mesure au colorimétre est réalisé
sur les zones préalablement définies. Les coefficients CIELab permettent
d’identifier les couleurs d’une maniere tres précise. Or, pour 'ceil humain il
est difficile de discerner les subitilités. Les couleurs seront donc converties
sur le référentiel RGB et sur le référentiel RAL qui sert classiquement a
l'identification des couleurs.

a. Photoactivation a la lumiére blanche sur ruban

Les résultats concernant la photoactivation sur ruban a la lumiére blanche
sont présentés dans le tableau 1 ci-dessous :

[Table 1]
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Photoactivation - Lumiére blanche
Témoin Essai
es ) s _ | Référentiel s . . . . | Référentiel
Temps| Référentiel |Référentiel RGB Référentiel | Référentiel RGB
CiELab RAL Rlcls ClELab RAL R1G s

TO 138.9,-24,6.41 RAL7009 192192181 383,-2.5,6.2 | RAL7009 {90}91]80
TF 137.3,-3.59.0] RAL6003 | 88 {89173 |51.6,-4.8,-0.4 | RALS023 |114{126]123
Spiruline Natur{ T0 |38.7,-10.4,6.4] RAL6028 | 77 1 96| 80 | 38.6,-10.1,6.1 | RAL6028 |77]95]| 81
Herb Biotech TF 138.4,-11.5,5.5] RAL6028 | 74 [ 95| 81 | 54.6,-8.6,-8.4 | RAL7000 [105{136|145

On observe de légéres différences d’identification de couleur selon les
référentiels ClELab et RGB a TO (avant exposition a la lumiére), ce qui est
d( en partie a la répartition de la poudre sur le ruban. Certaines zones plus
riches en poudre que d’autres sont en effet a l'origine de cette trés légére
différence. Selon le référentiel RAL, aucune différence n’est détectée et
RAL7009 correspond a du Gris vert tandis que RAL6028 correspond a du
vert pin.

Il est important de noter que les couleurs identifiées correspondent a une
mesure a travers le ruban et entraine donc une legére modification de la
couleur lue, pour les poudres a T0, témoins et photoactivées. Ceci explique
pourquoi la couleur de la poudre de spiruline du soleil, identifiée en
RAL6007 Vert bouteille comme indiqué plus haut, apparait RAL7009 Gris
vert a TO sur les essais et la spiruline Natur Herb Biotech, identifié RAL6005
vert mousse, apparait RAL6028 Vert pin sur les essais a T0.

Nous observons aprées 100h d’exposition (TF) a la lumiere blanche une
modification de la couleur sur les deux références de poudres de spiruline.
Les poudres gris vert (RAL7009) et vert pin (RAL6028) sont respectivement
devenues gris foncé nacré (RAL9023) et gris petit gris (RAL7000) qui
s’apparentent a du bleu, contrairement a leurs témoins négatifs. Ceci
indigue que la photoactivation a la lumiére blanche entraine bien une
modification de la couleur de la poudre.

Grace au référentiel RGB nous pouvons quantifier Pévolution d'intensité en
rouge (R), vert (G) et bleu (B), couleurs primaires a l'origine de toutes les
nuances possibles. Afin de quantifier ce changement de couleur,
'augmentation ou la diminution de P'expression des couleurs rouge, verte et
bleue est calculée par rapport entre la valeur a TO, avant photoactivation, et
la valeur a TF, apres 100h de photoactivation. Les résultats sont présentés
en figure 1 qui montre impact de la photoactivation a la lumiere blanche
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sur I'expression des couleurs primaires chez la Spiruline du Soleil (A) et
chez la Spiruline Natur Herb Biotech (B).

Nous observons sur la photoactivation a la lumiere blanche des deux
références de spiruline qu’il y a une surexpression des couleurs rouge, verte
et bleue avec une dominante pour la couleur bleue qui est surexprimée a
35% lors de la photoactivation a la lumiére blanche de la spiruline du soleil
et a 44% lors de la photoactivation a la lumiére blanche de la spiruline Natur
Herb Biotech.

b. Photoactivation a la lumiére bleue et rouge sur ruban

Les résultats concernant la photoactivation sur ruban a la lumiére bleue et
rouge sont présentés dans le tableau 2 ci-dessous :

[Table 2]

Photoactivation - Lumiére bleue et rouge

Témoin Essai
Temps | Référentiel | Référentiel Ref;;:gtlei Référentiel | Référentiel Ref:rggtaei
. ClELab RAL Rlcls ClELab RAL A
Spiruline du TO0 136.8,-2.9,7.6| RAL7009 187 ]188}74] 38.1,-2.4,6.6 RAL7009 190190]79
soleil TF (35.8,-4.3,8.1| RAL60O0O3 {83{86}171] 50.4,-1.7,-2.9 RALS023 [114/121]125
Spiruline Natur{ TO0 137.6,-9.3,5.6] RAL6028 ;76193179 37.7,-11.1,6.8 | RAL6028 |7419477
Herb Biotech TF 137.2,-10.1,3.7) RAL6028 | 72]92181]55.5,-3.1,-10.1 | RAL7000 |117)135/150

Les mémes observations que celles réalisées sur I'essai de photoactivation
a la lumiére blanche sont observées ici. En effet, la photoactivation a la
lumiere bleue et rouge semble avoir le méme impact que P'exposition a la
lumiére blanche. Ces résultats seront validés a la suite de l'essai de
photoactivation sur sachet.

De la méme maniere que pour la lumiére blanche, les résultats sont
exploités en fonction du référentiel RGB et afin de quantifier le changement
de couleur, 'augmentation ou la diminution de I'expression des couleurs
rouge, verte et bleue est calculée par rapport entre la valeur a TO et la valeur
aTF.

Les résultats sont présentés en figure 2 qui montre limpact de la
photoactivation a la lumiére rouge et bleue sur I'expression des couleurs
primaires chez la Spiruline du Soleil (A) et chez la Spiruline Natur Herb
Biotech (B).

Il est observé une augmentation des valeurs R, G et B, sur les deux

références de spiruline, apres 100h de photoactivation a la lumiére bleue et
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rouge. La valeur du bleu a une augmentation plus importante que les deux
autres couleurs. Nous observons une augmentation de 37% de I'expression
du bleu aprés photoactivation a la lumiere bleue et rouge de la spiruline du
soleil et de 49% pour la spiruline Natur Herb Biotech.

Concernant I'essai sur la spiruline Natur Herb Biotech, 'augmentation des
valeurs de rouge (R) et de bleu (B) est plus importante sous irradiation a la
lumiere bleue et rouge que sous irradiation a la lumiere blanche
((R)+37%/(B)+49% vs (R)27%/(B)+44%).

Afin de mieux comprendre le mécanisme les résultats de l'essai de
photoactivation sur sachet sont analysés. Ainsi il est possible d’étudier
'évolution des pigments majoritaires composant la spiruline a savoir la
chlorophylie et la phycocyanine.

/. Photoactivation sur sachet

De méme que lors de la photoactivation sur ruban, au bout de 100h de
photoactivation, on constate une modification de la couleur des poudres de
spiruline.

L’objectif de cet essai est de mettre en évidence une modification sélective
des teneurs relatives en pigments, en fonction de la source lumineuse, donc
des longueurs d’ondes appliquées. Ainsi, les poudres ont été mises en
suspension dans de lP'eau pour exiraire la phycocyanine ou dans de
I'éthanol pour extraire les chlorophylles.

a. Photoactivation a la lumiére blanche sur sachet

Les modifications de couleur des poudres sont visibles a I'ceil nu. Comme
pour la photoactivation sur ruban, nous observons une différence de couleur
initiale des poudres de spiruline, entrainant une différence de couleur sur
les poudres photoactivées. La poudre de spiruline Natur Herb Biotech
permet d’'obtenir un bleu plus intense que la poudre de spiruline du soleil
apres photoactivation.

Les résultats concernant la photoactivation sur sachet a la lumiére blanche
sont présentés dans le tableau 3 ci-dessous :

[Table 3]
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Photoactivation sur sachet - Lumiére blanche
' Phycocyanine Chiorophylle
DO 620 g b
DO 445 DO 645{D0 430|D0O 660
Spiruline du Témoin 3,49 14,20 3,87 122,10 | 13,45
soleil Photoactivée 1,78 1,37 0,55 2,52 1,65
Spiruline Natur Témoin 6,95 13,45 | 5,36 | 29,90 | 21,80
Herb Biotech | Photoactivée 5,39 2,52 1,29 | 549 | 4,04

La valeur de densité optique (DO) du pic majoritaire est retenue, a savoir
620 nm pour la phycocyanine, 445 nm pour la chlorophylle a et 430 nm pour
la chlorophylie b.

Concernant la spiruline du soleil nous observons une diminution tres
importante de la chlorophylle a et b aprés 100h de photoactivation a la
lumiere blanche. Le profil pigmentaire de la poudre de spiruline en est
modifié expliquant la modification de la couleur de la poudre. La
photoactivation permet d’augmenter le ratio phycocyanine/chlorophylle,
laissant le bleu de la phycocyanine s’exprimer. Les ratios
chlorophylle/phycocyanine de la poudre de spiruline du soleil photoactivée
a la lumiére blanche ou non sont indiqués dans le tableau 4 ci-dessous :
[Table 4]

Chlorophylle a/Phycocyanine | Chliorophylle b/Phycocyanine

gemom sans 4,1 6,3

hotoactivation

Poudre - 0,8 14
hotoactivée

Il est observé que labsorbance de la chlorophylle a est 4 fois plus
importante que celle de la phycocyanine sans photoactivation. Aprés 100h
de photoactivation a la lumiére blanche, c’est alors I'absorbance de la
phycocyanine qui est plus importante que celle de la chlorophylle a. La
diminution de ce ratio est de 80%. Pour la chlorophylle b ce ratio passe de
6,3 a 1,4, soit -78%.

Ceci permet de montrer que le changement de couleur de la poudre est
bien lié a une modification de la teneur relative en pigments dans la
microalgue traitée par photoactivation a la lumiere blanche.

Les observations réalisées pour la spiruline du soleil sont également

applicables a la spiruline Natur Herb Biotech.
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Les ratios chlorophylle/phycocyanine de la poudre de spiruline Natur Herb
Biotech photoactivée a la lumiere blanche ou non sont indiqués dans le

tableau 5 ci-dessous :

[Table 5]
Chlorophylle a/Phycocyanine | Chlorophylle b/Phycocyanine
émoin sans
Eheteadivaﬁon 19 4.3
Poudre
!photoactivée 0,5 1

Il est observé que labsorbance de la chlorophylle a est 1,9 fois plus
importante que celle de la phycocyanine sans photoactivation. Aprés 100h
de photoactivation a la lumiére blanche, 'absorbance de la chiorophylle a
est alors moins importante que celle de la phycocyanine. La diminution de
ce ratio est de 74%. Pour la chlorophylle b ce ratio passe de 4,3 a 1, soit -
77%.

Ceci permet de montrer que le changement de couleur de la poudre est
bien lié a une modification de la teneur relative en pigments dans la
microalgue traitée par photoactivation a la lumiere blanche.

b. Photoactivation a la lumiére bleue et rouge sur sachet

Les modifications de couleur des poudres sont visibles a 'ceil nu. Les
observations réalisées pour la photoactivation a la lumiére blanche sont
applicables a la photoactivation a la lumiére bleue et rouge.

Les résultats concernant la photoactivation sur sachet a la lumiere bleue et

rouge sont présentés dans le tableau 6 ci-dessous :

[Table 6]
Photoactivation sur sachet - Lumiére bleue et rouge
Chiorophylie
a b
DO 445 {DO 645{D0 430{DO 660

Spiruline du Témoin 3,13 15,20 | 1,83 | 23,50 | 14,50
soleil Photoactivée 1,71 1,94 0,77 | 3,63 | 2,29
Spiruline Natur Témoin 5,80 8,12 4,96 | 21,20 | 15,75
Herb Biotech | Photoactivée 4,80 3,46 166 | 7,56 | 5,63

Comme lors de la photoactivation a la lumiére blanche, pour la spiruline du
soleil nous observons une diminution trés importante de la chlorophylle a et

b aprés 100h de photoactivation a la lumiére bleue et rouge. Le profil
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pigmentaire de la poudre de spiruline en est modifié expliquant la
modification de la couleur de la poudre. La photoactivation permet
d'augmenter le ratio phycocyanine/chlorophylle, laissant le bleu de la
phycocyanine s’exprimer. Les ratios chlorophylle/phycocyanine de la
poudre de spiruline du soleil photoactivée a la lumiére bleue et rouge ou
non sont indiqués dans le tableau 7 ci-dessous :

[Table 7]
Chlorophylle a/Phycocyanine | Chlorophylle b/Phycocyanine
émoin sans
Ehotoactivation 49 73
lPoudre - 11 21
photoactivée
Il est constaté que l'absorbance de la chlorophylle a est 4,9 fois plus

importante que celle de la phycocyanine sans photoactivation. Aprés 100h
de photoactivation a la lumiere bleue et rouge, ce ratio passe a 1,1. La
diminution de ce ratio est de 78%. Pour la chlorophylle b ce ratio passe de
7,5a2,1, soit -72%.

Ceci permet de montrer que le changement de couleur de la poudre est
bien lié a une modification de la teneur relative en pigments dans la
microalgue traitée par photoactivation a la lumiere bleue et rouge.

Les ratios de pigments chlorophylle/phycocyanine diminuent avec la
photoactivation a la lumiére bleue et rouge, cependant cette diminution est
moins importante qu’avec la photoactivation a la lumiere blanche. Cette
derniere semble plus efficace pour révéler la couleur bleue, méme si cette
remarque n’est pas observable de maniere macroscopique a PFobservation
des poudres.

Les observations réalisées pour la spiruline du soleil sont également
applicables a la spiruline Natur Herb Biotech.

Les ratios chlorophylle/phycocyanine de la poudre de spiruline Natur Herb
Biotech photoactivée a la lumiére bleue et rouge ou non sont indiqués dans
le tableau 8 ci-dessous :

[Table 8]
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Chlorophylle a/Phycocyanine | Chlorophylle b/Phycocyanine
Prmomcr
L‘:g::‘;:cﬁvée 0,7 1,6

[0099] Nous observons que l'absorbance de la chlorophylle a est 1,4 fois plus
importante que celle de la phycocyanine sans photoactivation. Aprés 100h
de photoactivation a la lumiere bleue et rouge, ce ratio passe a 0,7. La
diminution de ce ratio est de 50%. Pour la chlorophylle b ce ratio passe de
3,7 a 1,6, soit -57%.

[00100] Ceci permet de montrer que le changement de couleur de la poudre est
bien lié a une modification de la teneur relative en pigments dans la spiruline
traitée par photoactivation a la lumiere bleue et rouge.

[00101] Comme pour la Spiruline du soleil, le traitement par exposition a la lumiére
bleue et rouge semble moins efficace que celui a la lumiére blanche pour
modifier les ratios des différents pigments dans la spiruline Natur Herb
Biotech. La composition de la lumiére utilisée, c’est-a-dire les longueurs
d'onde la composant, influence donc la modification des teneurs relatives
en pigments des matrices microalgales traitées.

[00102] E. Conclusions

[00103] La photoactivation de poudre de spiruline durant 100h a une intensité de

1700 umol.m2.s™" avec de la lumiére blanche ou une lumiére bleue et rouge
(3 LED bleues pour 8 LED rouges) permet de modifier le profil pigmentaire
de celle-ci. Cette réaction entraine un changement de la couleur de la
poudre visible a I'ceil nu. La poudre, a l'origine verte, devient bleue. Cette
observation a été réalisée sur deux références de poudre de spiruline.

[00104] Au regard de la modification des teneurs relatives en pigments dans la
spiruline, avant et apres traitement, la photoactivation a la lumiere blanche
semble plus efficace qu’une exposition a la lumiere bleue et rouge. Cela
indigue que la longueur d’'onde de la lumiére appliquée modifie de maniére
différente les teneurs relatives en pigments.

[00105] De maniére plus générale, il est a noter que les modes de mise en ceuvre

et de réalisation de I'invention considérés dans les expériences ci-dessus
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ont été décrits a titre d’exemples non limitatifs et que d’autres variantes sont
par conséquent envisageables.

[00106] Notamment, l'invention a été décrite dans les expériences en considérant
principalement la microalgue Spirulina platensis. Rien n’exclut cependant,
dans dautres types de réalisation, de considérer d'autres types de
microorganisme pour la mise en ceuvre du procédé objet de la présente

invention.
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Revendications

Revendication 1.  Procédé de révélation d’au moins un pigment d’intérét chez un
microorganisme sous forme séche comprenant des pigments dont le pigment
d’intérét et de la chlorophylle, caractérisé en ce que ledit procédé comprend au
moins une étape d’irradiation du microorganisme avec de la lumiére de sorte a
réduire le taux de chlorophylle du microorganisme en faveur de la révélation
dudit pigment d’intérét.

Revendication 2. Procédé de révélation selon la revendication 1, dans lequel
Pirradiation du microorganisme est effectuée pendant une durée d’au moins 24
heures.

Revendication 3. Procédé de révélation selon [lune quelconque des
revendications 1 et 2, dans lequel I'étape d'irradiation se fait avec une lumiére
d’énergie lumineuse comprise entre 1500 et 2000 umol.m=.s', de préférence
1700 umol.m2.s,

Revendication 4. Procédé de révélation selon lune quelconque des
revendications 1 a 3, dans lequel le microorganisme est une cyanobactérie, une
algue ou une microalgue.

Revendication 5. Procédé de révélation selon [lune quelconque des
revendications 1 a 4, dans lequel le microorganisme est comestible.

Revendication 6. Procédé de révélation selon Tlune quelconque des
revendications 1 a 5, dans lequel le microorganisme comprend de la
phycocyanine.

Revendication 7. Procédé de révélation selon Tlune quelconque des
revendications 1 a 6, dans lequel le microorganisme est choisi parmi
Aphanizomenon flos-aguae, Spirulina platensis et Chlorella vulgaris.

Revendication 8. Procédé de révélation selon Tlune quelconque des
revendications 1 a 7, dans lequel le microorganisme est sous forme de poudre.

Revendication 9. Procédé de révélation selon Tlune quelconque des
revendications 1 a 8, dans lequel I'étape d'irradiation est faite a la lumiére
blanche et/ou a la lumiére rouge et bleue.

Revendication 10. Procédé de coloration d’'une composition, par exemple une
composition de peinture, alimentaire, ou cosmétique, ledit procédé de coloration

comprenant :
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- le procédé de révélation d’au moins un pigment d’intérét chez un
microorganisme sous forme séche selon lune quelconque des
revendications 1 a 9,

- la récupération du microorganisme comprenant le pigment d'intérét

révélé et son mélange avec la composition de sorte a colorer ladite

composition.
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"T" document ultérieur publié aprés la date de dépdt international ou la
date de priorité et n'appartenenant pas a I'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de linvention

"A" document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particulierement pertinent

"E" document antérieur, mais publié a la date de dépot international

ou aprés cette date "X" document .pqrti,culiérement pertinent;; lnvention revendiquée ne peut
o ) o étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
L dOC,Uthm popt\,/ant Jetgftun dlouteI Slél‘ ltmed reve&dlc?tlondge inventive par rapport au document considéré isolément

priorite ou cite pour determiner 1a date de publication dune "y" document particuliérement pertinent;; linvention revendiquée

autre citation ou pour une raison speciale (telle quiindiquee) ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
"O" document se référant a une divulgation orale, a un usage, a lorsque le document est associé a un ou plusieurs autres

une exposition ou tous autres moyens documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
"P" document publié avant la date de dépét international, mais pour une personne du metier

postérieurement a la date de priorité revendiquée "&" document qui fait partie de la méme famille de brevets
Date a laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

10 mars 2023 22/03/2023

Nom et adresse postale de 'administration chargée de la recherche internationale | Fonctionnaire autorisé
Office Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, . .
Fax: (+31-70) 340-3016 Du, Mingliu
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Demande internationale n°

PCT/EP2022/087278

C(suite). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS
Catégorie* | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents no. des revendications visées
X DATABASE GNPD [Online] 1-10

MINTEL;

28 avril 2020 (2020-04-28),

anonymous: "Spirulina Powder",

XP093030668,

Database accession no. 7580059

abrégé; figures 1,2
X DATABASE GNPD [Online] 1-10

MINTEL;

8 mars 2021 (2021-03-08),

anonymous: "Spirulina Powder",

XP093030670,

Database accession no. 8540049
abrégé; figures 1-3
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Renseignements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n°

PCT/EP2022/087278
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
WO 2012117969 Al 07-09-2012 JP W02012117969 Al 07-07-2014
TW 201238593 A 01-10-2012
WO 2012117969 Al 07-09-2012

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe familles de brevets) (avril 2005)
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