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Résumeé :

L'augmentation de la consommation de pétrole fossile, largement utilisé par le secteur des
transports, et la grande fluctuation des prix ainsi que, la pollution qui en résultant, ont rendu
nécessaire la recherche d'alternatives renouvelables. Sur cette base, les microalgues semblent
étre une alternative aux carburants fossiles par la production des biocarburants, aux nombreux
avantages dont un rendement élevé en biomasse et des lipides de type TAG, important pour la
production de biocarburants. Cette étude visait a évaluer les rendements en biomasse et en

lipides de la souche Chlorella sp.

Les résultats ont montré que l'utilisation du lactosérum peut remplacer l'utilisation de
milieu synthétique tel que le BG11 pour la culture de la souche de Chlorella sp.isolée
localement. En fait, le milieu a base de lactosérum utilisé seul ou additionné de petite quantité
de phosphate et/ou de magnésium ont augmenté de maniere significative la productivité en
biomasse, 0.0220 g/L.h, 0.0217 g/L.h et 0.0190 g/L.h, par rapport au milieu BG11, ou la
productivité était de 0,0180 g/L.h. La quantité de lipides produite est meilleure dans le cas ou
le lactosérum est additionné de magnésium et le pourcentage était dans de I'ordre de 19,08 %

de la biomasse algale séche.

Mots clés : Microalgae, Chlorella, lipides, lactosérum, la biomasse.
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Abstract :

The increase in the consumption of fossil oil, widely used by the transport sector, and the
great fluctuation in prices as well as the resulting pollution, have made it necessary to try to
find renewable alternatives. On this basis, microalgae appear to be an alternative to fossil
fuels through biofuel production, with many advantages including high biomass yield and
TAG-type lipids, important for biofuel production. This study aimed to evaluate the biomass

and lipid yields of the strain of Chlorella sp.

The results showed that the use of whey can replace the use of synthetic medium such as
BG11 for the cultivation of the isolated strain of Chlorella. In fact, the whey-based medium
used alone or supplemented with a small amount of phosphate and/or magnesium
significantly increased the biomass productivity, respectively, 0.0220 g/L.h, 0.0217 g/L.h and
0.0190 g/L.h, compared to culture in BG11 medium, where the productivity was 0.0180
g/L.h. The amount of lipid produced is better in the case where the whey is supplemented
with magnesium and the percentage was in the order of 19.08% of the dry algal biomass.

Key words: Microalgae, Chlorella, lipid, whey, biomass.
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Introduction générale

Les ressources fossiles que sont le pétrole, le charbon et le gaz représentent la majorité de
I'énergie utilisée dans le monde. Elles sont principalement utilisées dans des domaines comme
le transport, I'industrie ou encore l'alimentation. En termes de chiffres, les énergies fossiles

représentent 81 % de I'énergie mondiale consommée dont 33% proviennent du pétrole [1].

La consommation du pétrole, principale source d’énergie fossile, conduit & I'épuisement des
ressources de carburant et impacte les changements climatiques dus aux émissions de gaz a

effet serre que laissent craindre de possibles crises énergétiques et environnementales [2].

Les biocarburants issus de la biomasse peuvent étre une alternative aux énergies fossiles et
ils sont classés en trois générations. La premiere génération utilise comme source de biomasse
les cultures qui sont traditionnellement destinées a l'alimentation, par exemple le mais, la
canne a sucre ou encore les céréales. Le substrat de départ pour la seconde génération est la
biomasse lignocellulosique comme les résidus forestiers ou agricoles. La troisieme génération

tente de saffranchir du sol via l'utilisation de micro-organismes [2].

Nous nous intéressons ici  la 3°™ génération de biocarburants et plus particuliérement aux

microalgues, car la culture de ces derniéres est actuellement en plein essor. Les 1% et 2°™®
génération d'agro carburants utilisent des terres arables, engendrent de la déforestation et

augmentent la consommation d'eau et le prix des denrées alimentaires [3].

Ces biocarburants augmentent aussi la pollution du fait de l'utilisation de pesticides et
d'engins agricoles afin d'augmenter leur productivité. Ces différents problemes ne s'appliquent
pas & la 3*™génération de biocarburants. Plusieurs avantages découlent de la 3°™ génération
comme une capacité de production de biomasse plus importante et des fréquences de récoltes
plus élevées. Les microalgues présentent une bonne adaptation aux changements de milieu et
contrairement aux plantes terrestres, elles ont un taux de croissance beaucoup plus élevé. En
effet, elles sont capables de doubler leur croissance en 3,5 heures [4,5]. Leur production est
continue sur toute I'année car elles ne dépendent pas des saisons, cela permet d'avoir une plus
zéme

grande quantité d'huile produite comparativement aux carburants de 1% et géneration.

La culture intensive de ces microorganismes pour produire de I'énergie présente un avenir

prometteur afin de répondre aux différents problémes liés aux énergies fossiles. En effet

I'huile présente dans les cellules algales peut étre transformée en biodiesel aprés extraction

[6]. De plus, cette teneur en lipide leurs confere un pouvoir calorifique intéressant [7].
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Le frein majeur de cette génération de biocarburant est son co(t. En effet, les «
algocarburants » ne sont pas encore assez compétitifs pour rivaliser avec les carburants
traditionnels. Cependant, le secteur fait I'objet de nombreuses études afin d'améliorer ce point
négatif. L’objectif de ce mémoire est de montrer la possibilité d’utilisée les microalgues pour
la production du biodiesel, avec 'utilisation du lactosérum comme support de culture d’une

microalgue du genre Chlorella localement isolée.
Le travail est divisé en trois chapitres classés comme suit :

1%chapitre: synthése bibliographique sur les microalgues, ainsi que leurs différentes
applications.
- le 2™ chapitre : les matériels et méthodes expérimentales pour réaliser ce travail.

- le 3*™chapitre : les résultats expérimentaux et discussion.
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Chapitre | Syntheése bibliographique

I.1. Définition des microalgues

Les microalgues sont des organismes microscopiques eucaryotes photosynthétiques vivant
dans les mers, les océans, les eaux douces et les eaux saumatres [1, 2]. Les microalgues
présentent une diversité bien supérieure a celle des plantes terrestres. Les estimations du
nombre d’espéces vont de 50 000 a un million d’espéces [3].dont 30 000 sont connues a

I'neure actuelle et seulement une dizaine est cultivée [4].

Les lipides présents dans les microalgues peuvent eux étre utilisés dans le but de produire
du biodiesel [5]. Ces organismes constituent un groupe polyphylétique et trés diversifié de
procaryotes (les algues bleues ou cyanobactéries) et eucaryotes (ou 1’on retrouve les algues
vertes, rouges et brunes). Le classement en divisions est basé sur diverses propriétés telles que
la pigmentation, la nature chimique des produits de stockage issus de la photosynthese,
I'organisation des membranes photosynthétiques et d'autres caractéristiques morphologiques
[6]. Les principales exigences de croissance des microalgues sont un milieu aqueux, de
I'énergie lumineuse, une température adéquate, une source de carbone organique ou
inorganique et des nutriments. La lumiére représente I'un des principaux facteurs limitant la
culture des microalgues [7]. Ces derniéres ont besoin de lumiére comme source d'énergie
pour convertir I'eau et le dioxyde de carbone (CO,) absorbés en biomasse, grace au processus
de la photosynthés [8].Les microalgues présentent divers avantages dans le domaine de

production des biocarburants, a savoir :

e Leur croissance est rapide et fait d’elles une importante source renouvelable pour 1’énergie
[1,9].

e Leur conversion photonique est élevée (environ 3a 8% face a 0,5% pour les végétaux
terrestres), ce qui fait un rendement important par hectare [1, 10].

e Leur séquestration de CO; est élevée [1, 11].

e Elles sont capables de croitre dans un milieu aqueux salin, eaux usées ou eaux saumatre et
se nourrissent de 1’azote et phosphore qui se trouvent en général dans les eaux polluées [1].

e Leur culture peut se faire dans des terres en friche [1]. selon Demirbas [10] affirment
qu’une ferme mesurant un hectare sur des terres en friche peut produire plus de 10 a 100

fois d’huile par rapport a toute autres sources connues produisant 1’huile.



Chapitre | Syntheése bibliographique

Tableau 1.1 : Productivité de quelques espéces de microalgues [12].

Espace Taux de croissance Temps de
P maximum (J™) dédoublement
(Jour)
Botryococcus braunii 0,2 3.4
Chlamydomona rheinhardii 3.8 0.2
Chlorella vulgaris 1.8 0.4
Dunaniella tertiolecta &9 Uz
Isochrysis galbana 2.0 0.3
Navicula muralis gl Ue
Pleurochrysis carterae 0.7 11
Rhodomonas salina ke L2
Spirulina platensis 0.5 14
Thalassiosira pseudonana 2.5 0.3

Figure 1.1 : Quelques exemples de microalgues:

Haematococcus, Staurastrum, Spirulina et Chlorellavulgaris [5].
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I.1.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris est une algue verte découverte en 1890 par le biologiste hollandais
BEYERINCK Et depuis 1919.C’est une chlorophycée unicellulaire non-mobile qui mesure
entre 2 et 10 um de diamétre avec un noyau bien spécifique et une membrane cellulosique et
se présente sous deux formes ronde ou ellipsoidale (figure 1. 2). Elle contient un chloroplaste
pariétal qui se compose des caroténoides, de la chlorophylle a et b, un pyrénoide, des

thylakoides, du matériel génétique et des grains d’amidon .

Elle est présente de facon ubiquiste dans I’environnement aquatique et se trouve ¢galement
dans les sols. Ellepeut étre cultivée dans un milieu organique ou inorganique simple. Sur le
plan physiologique, elle est également tolérante a une large gamme de pH. Elle a un taux de
croissance rapide,.Chlorella se retrouve en eau douce et posséde des mécanismes
d'assimilation des nutriments qui lui permettent généralement de dominer sur les autres

espéces [13].

Chlorella est constituée de 50 a 60% de protéines, de nombreux minéraux (cuivre, fer,
magnésium,...), d’acides gras dont certains oméga-3 et de pigments tels que la chlorophylle
qui représente de 2 a 4% de son poids sec. La biomasse est récoltée par filtration
membranaire, centrifugée afin d’obtenir une "pate algale" a 20% de matiere seche puis
Iyophilisée. Plus d’étude-son applicabilité comme source d'énergie et pour l'alimentation
humaine [14]. Elle présente également un intérét pour la co-valorisation de lutéine et de

colorants alimentaires [13].
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Tableau 1.2 : Caracteéristiques de la microalgue Chlorella vulgaris.

Groupe taxonomique

Chlorococcales

Dimensions <10 pm de forme sphérique (observation
au microscope)
Membrane Membrane plasmique bicouche lipidique

Composition de la paroi

Paroi cellulosique (résistance mécanique)

Glucosamine
Sucres neutres
Acides uroniques
Protéines

Divers

Figure 1.2 : Obsservation microscopique de Chlorellavulgaris.

1.2 Culture des microsalgues :

La production de microalgues est en forte augmentation a travers le monde. La production

annuelle est estimée a 6 000 tonnes par an de matiére seche [15]. L’importance de la culture

des microalgues se résume dans la découverte et la revalorisation des espéces microalgales

qui existent naturellement dans les écosystémes et qui ont suscité un intérét notable par leur

profil biochimique qui dépend de 1’espéce microalgale et aux paramétres environnementaux,

et plus particulierement, parce que certaines d’entre elles contiennent des molécules uniques.

Ces microorganismes photosynthétiques se développent trés rapidement, par la transformation

d’environ 10% de 1’énergie solaire en biomasse avec un dédoublement de 0,3 a 3 fois plus et
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un rendement théorique estimé d’environ 77g/biomasse/m2/jour, [16 , 17] 1.La culture des
microalgues utilisant la lumiere du soleil peut étre effectuée soit dans des bassins a ciel ouvert
ou dans des photobioréacteurs en forme de tube, rectangle, réacteur a agitation continue ou
autre forme [10]. Concernant la nutrition, la plupart des microalgues sont photoautotrophes,
c’est-a- dire elles utilisent le CO; et qu’elles tirent leur énergie de la photosynthese. Or, il
existe aussi des microalgues hétérotrophes qui sont capables de se développer sans utiliser
I’énergie solaire, mais une source de carbone organique [2], c’est le cas de Chlorella vulgaris

et Chlorella protothecoides [18].

Les microalgues de métabolisme hétérotrophe sont principalement cultivées dans des
bioréacteurs fermés appelés fermenteurs en absence de rayonnement solaire. Pour assurer leur

croissance, elles doivent étre en présence d’un substrat organique [18].
1.2.1 Systemes ouverts ou raceway :

Ces systemes sont plus anciens et simples pour la culture des microalgues. Ils sont sous
forme de chemin a roulement ou une ou plusieurs roues a aube sont placées pour permettre la
nutrition de toutes les cellules algales. Les chemins a roulement sont en général faits en béton
coulé ou sont creusés directement dans le sol et recouverts d’une couche en plastique pour
empécher la pénétration du milieu de culture dans le sol. Ce type de systéme est caractérisé
par sa simplicité technique, sa facilité d'exploitation et une durée de vie assez importante [19].

Ces systemes sont les moins énergivores et ont une maintenance et un nettoyage facile [20].
Malgré leur faible productivité, les systémes ouverts utilisent généralement de la lumiere
naturelle, il n’y a donc pas de colit associé a I’apport de lumicre. Cependant, les microalgues
sont soumises aux variations journalieres et saisonni€res de la température et de I’intensité
lumineuse, mais la principale contrainte reste le risque de contamination. La biomasse est,
guant a elle, récoltée a la fin du cycle de recirculation. Ce type de configuration est connu
sous l'appellation bassin de type « raceway ». On peut distinguer trois type de ce dernier :
bassin de type raceway, circulaire et naturel. ( figure I. 3.)
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Surface

lfloue Agitation du bassin
a aubes a pivot
central
’rofondeur Profondeur Profondeur ¢I
525cm k==l | T T T ] 30-70 em 50 cm
A : bassin de type "raceway" B - bassin circulaire C : bassin naturel

Figure 1.3 : Variété de configurations des systemes ouverts

A Bassin de type « raceway » employé pour la culture de Spirulinaplatensis en Californie —
B: Bassin circulaire a pivot central pour la culturede Chlorella a Taiwan — C: larges bassins

non agités utilisés pour la culture de Dunaliella salina enAustralie [21].
1.2.2 Systémes fermés photobioréacteurs :

Les photobioréacteurs sont des réacteurs fabriqués a partir de matériaux transparents. Leur
conception est basée sur la surface éclairée, ’efficacité du mélange et le contrdle des
parametres de culture (température, teneur en dioxyde de carbone et en oxygeéne, pH), pour
atteindre une productivité maximale. Les systémes fermés ont été concus pour pallier les
problémes des bassins [20]. L’utilisation des photobioréacteurs revient plus chere que les
systémes d’étang a ciel ouvert. Cependant, ils nécessitent moins de lumiére et d’espace pour
la culture des microalgues. Les scientifiques préférent 1’utilisation des photobioréacteurs, car
ils assurent la croissance d’une seule espéce d’algue sans qu’elle rentre en compétition avec

une autre espece ou qu’elle soit contaminée [10].

Il existe différents types de photobioréacteurs. Selon Demirbas [10] leurs technologies de
design sont trés variables et dépendent fortement de 1’ingénieur qui les a congus et de I’espéce
a cultiver. Les photobioréacteurs tubulaires semblent étre les plus satisfaisants de point de
vue production de la biomasse algale convertie en biocarburants dont la quantité varie entre 2
et 5 g/L [2, 10]. Les photobioréacteurs existent sous de nombreuses formes, mais ils peuvent
étre séparés en plusieurs catégories : les photobioréacteurs plans, les photobioréacteurs

10
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cylindriques, les photobioréacteurs « Plastic bag » et un type particulier de réacteurs pour la

culture de microalgues en 1’absence de lumiére (les fermenteurs) par exemple. (Figure 1.4)

Figure 1.4 : Photographie des Photo bioréacteurs tubulaires-.

1.3 Mode de culture :

Pour produire des microalgues, on distingue trois modes de cultures : le mode batch ou
discontinu, le mode continu et le mode semi-continu. (Figure 5). Selon les contraintes
associées au raffinage et/ou a la physiologie de la souche, certains modes de culture seront

préférés a d’autres.

e S B i
(température, pH, lumiere, etc.) metabolite secondaire
1 —

v

Energie
lumineuse

Microalgue

Milieu de culture
(eau, azote, phosphore,
microélements)

..... -~

Figure 1.5 : Représentation schématique d’un mode de culture des microalgues.

Il existe trois principaux modes de fonctionnement lesquels sont :

11



Chapitre | Syntheése bibliographique

1.3.1 Mode batch :
Dans ce mode opératoire, on peut observer cing phases de croissance (figure 1.6) [22]:

- Phase 1 « La phase de latence » : les cellules s’adaptent aux nouvelles conditions
deculture.

- Phase 2 « La phase d’accélération »: les cellules ont accumulé des composés
intracellulaires-

- Phase3 «La phase exponentielle» ; Les cellules se multiplient trés vite en observant
une croissance exponentielle en fonction du temps. La vitesse de croissance de la culture est
maximale. Les conditions du milieu sont optimales pour la croissance cellulaire.

- Phase4 «La phase stationnaire» ; La concentration des microalgues reste constante.

- Phase 5« la phase de déclin» ; Un des éléments essentiels manque (lumiere, azote,

phosphore, carbone...); la vitesse décroissance diminue et compense juste la moralité.

Growth rate

Time

Figure 1.6 : Courbe de croissance.

1) phase de latence, 2) phase d’accélération, 3) phase exponentielle, 4) phase stationnaire, 5)
phase de déclin [23].

1.3.2 Mode continue :

Le mode continu se caractérise par un apport permanent en milieu nutritif afin de maintenir
le volume de culture constant. C’est ce mode qui permet d’obtenir les productivités les plus
importantes car I’atténuation lumineuse peut étre maintenue a I’optimal lorsque 1’apport de

lumiere est constant.ll existe deux types de mode continu : le mode chemostat et le mode

turbidostat.

12
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Le but de la culture en continu est de maintenir la concentration cellulaire a ’intérieur du
réacteur stable. La culture est débutée en mode batch jusqu’a ce que la concentration
cellulaire souhaitée soit obtenue, puis le milieu de culture est injecté en continu. Ainsi,
théoriquement, la culture se trouvera continuellement en phase exponentielle de croissance
[22].

1.3.3 Mode semi continue :

Le dernier mode de culture existant est le mode semi-continu. Le mode semi-continu est un
mode ou la récolte se fait a intervalle plus rapproché qu’en mode discontinu si bien qu’on se

rapproche d’un mode continu, une récolte toute les heures [24].

Les différents avantages et inconvénients des modes de fonctionnement sont récapitulés

dans le tableau suivant:

Tableau 1.3 : Comparaison entre les différents modes de fonctionnement appliqués a des

cultures de micro-algues [25].

Mode Colt Faisabilité¢ | Productivité | Effet limitant Contamination
technique | en biomasse du substrat de la culture
Batch faible simple faible important Faible
Fed-batch moyen moyen moyen moyen Moyen
Continu moyen moyen moyen moyen Moyen
I.4 Récolte :

La récolte des microalgues représente un facteur économique important pour la production
de biodiesel, puisqu’il s’agit d’une étape limitant dans la production de biocarburants. Le but
de cette étape est de récupérer le maximum de biomasse afin de réaliser par la suite une
extraction des lipides pour les quantifier et les analyser. La récolte est basée sur la méthode de
Shen et collaborateur [26]. Certaines estimations permettent de conclure que la récolte

représente de 20 a 30 % du codt total de production du biodiesel [27].Ces codlts importants

13
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sont dus, entre autres, au trés petit diamétre des algues (de 2 & 20 um de diamétre) ainsi qu’a
la faible concentration en biomasse atteinte dans les technologies de production [28]. Les
défis les plus importants sont donc de permettre d’atteindre une concentration importante de
microalgues, en utilisant de nouvelles techniques efficaces et peu colteuses. La biomasse
algale peut étre concentrée en utilisant diverses méthodes comme la centrifugation, la
filtration, la floculation et la flottation. La filtration nécessite 1’utilisation d’une membrane de
cellulose modifiée ainsi que d’une pompe. Les microalgues de trés faible densité peuvent
ainsi étre retenues par la membrane. Cependant, cette technique est limitée par le volume
trait¢ puisque la succion exercée par la pompe entraine fréquemment 1’obstruction de la
membrane [29].Ce procédé est plus adapté pour les grandes microalgues telles que
Coelastrum proboscideum et Spirulina platensis mais ne peut pas récupérer les plus petites

comme Scenedesmus, Dunaliella et Chlorella.

1.5 Composition biochimique :

Les microalgues ont été reconnues comme une matiére premiére, dite de
troisiémegénération, non seulement parce qu’elles éliminent le dioxyde de carbone de
I’atmosphére, maisaussi parce qu’elle est une source inépuisable d'une variété¢ de bioproduit,
sous diverses forme, tels que des composants cellulaires ou des matériaux de stockage, dont
les principales biomolécules comprennent les protéines, les polysaccharides ainsi que les
lipides (Tableau 1. 4) [30].

14
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Tableau 1.4 : Composition biochimique générale de différentes espéces microalgales [39].

Espéces

Protéines

(% de matiere

Glucides

(% de matiere

Lipides

(% de matiere

séche) séche) seche)
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Aphanizomenonflosaquae 62 23 3
Chlamydomonas 48 17 21
rheinhardii
Cholrellapyrenoidosa 57 26 2
Cholrella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Dunaliella bioculata 49 4 8
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Porphyridiumcruentum 28-39 40-57 9-14
Prymnesiumparvum 28-45 25-33 22-38
Scenedesmusobliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmusquadricauda 47 - 1,9
Scenedesmusdimorphus 8-18 21-52 16-40
Spirogyrasp. 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulinaplatensis 4663 8-14 4-9
Synechococcussp. 63 15 11
Tetraselmismaculate 52 15 3

15
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Par conséquent, ils ont un potentiel énorme dans une grande variéteé d'applications (Figure
1.7). L’intérét des microalgues se manifeste par la diversité de leur composition biochimique,
mais également par des particularités qui justifient ’utilisation de certains procédés de

production.

40-60%
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Antioxidants, -\nde gras
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co, 7 New Aliments,
R S— Aquaculture,
7 Concentration
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Application

Production d’energie Production biochimique Application environnerentale
v Biodiesel ¥'Les glueides v Bio-atténuation des émussions de CO2
¥ Biogaz v Protémes v Bioremédiation des eaux usées et des
¥Bioéthanol ¥'Les pigments solspollués
YRt carhirant Y Riommatdriany st hionrodints

Figure 1.7 : Les microalgues en tant que systeme de production inépuisable& Applications
[31].

L’absence de paroi autour des cellules de Dunaliella et I’existence de globulesde f-
caroténe extraplastidiaux permettent I’extraction de ce métabolite par des procédés utilisant
des chocs osmotiques, ou des réacteurs biphasiques usant la diffusion du pigment a 1’aide de

solvants (do-décane), sans perte de viabilité [32].

Les microalgues représentent une source importante de quasi toutes les vitamines
essentielles : B1, B6, B12, C, E, K1, et possedent un large panel de pigments, fluorescents ou
non, pouvant aussi avoir un role d’antioxydants. En plus de la chlorophylle (0,5 a 1 % de la
matiére seéche) qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les algues

photosynthétiques, on trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de type
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caroténoides (0,1 a 0,2 % de la matiére séche) et phycobili-protéines (phycoérythrine et

phycocyanine).

Les pigments principalement exploités sont la phycocyanine, de la spiruline (colorant
bleu), la phycoérythrine (couleur rouge) du Porphyridium purpureum, 1’astaxanthine
d’Haematococcus pluvialis ou le béta-caroténe de Dunaliella salina. Elles peuvent accumuler

plus de 50 % de leur poids sec en lipides.

Ces derniers sont principalement constitués de triglycérides, de phospholipides, et de
glycolipides [33]. La microalgue Odontella aurita est par exemple une source importante

d’acides gras insaturés.

Par ailleurs, I’huile extraite de Schizochytrium a été récemment autorisée en tant que nouvel
ingrédient alimentaire. A I’heure actuelle, la richesse en lipides des microalgues et leur
relative facilitée de production font de ces derniéres une source intéressante pour les secteurs
de la pétrochimie afin de produire des biocarburants. Certaines microalgues ont des
constituants pariétaux particuliers tels que des polysaccharides sulfatés, pouvant donner des
oligosaccharides, du B-glucane ou des glycoprotéines impliqués dans des processus

d’agrégation cellulaire, utilisables comme biofloculants [32].

D’autres encore peuvent produire des molécules a activité antivirales, antibiotiques, ou
anti-prolifératrices chez ’homme [33]. Les lipides marins peuvent étre classés selon deux
catégories différentes basées en fonction de leur polarit¢ : d’une part, les lipides neutres
comprenant les acylglycérols (monoacylglycérol ou MAG, diacylglycérol ou DAG,
triacylglycérol ou TAG) et les acides gras libres (AGL) et d’autre part, les lipides polaires qui
peuvent étre subdivises en deux ; les glycolipides (GL) et les phospholipides (PL).

Les MAG et les DAG proviennent de la dégradation des TAG. En effet, en conditions de
carence, les TAG vont s’accumuler et constituer un élément de réserve pour la microalgue
alors que les GL et les PL sont dits lipides de constitution. Une cellule carencée en
macronutriment comme 1’azote, va stocker le flux de carbone provenant de la photosynthése
sous forme de lipides. Les TAG constituent les lipides de choix pour une application en
biodiesel [34].
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1.6 Application des microalgues :

La diversité des especes et la richesse en métabolites permet un large panel d’applications

impliquant ainsi de nombreux secteurs industriels. Les algues microscopiques jouent un role

important dans de nombreux domaines (Tableau I. 5).

Tableau 1.5 : Certains especes de microalgues avec leurs produits et domaines d'application

[35].
Espéces Produits Domaines d’application
Spirulina Phycocyanine Aliments naturels
Cyanobacteérie Biomasse Cosmétique
: Aliments naturels
Chlorella vulgaris . . . .
Chlorophycée Biomasse Suppl_ements_ allme_ntalres
Substituts alimentaires
: : Aliments naturels
Dunaliella salina 5 . . .
[3-caroténe Suppléments alimentaires

Chlorophycée

Substituts alimentaires

Haematococcus pluvialis
Chlorophycée

Astaxanthine

Aliments naturels
Suppléments alimentaires
Substituts alimentaires

Odontella aurita
Bacillariophycée

AGPI

Pharmaceutique
Cosmeétique
Aliments pour enfants

Porphyridium cruentum

Polysaccharides

Pharmaceutique
Cosmétique

Rhodophycée Nutrition

SSEENTEE gglban AGPI Nutrition animale
Chlorophycée

Phaeodactylum tricornutum Lipides Nutrition
Bacillariophycée AGPI Production de carburants

Lyngbya majuscule
Cyanobactérie

Immunomodulateur

Pharmaceutique Nutrition

Muriellopsis sp.
Chlorophycée

Lutéine

Aliments naturels
Suppléments alimentaires
Substituts alimentaires

Les microalgues sont utilisées en agriculture comme engrais biologique pour la

fertilisation des sols pauvres, en particulier les sols sahariens squelettiques, dont la structure

est amoindrie par 1’abondance des ions sodium dans I’eau d’irrigation, ce qui engendre des

conditions asphyxiantes trés défavorables; ainsi 1’apport d’algues microscopiques riches en

azote a ce type de sol, peut corriger I’insuffisance en matic¢res organiques. Par ailleurs, les

microalgues constituent également un gisement prometteur de molécules d’intérét pour de
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nombreux secteurs d’activit¢é tels que la santé, la pharmacie, la cosmétologie,

I’agroalimentaire et la chimie et les énergies renouvelables.
1.6.1 Applications des microalgues en bioénergie :

Les microalgues se présentent comme une alternative aux énergies d’origine fossile pour
réduire les émissions de gaz a effet de serre (GES) et assurer une indépendance énergétique
[36]. La valorisation de la biomasse algale peut se traduire par la production de bioénergie
sous forme d’¢électricité et/ou de chaleur par combustion directe, ou sous forme de biométhane
aprés méthanisation ou sous forme de biocarburant ou d’hydrogeéne. Cependant, cette
valorisation ne sera concurrentielle qu’avec une forte productivité de biomasse, une
possibilité de récolte mécanique simple et un colt de production plus réduit que les procédés

mettant en ceuvre d’autres types de biomasse [37].

Les microalgues servent & la fabrication de biodiesel, parmi les autres biocarburants de
troisitme génération figure les alcools, comme le bio-propanol, le bio-butanol ou le
bioéthanol, qui, compte tenu du manque d’expérience de leur production, ne devraient pas

étre présents sur le marché des carburants avant 2050 [38].

1.6.1.1 Production de biodiesel :

Le biodiesel est un carburant propre qui peut étre mélangé au diesel fossile, du faitque leurs
propriétés physiques sont similaires et compatibles [39].Le contenu lipidique dans les
microalgues dépend des conditions de culture. Unecarence en nitrate est utilisée pour orienter
le métabolisme vers 1’accumulation delipides, notamment des triacylglycérols (TAG),

intéressants pour la production debiodiesel [40] (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Schéma du principe de production du biodiesel a partir des microalgues.

Les microalgues contiennent une mixture d’acides gras insaturés, notamment 1’acide
palmitoléique, 1’acide oléique, I’acide linoléique et 1’acide linoérique ainsi que des acides gras

saturés, a titre d’exemple, 1’acide palmitique et I’acide stéarique [39].

Les souches microalgales comme Chlorella vulgaris, Spirulinamaxima, Chlamydomonas
reinhardtii, Nannochloropsis sp, Neochloris oleoabundans,Scenedesmus obliquus, Nitzchia
sp., Schizochytrium sp., Chlorella protothecoides,Dunaliella tertiolecta ont été selectionnées
par plusieurs auteurs comme étant lesespéces les plus productives de point de vue lipides,

autrement dit comme meilleures sources pour la production du biodiesel [39].

1.7 Extraction des lipides :

L extraction des lipides (séparation des lipides a partir de la biomasse) est une étape
critique dans la production de biodiesel. L’extraction des lipides des microalgues implique
généralement 1’utilisation de solvants organiques tels que les alcanes (hexane, heptane), les
alcools (méthanol, éthanol, propanol), les solvants chlorés (chloroforme, dichlorométhane), et
solvants alternatifs tels que le CO, super critique, éthers, esters. Le chloroforme et le
méthanol ont éte jugés plus efficaces pour I’extraction des lipides a partir de microorganismes
[40-44]. Les lipides sont extraits et sont convertis en biodiesel par une réaction de
transestérification. Lors de cette réaction, les triglycérides réagissent avec un alcool,
généralement le méthanol, pour former des esters d'acides gras (le biodiésel) et du glycérol
comme sous-produit. En plus du biodiésel, la biomasse résiduelle et le glycérol sont

valorisables afin de diversifier les sources de profits. Le glycérol séché peut servir de
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déshydratant chimique ou encore étre utilisé dans les produits pharmaceutiques et
cosmetiques, ainsi que dans l'industrie chimique. La biomasse résiduelle peut étre convertie

par différents procédés en biocarburants [45].

La technique conventionnelle d'extraction implique la concentration de la biomasse en pate,
son séchage, suivi d'une extraction aux solvants sélectifs, (hexane ou encore le chloroforme,
benzéne, cyclohexane, acétone, etc.). Le solvant organique détruit la cellule et solubilise les
lipides en fonction de son affinité. Le chloroforme a une affinité pour les lipides polaires
(constitués principalement de phospholipides, de stérols et de sphingolipides) et les lipides
neutres (constitués principalement de triglycérides, d'esters, de stérols de cires estérifiés et de
cétones). L'hexane tend plutdt a extraire majoritairement les lipides neutres. L'hexane est
généralement le solvant de choix en raison de son affinité, de son rendement et de son faible
co(t. La combinaison de solvants a une technique de broyage mécanique ou physique permet
également d'augmenter le rendement d’extraction [46]. Les lipides sont séparés du solvant par
un procédé de distillation. Le solvant est récupéré et peut étre réutilisé pour d'autres

extractions [47].
| .8 Définition de la transestérification :

La transestérification est une réaction de triglycérides avec un alcool, en présence ou non
d'un catalyseur (I’hydroxyde de potassium ou I’hydroxyde de sodium pour accélérer la
réaction), pour former des esters d'acide gras (biodiésel) et du glycérol comme sous-produit
[48,49]. Le méthanol et I'éthanol, qui sont les alcools les plus appropriés, forment
respectivement un ester méthylique et un ester éthylique. On utilise habituellement le

méthanol, car il est le moins cher des alcools (Figure 1. 9) [50-52].

CH-0-COR, CH-OH RO-COR,

| Catalyseur |

CHOCOR, + 3ROH ——» CHOH R-O-COR,

| |

CH-0-COR, CH-OH R-O-CO-R,
Iriglycéride Alcool Glycérol Esters d'acides gras

Figure 1.9 : Réaction de transestérification [53].

En termes de proportion, la réaction requiert 3 moles d'alcool par mole de triglycérides
pour produire 3 moles de biodiésel et de glycérol. Comme la réaction est réversible, I'alcool
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doit étre ajouté en exces pour favoriser la formation d'esters d'acide gras, et le ratio est
généralement de 6:1 alcool/huile [54]. La transestérification peut se faire dans des conditions
supercritiques ou subcritiques, assistée par des ultrasons ou des micro-ondes, en présence

d'enzymatique ou de catalyseur acide ou basique [48.50].

Les premieres applications de cette réaction ont eu lieu durant la deuxiéme guerre mondiale
pour fabriquer la glycérine qui était un composant essentiel des matiéres explosives. Les
esters des acides gras sont des liquides dont la viscosité est entre 7 et 11 fois inférieure a ceux
de I’huile mére [55-57], en plus leur point de fusion et leur point trouble sont nettement
inférieurs a celle de ’huile mére [55,56 ]. A c6té de ces caractéristiques, les esters des acides
gras ont des propriétés proches de celles du gasoil tel I’indice de cétane qui est meilleur que
celui du gasoil [58-60], leur point éclair assez élevé assure une sécurité lors de leur
manipulation [59,61 ,62].

On ajoute a ces caractéristiques leur biodégradabilité, leur basse toxicité [58-60 ,63], en
plus leur origine leur offre ’avantage d’étre renouvelables avec un bilan de CO, nul. Toutes
ces caractéristiques les rendent attractives comme des carburants alternatifs pour les moteurs

diesel et on leur donnait le nom de biodiesel.
1.9 Lactosérum :

Le lactosérum, aussi appelé petit lait, est la partie liquide issue de la coagulation du lait. Il
est composé a 94% (V/V) d'eau, 4-5% (m/V) de lactose et 0,5-1% (m/V) de protéineslaitiéres,
de vitamines et de minéraux [64] (Figure 1.10). C'est le principal produitsecondaire obtenu
lors de la fabrication du fromage.

A Pintérieur dece procédé, le filtrat, ou concentré de protéines de lactosérum, peut étre
directementajouté aux fromages et au yaourt afin d’en augmenter la valeur nutritive et la
qualité desproduits, ou encore séché et vendu sous la forme d’une poudre alimentaire. En
effet, lesprotéines de lactosérum (B-lactoglobuline, a-lactalbumine, immunoglobuline,
albuminesérique bovine, lactoferrine, lactoperoxidase et glycomacropeptide) sont des

alimentsfonctionnels et produits de santé reconnus) [65].
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LAIT

.

Pasteunsa.ncn'- Ef:rémage
Standardisation

| LAIT ECREME | | LAIT STANDARDISE |
l l v
FROMAGERIE CASEINERIE CASEINERIE FROMAGERIE
PATES FRAICHES PRESURE ACIDE PATES PRESSEES
PATES MOLLES

k. v r
| FROMAGE CASEINE CASEINE FROMAGE
FRAIS PRESURE ACIDE

k. k.

Lactosérum Lactosérum Lactosérum Lactosérum Doux
Acide de pites Doux de Acide de fromagerie
frafches caséine de caséine

Figure 1.10 : Organigramme de I'obtention des principaux types de lactosérums issus de la
premiére transformation du lait [67].

Cependant, il est a noter qu’aucune stratégie de valorisation du lactosérum n’atteindra cet
objectif sans valoriser le lactose car ce dernier représente plus de 75% des solides dissous du
lactosérum [64].

Le lactosérum est caractérisé par son état physique liquide, son pH: 6 a4 6,5, sa couleur vert
jaunatre, qui est due a la présence de la riboflavine (vitamine B2), sa richesse en lactose, en
protéines solubles, en sels minéraux et en vitamines hydrosolubles et par sa sensibilité a
diverses fermentations [66]. Sa composition varie selon origine [67]. Les variations sont

données par le tableau :
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Tableau 1.6 :La composition de lactosérums

composition g/L
Matiere seche totale 50a65 g/l
Lactose 39a 48 g/l
acide lactique 1a8 g/l
matiére grasse 0.5a 3 g/l
sels minéraux 3a6 g/l
matieres azotées 6a8 o/l

1.9.1 Utilisation du lactose par les microalgues :

Jusqu’a ce jour, les essais de culture de microalgues effectués avec le lactose comme source
de DOC se sont avérés peu concluants [68.69.70.71]. En effet, la présence de lactose dansle
milieu de culture des algues testées ne semble pas stimuler leur croissance comparativement
aux contrbles. Toutefois, certaines especes de microalgues présentent une activité p-
galactosidase [72]. Cette enzyme est responsable duclivage du disaccharide lactose (Figure I.
11) en ses deux constituantes : le glucose et le galactose. La présence d’une telle activité
enzymatique chez ces especes de microalgues mixotrophes leur permet théoriqguement de

pouvoir utiliser le lactose pour leur croissance.

Glucose

Galactose

Figure 1.11 :Structure moléculaire du lactose.

De plus, la présence de lactosérum dans le milieu de culture a déja permis de stimuler
lacroissance des microalgues Anacystis nidulans, Nannochloris sp., Dunaliella tertiolectaet

Euglena gracilis[73,74]. Cette stimulation pourrait étre attribuable al’utilisation du lactose
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et/ou aux autres constituantes du lactosérum. En effet, il arécemment été démontré que I’ajout
d’une poudre de lactosérum brut au milieu de culturepouvait stimuler la croissance de
Chlorella vulgaris [75]. Cette stimulation pourrait étre due a la présence de certains
nutriments tels le phosphore et calcium. Une hydrolyse préalable du lactose a également
permis de stimuler significativement les rendements de biomasse et le taux de croissance de
culture de cette espéce gréce a I’utilisation du glucose et du galactose comme source de DOC

en conditions mésotrophes [75, 76]
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biomasse de 1I’Unité de

Recherche Appliquée en Energies renouvelables (URAER), Ghardaia.

1.1 Matériel biologique :

Le matériel biologique de cette étude est la souche microalgale Chlorella sp. Qui provient
de la collection (algothéque) du laboratoire de Biomasse de 1’Unité de Recherche Appliquée
en Energies Renouvelables UAREAR (Ghardaia). Elle a été isolée en mois de Janvier 2019 a
partir d’un échantillon d’eau prélevé d’un bassin qui appartient aux travaux d’un puits de

forage d’eau situé a Metlili dans la wilaya de Ghardaia

Figure 1. Photographie présentant I'aspect macroscopique de Chlorella sp. sur le milieu

BG 11

11.2 Méthodes :

La souche de Chlorella sp., de couleur jaune, a été isolée sur le milieu de culture a base de

sels minéraux BG11 (tableau 11.1)
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Tableau 11.1 : Composition du milieu BG11

Composants Concentrations dans le milieu
(mg/L [eau distillée])

(NH,),CO (I'urée) 1100
KH,PO4 238

MgSO4, 7H,0 204
C10H160sN2 (EDTA) 40

CaCl, 88

H3BOs 0,832

CuSO4 . 5 H,0 0,946

MnCl; . 4 H,O 3,294

CoSO,4 . 7 H,0O 0,616

ZnS04 . 7 H,0 2,678
(NH,)sMO7024 . 4H,0 0,172
(NH,)VO, 0,0014

Ce milieu convient a toutes les souches de microalgues, principalement, vertes et aux
cyanobactéries. En supposant [’existence, méme en faible concentration, d’espéces
particuliéres, ce milieu est utilisé pour favoriser la prolifération du plus grand nombre
d’espéces possible. En effet, le milieu BG11 favorise la croissance des algues du sol, des

eaux douces, thermales et des eaux mere.

Avant la préparation de milieu BG11, elle est conseillée de préparer des solutions meres

concentrées pour une meilleure utilisation des sels.
11.2.1 Préparation du milieu de culture :

Pour maintenir la souche de Chlorella sp réactive sur son milieu dans des boites de
Pétrie. Le milieu BG 11 est solidifié¢ par de 1’agar a 15% et ajusté le pH a 7 avant autoclavage
avec du NaOH 1N.Par ailleurs, du NaNOg est mis dans le milieu a la place de 1’urée car 1’urée
est thermolabile (instable a des températures élevées). Le milieu préparé est autoclavé a
121°C pendant 15 minutes pour assurer sa stérilisation. Apres autoclavage, le milieu est

écoulé dans des boites de Pétri puis laissé a refroidir au niveau de la hotte
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11.2.3 Culture hétérotrophe de Chlorella sp :

Les techniques de culture des microalgues exigent beaucoup de soins. Le travail doit
s’effectuer dans une zone stérile (lahotte a flux laminaire) a proximité du bec Benzene la
flamme crée autour d’elle une sphere stérile grace a la chaleur qu’elle dégage (20cm de

diametre). Il est alors possible de travailler en conditions stériles dans cette sphére.

11.2.3.2 Préparation des préculture (culture mere) :

Afin de faire I’inoculation a partir des échantillons de microalgues contenus dans des boites
de Pétri. Une préculture, phase d’adaptation de la souche et de sa multiplication, a été réalisée
comme suit : selon Ghobrini [1], pour réussir une préculture, une quantité de 10° cellules/ ml
de la souche doit étre inoculée dans 250 ml de milieu. A cet effet, la souche de Chlorella sp
en culture en milieu solide, a été inoculée & hauteur de 10°cellules/ml dans 250 ml du milieu
BG11, additionné de 10 g/l de glucose et cela au niveau de la hotte pour éviter toute
contamination bactérienne. Dans cette opération deux Erlenmeyers de 500 ml ont été utilises.
Ces derniers sont hermétiquement scellés avec des bouchons en papier. Le pH est ajusté a 7
avant autoclavage (110 °C, 15 min)[2].En outre, les précultures sont incubées sur un agitateur
orbital type (Wisd SHO-2D) a 150 tr/min et sont maintenues a 1’obscurité a une température
de (30 = 2) °C (Figure II. 2).

Figure 11.2 : Preéparation des précultures.
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1.4 Préparation du lactosérum pour la culture algale :

Le lactosérum utilisé est de type acide pH=5,2. Il est collecté au niveau d'une usine de
production de lait locale Elalouani de la région de Ghardara . Le lactoserum conservé dans
un réfrigérateur a 4°C. Pour son utilisation et pour une productivité de la souche sélectionnée,

le pH du milieu a été ajusté a 7,4 par du NaOH 5M.

11.4.1 Traitement du lactosérum :

Avant son utilisation, le lactosérum collecté doit suivi une batterie de traitement, afin de le
rendre utilisable par la souche de Chlorella sp. Localement isolée. A cet effet, le lactosérum

sera préparé comme décrit par comme suit (Figure 11.3) :

- L’effluent estautoclave a 110°C pendant 15 minutes puis filtré a travers un tissu pour
séparer la matiére solide du liquide.

- Apres un repos de 24 dans un réfrigérateur, le pH de I’effluents est élevé a 7.4 avec du
NaOH (5M). Ensuite, il est chauffé a 80 °C pendant 10 min sous agitation magnétique.

- Le lactoserum est autoclavé a 110 °C pendant 15 minutes, puis il est filtré une
deuxieme fois.

- Enfin, le lactosérum obtenu, de couleur jaune clair, est conservé au réfrigérateur a (4

°C) avant son utilisation.
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Produit final

Figure 11.3 : Les étapes de traitement du lactosérum

11.4.2 Méthode de Parametres chimique :
La méthode de quelque exemple comment manipulés et calculer:

Azote ammoniacal selon le norme : unité : mg/l NH4:

La présence d'azote ammoniacal (NH4) dans une eau traduit un processus de dégradation
incomplete de la matiere organique. Une premiére méthode de détermination se fait par la
mise en oeuvre d'une réaction colorée et d'un dosage en spectrophotométrie d'absorption
moléculaire. Elle permet de doser des concentrations faibles pour les eaux de consommation

et les eaux de riviéres.

Une deuxiéme méthode de dosage permet de doser des concentrations plus importantes

notamment dans les eaux industrielles ou résiduaires en mettant en oeuvre un dosage
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volumeétrique apres entrainement a la vapeur en milieu basique. L'analyse se poursuit par un

dosage titrimétrie avec un acide titré.

-Manipulation:

Dans une fiole jaugée de 50 ml , 40 ml de I’échantillon + 4 ml réactif colore + réactif +
sdut de Dichlooisoaydnerdte de sodium elle 40 min 1 h apres donne le melonge

dans la Appareil spectromitrque le nombre maximum 0.5 mg/IDichlooisoaydnerdte.

Phosphates:

-Manipulation:

Pour doser les phosphates, on a utilisé le réactif des phosphates. Celui-ci est un mélange de
thiosulfate de potassium (K2S208), d’acide ascorbique et de I’oxyde de molybdéne. Comme
le phosphate existe sous plusieurs formes, celle qui est organique doit étre préalablement
minéralisée. Les ions phosphates réagissent avec 1’oxyde de molybdeéne pour donner un
complexe phosphomolybdique jaune qui réagira a son tour avec 1’acide ascorbique en donnant
les especes de molybdene colorées en bleu et dosées par colorimétrie. Ainsi on observe les

réactions ci-apres :

Conversion des différentes formes du phosphore :
Na,P,0O; + 2H,S0O4 + H,0O ------ 2H3PO,4 + 4Na+ + 2502_4

a]
R O ||:u o + KJSJGS - H:SG; —— H3P04 o lK_ L 3502-44'

| divers fragments organiques
e}

H

(R et R sont les groupement organiques)

Formation du complexe phosphomolybdique:

HPO™ + 12 MOO;  ~cmmemmemmecmee [H2PM012040]-

Formation des espéces du molybdéne:

[H2PMo01,040]- + Acide L — (+) — ascorbique ------ espéces du molybdéne
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11.5 Culture de la souche localement isolée Chlorella sp :

La souche Chlorella sp. a été cultivée, en hétérotrophie, dans deux types de milieux a
savoir le BG11 et différentes combinaisons du lactosérum (Tableau 11.2). Tous les milieux ont

été initialement supplémentés de 10 g/L de glucose et le pH est ajuté a 7.

Les cultures ont éeté realisees dans des erlenmeyers, scellés par des bouchons en papier et
autoclavé a une température de 110°C pendant 15minutes. Une fois les milieux autoclavés ,
sont inoculés, puis les erlenmeyers sont placés sur 1’agitateur orbitale a (150 tr/min ; 30°C)a
I’obscurité pendant 5 jours. Pour cette phase chaque milieu de culture contient un volume
d'inoculum de 10% (v/v) [2]. Les cultures ont été réalisées en doubles, lancées simultanément,

une répétition pour chaque condition (Figure 11 .4).

Figure 11.4 : La culture de Chlorella sp. dans differents milieux de culture testé
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Tableau 11.2 :Milieux utiliseés pour I'étude de la cinétique de croissance de Chlorella sp.

Erlenmeyers | Milieux de culture Supplément

z = KH2PO4(1 g/L)
DW1 Lactoserum - Glucose (10 g/L)

. - MgS0,(0.50 g/L),
DW?2 Lactosérum - Glucose (10 g/L)
DW3 Lactosérum - Glucose (10 g/L)
MB BG11 - Glucose (10 g/L)

11.6 Cinétique de croissance de Chlorella sp :

Des prélevements réguliers sont effectués quotidiennement sur les cultures afin de
déterminer la courbe de croissance de la souche isolée au niveau des différents milieux testés.
Et selon Ghobrini et al [3]. L’étude de la cinétique de croissance par la méthode
gravimétrique consiste a prélever 2 ml de milieu de chaque culture et a différents temps. Les
volumes recueillis sont mis dans des Eppendorf de 2 ml pré-pesés et séchés 24 h a 105°. Les
Eppendorf sont centrifugés pendant 10 minutes a 140000 tr/min. Le surnagent est récupéré
pour I’analyse de 1’évolution du taux de glucose. Le culot est lavé avec de I'eau distillée,
mélangé dans un agitateur vortex, il subit une deuxiéme centrifugation dans les mémes
conditions. L'opération a été réaliséetrois fois pour chaque mesure .Apres 24h de séchage les

Eppendorf est pesés et la biomasse est déterminée.
11.7. Mesure du taux de glucose :

Le suivie du taux de glucose, dans les différentes cultures, est effectué en parallele avec la
cinétique de croissance. Ainsi, pour la détermination de la concentration de glucose au niveau
des milieux de culture lors des différents prélevements, nous avons utilisé un refractometre
électronique model (ATAGO PAL- 79S)

Pour une meilleure appréciation des résultats, nous avons tracé une gamme étalon de la
variation de la concentration du glucose a I’aide de témoins préparés a cet effet. La valeur
affichée par le réfractomeétre a été appliqué au niveau de la courbe étalon pour avoir un repére
sur I’évolution de la concentration du sucre au niveau des milieux a base de lactosérum et

synthétique.
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1.8 Récolte, extraction et transestérification :

11.8.1. Récolte :

Une fois les cultures effectuées, la biomasse algale a été récoltée. Le but de cette étape est
de récupérer le maximum de biomasse afin de réaliser par la suite une extraction des lipides
pour les quantifier et les transestérifier. La récolte est basée sur la méthode de Shen et
collaborateur publiée en 2009. cette est effectuée pour toutes les expériences par
centrifugation (15 min, 6000 tr/min). Au total, deux centrifugations réalisées. La premiere

centrifugation permet de séparer la biomasse de son milieu de culture.

La deuxiéme centrifugation permet le rincage (éliminer au maximum les traces du milieu
de culture) de la biomasse par l'ajout d'eau distillée. Apres 1’étape de centrifugation, la

biomasse algale humide a été récupérée (Figure 11.5).

Figure 11.5 : Récolté la biomasse des algale.

11.8.2. Extraction :

La méthode de Bligh et Dyer [4]. est utilisée pour déterminer la teneur en lipides a partir de
la biomasse de Chlorella sp. Il s’agit d’une méthode d’extraction aux solvants (chloroforme,

méthanol et eau).
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Dans le cas des microalgues qui possédent genéralement des teneurs en lipides supérieures
a 10 %, la méthode de Bligh et Dyer entraine souvent une sous-estimation de la teneur. La
modification apportée consiste a augmenter le ratio solvants / Biomasse et permet de
récupérer davantage de lipides (rendement d’extraction supérieur a 95 %) contenus dans un

échantillon donné.

Ainsi, basé sur le protocole de Bligh and Dyer légérement de petite modifié par Ghobrini ,

I’extraction est réalisée comme suit (Figure 11.6):

I 0.2-0.5 g de biomasse

(2mm) de Petites
billes de 1mm @

13 mL du MeOH

Tube 15 mL

Pendant 2min

Vortex

30 mL de Chloroforme |

Pendant Smin

Tube 50mL

Agitation orbitale pendant 24H

Figure 11.6 : Organigramme d’extraction des lipides a partir de biomasse microalgale.

La masse algale humide a été récupérée dans les tubes de 15 ml avec méthanol. Apres
homogénéisation, le mélange est transféré dans des tubes a essai. Ce dernier contient des
billes de 1 mm de diamétre et du chloroforme. Les tubes sont placés sur un agitateur orbital
pendant 24H (Figure 11. 7).
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(A) (B)

Figure 11.7 : Premiéeres étapes d’extraction des lipides par la voie humide

Par la suite, les tubes sont centrifugés (5 min, 6000 tr/min) et les surnageants sont filtrés a
I'aide de papier Wattman. Récupérés filtra la phase organique dans des béchers pré-pesés, (la

phase organique ) est laissée s’évaporer dans une étuve a 40 °C pendent 24h (Figure 11.8).
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(A) (B)

Figure 11. 8 : Deuxiemes étapes d’extraction des lipides par la voie humide.

Afin de déterminer le poids des lipides totaux contenus dans la biomasse algale au niveau
des différents milieux testés, nous avons procédé au calcul du poids des béchers vides et avec
I’extrait lipidique sec apres évaporation des solvants. La teneur en lipides exprimée en (g) est
donnée (annexe 2). Ainsi, la teneur en lipide est donnée (annexe 2).

11.8.3Transestérification acide des lipides et production de biodiesel :

Les échantillons de lipides ont convertis en esters méthyliques d'acides gras (FAME) selon
la méthode de [5]. Et petite modification par Ghobrini. Ainsi, pour former des esters
méthyliques d’acides gras, un mélange de lipides — méthanol acidifié par environ 4 % d’acide
sulfurique a été mis sous agitation dans une ampoule a décanté a 50 °C pendant 2 heures A la
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fin de la réaction, la solution est transférée dans une ampoule & décanter contenant 20ml
d’hexane. Apres agitation et séparation du glycérol et du biodiesel, ce dernier est transféré
dans une ampoule a décanter et est lavé avec 10 ml d’eau déminéraliser afin de neutraliser
I’acide et d’éliminer le méthanol en excés. La séparation des phases organique (biodiesel) et

aqueuse se fait a température ambiante (Figure 1l. 9).

(A) (B) ©

Figure 11.9 : Transestérification pour production de biodiesel.

Le rendement de la réaction est calculé selon la formule dans I’annexe 2.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. Analyse de lactosérum

Le tableau 111.1 montre les résultats des analyses physico-chimiques de 1’effluent laitier
réalisé a I’ADE. Il ressort aprés analyse des données, que le lactosérum est acide (pH = 5.87)
avec présence d’ions polluants.

Tableaux I11. 1. Résultat des analyses du lactosérum

Parametres physiques Concentration
Effluent laitier

Turbidité (NTU) 68.5
Conductivité (uS/cm) 13350
Salinité 9.3
Température °C 17.2
Ph 5.87
TDS (mg/l) 268
Parameétres chimique
ca®* (mg/l) 0
Mg** (mg/I) 65.124
S04 (mg/l) 323.9
Na* (mg/l) 2833.33
K* (mg/l) 1722.22

I11.2 Résultat de taux du glucose :

A D’aide du Réfractométre nous avons obtenu des résultats qui nous permettent de tracer la
courbe d’étalon (Tableau 111.2) dans 1’annexe 2, et (Figure 111.1).Cela nous a permis d’avoir la
concentration en sucres au niveau du lactosérum mais aussi au niveau des milieux de culture

utilisés afin de suivre les variations des taux des glucides.
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v =0,03334x
Gamme étalon RZ=1
0.9

0.8
0.7
0.6
0.5
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indice de refraction ( %)
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0
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Figure I111.1 : Courbe d'étalonnage pour la détermination de taux du glucose (g/L).

Le réfractometre électronique nous indique des chiffres décimaux, pour lesquels chaque 0.1

d’indice de réfraction correspond 3 unités de glucose .

111.3 Développement de la souche de Chlorella sp. Surles différents milieux
testés :

La méthode gravimétrique est utilisée, pour étudier la cinétique de croissance de la souche
Chlorella sp.

111.3.1 Résultats de la préculture (culture mere) :

L’objectif de ce test est de multiplier la souche de Chlorella sp. localement isolée avant de
procéder a la culture au niveau des différents milieux utilisés. Cela rendra plus facile le

développement de la souche citée ci-dessous.

La préculture en condition hétérotrophe a duré 5 jours, durant lesquelles aucune

contamination n’a été rapportée au niveau des deux répétitions (Figure 111.2)
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(B)

Figure 111.2 : Preculture de Chlorella sp.

111.3.2 Etude de la culture de souche jaune de Chlorella sp. localement isolée

La culture hétérotrophe est réalisée en mode batch au niveau de quatre milieux dont trois
sont a base d’effluents laitiers et un milieu synthétique le BG11. Les milieux ont été
supplémentés de 10 g/l de glucose (voire les conditions de culture au niveau des matériels et
méthodes). Les culture sont été effectués sur une période de 4 jours et les résultats ( Figue
111.3)

Figure I11.3 : Culture de la souche Chlorellasp. sur l'agitateur orbital dans les milieux testés.
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Figue 111.4 :Changement de la couleur des milieux a la fin de I'expérience
(Apres 4 jours de culture).

La figure (111. 5) renseigne sur les courbes de croissance de Chlorella sp. tracés pour les
différents milieux de cultures testés en fonction de temps.

2,5 —o—DW1
—o—DW2
——DW3
2 —o—MB
35
R
2
v
£
21
==}
0,5
0
0 20 40 60 80 100
Temps (h)

Figure 111.5 : Evolution de la concentration en biomasse dans les différents milieux étudiés.
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Au cours de cette étude, nous que la souche de Chlorella sp. peut se développer avec
succes au niveau du lactosérum. De méme, les résultats obtenus en présence du lactosérum
seul (DW3) ont été supérieurs comparativement au développement de la souche sur le milieu
BG11(BM) (2 g/L). A cet effet, I’addition de source de phosphore et de magnésium au milieu
a base d’effluent laitier (DW1 et DW2) n’a pas augmentéla concentration en biomasse finale,
mais les résultats restent comparables aux résultats obtenus sur le milieu BG11. Ainsi, apres 4
jours de culture, nous avons atteint la phase stationnaire avec une concentration de l'ordre de
2.275 g¢g/L au niveau du lactosérum seul, alors que, I’addition de phosphore (P) et de
magnésium (Mg) ont induit 2.25 et 2 g/L, respectivement. Tandis qu’au niveau du milieu
BG11 la biomasse avoisine les 2g/L. Cela signifie que I'ajout des deux sels n’influe pas

positivement sur la production de biomasse.

Selon GHOBRINI et al [1].I’addition de sels au niveau des milieux a base d’effluents laitiers
n’est pas indispensable pour un bon rendement des cultures. Ainsi, pour une meilleure
utilisation du lactosérum comme support de culture de simple dilution des milieux avec

I’ajout de I’cau distillée pourrait faire augmenter la production de biomasse.

Toutefois, la composition des milieux a base de lactoserum dépond essentiellement des
procédés de production. En effet, les sels minéraux comme I’azote, le phosphore et le
magnésium participent de maniére directe et/ou indirecte dans le développement cellulaire

comme par exemple dans [2]:
- La fabrication des chaines d’ADN ;
- La formation des protéines (acides amines) ;
- Ladivision cellulaire
- Laproduction d’ATP

Les résultats obtenus, sont inférieurs a ceux obtenus par GHOBRINI et al [1] sur le méme
milieu avec Chlorella vulgaris ou le taux de production de la biomasse sur les effluents

laitiers sans addition de source minérale était 5g/L dans les mémes conditions de culture.

La comparaison de nos résultats avec d’autres auteurs qui utilisent le lactosérum comme
milieu de culture permet de faire ressortir ce qui suit : GANA et al [3]. Ont travaillé sur la
valorisation du lactosérum par la production de levures lactiques avec les procédés de
fermentation discontinue et continue, ils ont testé la croissance des levures isolées sur un
milieu YPLS. Ils ont obtenu une trés bonne croissance de Kluyveromyces fragilis. La

biomasse produite est de 11 g/L, la totalité du lactose est consommée au bout de 10 heures, le
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taux de croissance atteint 0,35 h™, ainsi, le rendement final est égal & 55 %. Selon les travaux
de plusieurs auteurs [4]. cette levure se présente comme le microorganisme le plus adapté a la
production de biomasse. Le milieu utilisé (YPLS) contient comme source de carbone, le
lactose a raison de 2 %, de I’extrait de levure a 0,1 % et 2 % de peptone. En second lieu, ils
ont utilisé un milieu & base de lactosérum doux. Ce dernier subit une déprotéinisation par
chauffage ajusté a 20 g/L de lactose. BOYAVAL et al [5].0Ont travaillé sur la production
d’acide lactique a partir de perméat de lactosérum par fermentation continue en réacteur a
membrane (ultrafiltration), ils ont obtenu un faible taux de croissance pour la biomasse (de
I'ordre de 1 g/kg), ce résultat a été confirmé par la suite lors d'un essai en milieu plus
concentré (14g/kg).

111.3.3 Evolution des sucres :

L’évolution de la teneur en sucre est donnée en unités de (brix) suite a la détermination par
le réfractomeétre, car les valeurs obtenues ne peuvent pas étre transposées en g/L par
I’utilisation de la courbe étalon. En effet, les valeurs du réfractometre correspondaient a

2et/ou3 g/L de glucose.

A travers la courbe obtenue, nous remarquons que la concentration en sucre dans les trois
milieux diminue progressivement au cours de 1’expérience (figure Ill. 6). Cependant, cette
diminution est plus rapide dans le milieu BG11 par rapport aux autres milieux. De plus, les
taux des sucres résiduels a la fin de I’expérience n’atteignent jamais 0, d’ailleurs il se stabilise

a 0,3 pour le milieu BG11 comme valeur minimale.
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Figure I11. 6 : Variation de la concentration en glucose en fonction du temps.
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Les résultats montrent que pour le BG11 le taux du sucre se stabilise a 0,2 %, alors que
pour le lactosérum, le taux du sucre s’arréte a 3% ce qui signifie que le lactosérum contient
aussi des sucres qui sont majoritairement complexes, principalement du lactose (voir la
composition du lactosérum). De ce fait, les cellules de Chlorella sp.ne consomment que les
sucres simples comme le glucose, une grande quantité de sucre reste dans le milieu. A cet
égard, il serait préférable d'hydrolyser les sucres présents au niveau du lactosérum et de s'en
servir comme matiere organique assimilable par les chlorelles afin de se passer de I'ajout du

glucose dans le milieu et ainsi réduire les codts de production [6].
111.3.4 Calcule la productivité :

La productivité en biomasse de Chlorella sp. est calculée dans les différents milieux testés.
Un exemple de calcul est donné dans 1’annexe 2 pour le milieu DW1 et les résultats sur les

autres milieux sont donnes dans la (figure 1l1. 7)

productivites Productivites (g/1-h)
0,025 (@/L.h)
0,0217 0,022
_ 0.019
0.02 ' 0,018
0,015 -
0,01 -
0,005 -
0 .
DW1 DW2 DW3 MHEMilieux

Figure 111.7 :  Les productivités enregistrées dans différents milieux testés.

A partir des résultats obtenus, il est clair que le lactosérum seul est le milieu le plus
productif. En effet, comme pour la concentration en biomasse I’addition des sels au
lactosérum n’a pas induit une productivité élevée. Par ailleurs, le milieu BG11 est le milieu

qui a induit la plus faible productivité. A cet effet, nous pouvons présenter le milieu DW3
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comme étant une alternative pouvant remplacer les milieux traditionnels de synthese pour la
culture de la souche de Chlorella sp.localement isolée. Ceci confirme les résultats obtenus par
plusieurs chercheurs notamment ceux de GHOBRINI et al [1].ou les milieux de synthése se

sont avéres moins compétitifs que les résidus de I'industrie laitiere.

111.3.5. Taux de croissance spécifique :

Selon GHOBRINI et al [6], le taux de croissance spécifique chezChlorellaspest calculé au

niveau des différents milieux testés en fonction de 1’équation (2)

T

Cmax
Equation (2) :u(h™) =1n <%) .................. Equ(2)

intial
Un exemple de calcul est donné dans 1’annexe 2 pour le milieu DW1 et les résultats sur les

autres milieux sont donneés dans la( figure8).

2.25

Exempel 2): p(h™) =In (g) =0.0262(h7Y)

Tauxdec.spu
(h)

00262

0,0265 0,0262 0,0263

Taux de croissance spécifique(p-1)

0,026 -

0,0255 -
0,025

0,025 -
0,0244

0,0245 -

0,024 -

0,0235 -

0,023 -

DW1 DW2 DW3 Mq\/lilieux

Figure 111.8 ; Taux de croissance spécifique dans différents milieux de culture testés.

I11.4. Extraction des lipides :

L'extraction est réalisée selon le protocole de Bligh et Dyer [8] et modifié par GHOBRINI

et al 1]. Comme décrit dans les matériels et méthodes.
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Une analyse de la teneur en lipides totaux est effectuée, afin de déterminer I’impact des
différentes conditions de culture sur ces derniéres. Le (tableau I11.3) présente les milieux de
culture utilisés ayant servi pour 1’extraction des lipides avec la masse et la proportion de ces

derniers par rapport a la biomasse algale utilisée pour chaque milieu étudié.

Un exemple de calcul est donné ci-dessous pour le milieu DW1 et les résultats sur les

autres milieux sont donnés dans le tableau 5.

Pour calculer la proportion des lipides de chaque milieu, nous avons utilisé formule suivante :

Teneur% = % X100.....cccceieiinis Equ(3)
_0.0209

Teneur % (DW1) = T

X 100 = 8.36%

Tableau I11. 3 : Résultats de la teneur en lipides totaux extraits au niveau des différents
milieux.
Milieux DW1 DW2 DW3
m (lipide)(g) 00209 | 00477 @ 0.0317
Biomasse algale sec (g) 0.25 0.25 0.25
Proportion(%) 8.36 19.08 12.68

Les résultats montrent que la quantité des lipides extraite est importante dans le cas de
culture sur le milieu de lactosérum additionné de magnésium (DW2), cela veut dire que
I’ajout du Mg a fait augmenter la quantité de lipide dans ces cultures. Tandis que pour les
cultures sur le milieu (DW1) additionné de phosphore (P), la quantité de lipides extraite dans
les mémes conditions de travail est moyennement faible par rapport a ceux obtenus sur les
milieux DW2 et DW3.  Toutefois, les résultats que nous avons obtenus sont
proportionnellement faibles par rapport a la quantité de biomasse produite. L’ utilisation des
billes et le méthanol dans ce procédé n’ont pas été efficace pour faire casser les parois et faire
perforer la membrane et faire sortir le maximum de lipides dans nos conditions de biomasse
humide. Méme avec l'addition du chloroforme qui d’ordinaire former un complexe avec les

lipides et facilités leur extraction.
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I11.5. Transestérification pour produire le biodiesel :

A partir des résultats du Tableau (I11.3), la somme de la quantité des lipides produits au
cours de cette étude nous donne : 0.1003g.

- Lateneur en lipides est calculée dans I’annexe 2 :

- Le rendement de la réaction de transestérification est calculé selon la formule suivante :

R% = (72) X 100.................. Equ(5)[11].

h

my,: masse du biodiesel

my, : masse d'huile = la somme de toute les masses d'huile obtenues aprés extraction sur tous

les milieux

R% = ( 0.059 ) x 100 = 58.82%
°~\0.1003 T OnRen

Figure 111.9 : Aspect de biodiesel.

Les résultats obtenus montrent que 58% des huiles se sont convertis en biodiesel cela veut
dire que seuls 58 % de lipides étaient convertibles en biodiesel, les autres lipides ne sont pas
des type triglycérides (TAG).
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La culture de ces microalgues pour produire de I'énergie présente un avenir prometteur afin de
répondre aux différents problemes liés aux énergies fossiles. Cependant, le frein majeur de
cette génération de biocarburant est son codt. Ainsi, les « algocarburants » ne sont pas encore

assez compétitifs pour rivaliser avec les carburants traditionnels.

Dans cette optique, I‘objectif général du présent travail est de produire du biodiesel algal a
partir de culture de souche de Chlorella sp. localement isolée sur les effluents laitiers. Les

données obtenues ont été évalués aux cultures sur un milieu synthétique BG11.

Les résultats ont montré que l'utilisation du lactosérum peut remplacer l'usage d'un milieu de
synthese comme le BG11 pour la culture de la souche de chlorelle localement isolée. En effet,
I'utilisation du lactosérum seul (DW3) dans nos conditions a permis 1’obtention, apres 4 jours
de culture, une concentration en biomasse de l'ordre de 2.275 g/L, alors que, 1’addition de
phosphore (P) et de magnésium (Mg) ont induit 2.25 et 2 g/L, respectivement, sur les milieux
(DW1) et (DW?2). Tandis qu’au niveau du milieu BG11 la biomasse avoisine les 2 g/L.

Par ailleurs, les résultats montrent que la teneur en lipides extraite est importante dans le cas
de culture sur le milieu a base de lactosérum additionné de magnésium (DW2) (T= 19.08 %).
Tandis que pour les cultures sur le milieu (DW1) additionné de phosphore (P), la teneur de
lipides extraite (8.36 %) dans les mémes conditions de travail était moyennement faible par
rapport a celle obtenue sur les milieux DW2 et DW3(12.68%).

En outre, les résultats du rendement en biodiesel obtenus lors de ce travail montrent que 58%
des huiles se sont convertis en biodiesel cela veut dire que seuls 58 % de lipides extraits de la

souche Chlorella sp.étaient convertibles en biodiesel.
Le travail effectué ouvre des perspectives multiples:

- L’utilisation de 'HPLC qui facilitera la détermination du taux et du type de sucres
présents au niveau du lactosérum, et cela, pour une meilleure utilisation de ses sucres.
- La CPG-SM permettra de déterminer le type d’acides gras présents au niveau de la

souche microalgue pour faciliter I'aspect application de biodiésel.
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Annexe 1:

Tableau 2: Résultats de la courbe d’étalonnage.

Taux du glucose

Indice de réfraction

0 0
3 0,1
6 0,2
9 0,3
12 0,4
15 0,5
18 0,6
21 0,7
24 0,8
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Annexe 2 :

Biomasse(g)=Poids de 'Eppendorf contenant la biomasse algale - Poids de 'Eppendorf vide

Poids de lipide (g) = Poids du bécher contenant I’extrait — Poids du bécher vide

Equation (1): Teneur % = ("1/m) x 100 ..... Equ(1).
Avec : m : biomasse ; m;,: masse d'huile.

R% = ("°/m, ) X 100 ..... Equ(2) ; Avec : my,: masse du biodiesel ; my,: masse d'huile
H D — (Cmax —Cinital) »
Equation (1):P = T T 5o Equ(1)[7]
Exemple (1) :
_ (2.25-0.1875)
P="95-0)

Poids lipide (g) = Poids du bécher contenant 1’extrait (I'huile) - Poids

Equation (4): Teneur% = (%) X100 oo Equ(4)

0.1003
0.75

Exemple (4): Teneur% = x 100 = 13.37%

- my: masse de I'huile (g) = Poids du bécher contenant 1’extrait (I'huile) - Poids du bécher
vide.

m: biomasse algale utilisé pour I'extraction.
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