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Introduction générale

Les combustibles d’origine fossiles représentent actuellement la principale source
énergétique utilisée dans le monde pour combler les besoins des populations en énergie [1]. Fait
en sorte que ses réserves risquent de diminuer dans un futur proche. Ainsi, la dépendance des
pays consommateurs vis- a-vis des pays producteurs ne fera que s’accentuer [2]. Le secteur des
transports demeure celui le plus problématique étant donné I’absence, actuellement, de moyens
permettant de remplacer efficacement le pétrole.

Les impacts environnementaux reliés a leur utilisation sont nombreux et en lien direct avec
la problématique des changements climatiques et I’émission des gaz a effet de serre (GES) [1],
dont le dioxyde de carbone (CO,), gaz lié¢ aux changements climatiques.

Ces facteurs ainsi que I’instabilité des cours du pétrole ont incité les politiques et par
conséquent les chercheurs a trouver, de fagon urgente, des sources alternatives au pétrole. Les
principales alternatives au pétrole pour les transports sont liées a I’électricité, aux gaz ou aux
biocarburants. Ces derniers issus de la biomasse, ils sont classés en trois générations. La
troisieme génération tente de s'affranchir du sol via I’utilisation de micro- organismes qui sont
les microalgues. Déja utilisées dans I’alimentaire, les cosmétiques et les fertilisants.

Les microalgues sont des micro-organismes photosynthétiques qui convertissent la lumiére
du soleil, I’eau ainsi que le dioxyde de carbone en biomasse algale. De nombreuses espéces de
microalgues sont extrémement riches en huile; les technologies actuelles permettent de
transformer cette huile en biodiesel [3].

Chlorellavulgaris est une microalgue verte qui a la capacité de produire des composés
ayant un potentiel énergétique comme les lipides (source de biodiesel). En effet, par sa division
cellulaire rapide (temps de duplication d’environs 8h) et son pouvoir a accumuler des lipides
jusqu’a 32 % de son poids sec, cette microalgue attire I’attention de plusieurs laboratoires dans le
monde au point de devenir une espéce modele [4].

Selon les experts, le principal obstacle aux biocarburants de troisieme génération est le
colt. En fait, le "algocarburants" n'est pas assez compétitif pour concurrencer les carburants
conventionnels. Cependant, de nombreuses recherches sont en cours dans lindustrie pour
remédier a cette lacune et trouver des moyens de réduire le colt de la culture des algues.

En Algérie, 13 860 tonnes de lactosérum sont produites annuellement. C'est le principal
sous-produit obtenu lors de la fabrication du fromage. Cela en fait un environnement riche en
nutriments. Ce sous-produit est l'une des émissions industrielles les plus polluantes de l'industrie
laitiere. En effet, rejeter le lactosérum directement dans les cours d'eau (rivieres, riviéres, etc.)
réduit les niveaux d'oxygene dissous, problémes d'eutrophisation et de toxicité qui altérent les

propriétés physico-chimiques des écosystémes aquatiques [5].
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Dans ce contexte, l'objectif de notre travail est de démontrer l'intérét des microalgues
comme alternative aux énergies fossiles en évaluant et en utilisant le lactosérum comme milieu
de culture des microalgues natives Chlorellavulgaris.

Ce mémoire s’articule sur les chapitres suivants :

e Chapitre 1 : Synthése bibliographique
Dans ce chapitre, nous donnons un apercu sur les combustibles fossiles ainsi que l'intérét
pour les différentes sources d'énergie alternatives.

e Chapitre 2 : Matériels et méthodes
Ce chapitre traite la description des matériaux et les méthodes expérimentales qui ont
rendu cette étude pratique.

e Chapitre 3 : Résultats et discussions
Nous présentons dans le troisieme chapitre les différents résultats expérimentaux trouvés
lors de la réalisation de ce travail.

Enfin, nous cléturons ce travail par une conclusion générale et quelques perspectives pour

sa poursuite.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

1.1 Généralités sur les biocarburants

1.1.1 Biomasse, une source d'énergie alternative aux ressources fossiles

Les énergies fossiles (charbon, pétrole et gaz) occupent une place prédominante dans notre
quotidien. Elles sont utilisées notamment pour les transports, la production d’électricité ou
encore le chauffage. Si actuellement, elles ont un réle essentiel dans nos usages, elles sont aussi a
I’origine des émissions de CO,. Les énergies fossiles représentent aujourd’hui plus des trois
quarts de la consommation mondiale d’énergie primaire (80%) dans les transports, I’industrie et
I’habitat (Figure 1.1) [6].

Autres renouvelables *
Hydraulique

Nucléaire

Charbon

Gaz

Pétrole

Figure 1.1 : Mix énergétique mondiale [6]

A I’heure ol le réchauffement climatique constitue une problématique environnementale
inévitable, la question de I'utilisation des énergies fossiles revient fortement sur la table. La
revue scientifique « Environnement research » a publié une étude en 2018. Des chercheurs ont
estimé que La pollution de I’air provoquée par les énergies fossiles a été responsable de plus de 8
millions de morts prématurées en 2018, soit 20% des adultes décédés dans le monde.

Face a ces différents enjeux énergétiques, économiques et écologiques, de nouvelles
technologies renouvelables et non génératrices de gaz a effet de serre sont recherchées. Les
biocarburants issus de la biomasse peuvent remplacer les carburants fossiles, et ils sont divisés
en trois générations.

> La premiere génération utilisait des cultures traditionnellement utilisées comme
nourriture comme sources de biomasse, comme le mais, la canne a sucre et méme les

céréales.
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> Le substrat de départ pour la deuxieme génération est la biomasse lignocellulosique,
comme les résidus forestiers ou agricoles.
> Latroisiéme génération essaie de se libérer du sol en utilisant de micro-organismes.

Le tableau 1.1 regroupe ces biocarburants selon leurs générations.

Tableau 1.1 : Classification des biocarburants

Source Avantage Inconvénient
: o . P . - Réduire la production
1°7 Fabriqué avec des produits - Réduction du rejet de aIimenFt)aire
alimentaires (mais, betterave, CO;, par rapport aux
Génération Iza combustibles fossiles , .
colza) - La déforestation
- Les substrats
: Lo N nécessitent de faire
2°me Fabriqué avec des composants - Déja une solution a ousser des plantes ou
ligno-cellulosique (bois, certains cOtés négatifs de d?utiliser des ?Jéchets ce
Génération feuilles, pailles...etc. la 1°° génération . ’
P ) g qui concurrence les
cultures alimentaires
geme - Production des lipides
Fabriqué avec des micro- beaucoup plus - Le codt de procédé
Génération organismes (microalgues) efficacement que les d’extraction
générations précédentes

Nous nous intéressons ici a la 3éme génération de biocarburants et plus particulierement
aux micro-algues, Tel que discuté précédemment les biocarburants de premiére génération ont
un potentiel limité a remplacer les carburants d’origine fossile utilisés dans le transport.
Cependant, depuis quelques années, les recherches ont permis des avancées dans de nouveaux
domaines, tel celui de la production de biodiesel a partir des micro-algues. Il semblerait
d’ailleurs qu’il s’agisse du seul biocarburant permettant éventuellement de complétement
remplacer le diesel, et ce, sans affecter les ressources alimentaires, la consommation d’eau et la
détérioration des sols cultivables [7]. En effet, les microalgues possédent plusieurs avantages
dont I'importante capacité de production de biomasse par hectare, la fréquence de récolte trés
importante, la diminution de I'utilisation d’eau potable ainsi que celle d’émission de gaz a effet
de serre.

Les microalgues et les cyanobactéries sont des organismes photosynthétiques qui utilisent
la lumiere du soleil comme source d’énergie pour fixer le dioxyde de carbone. Les lipides
accumulés par les micro-algues, pouvant atteindre jusqu’a 80 % de leur poids sec, sont
principalement sous forme de triglycérides. Ces derniers peuvent ensuite étre utilisés pour

produire du biodiesel via une réaction appelée transestérification [7-8].
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1.1.2 Procédés d’extraction des lipides pour une application biodiesel

Le potentiel des micro-algues a visée biodiesel est maintenant bien établi. Cette voie
suscite I’intérét et I’espoir des chercheurs. La Figure 1.2 décrit le concept de production d’huile
de microalgues en vue d’obtenir du biodiesel. Ce procédé comporte une étape de production de
biomasse microalgale, de récolte, concentration, d’extraction des lipides puis transformation en
biodiesel.

L’étape d’extraction de I’huile algale demeure une étape critique dans la production de
biocarburants pour laquelle des efforts importants sont a apporter. Compte tenu de la taille des
micro-algues, les techniques de pressage a froid, utilisées dans le domaine des oléagineux, sont
inefficaces. D’autre part, le procédé d’extraction est affecté par la présence d’eau a tous les
stades et toutes les échelles du procédé.

lw hag:

Nutrmments

Figure 1.2 : Concept de production d’huile de microalgues visant a obtenir du biodiesel
Aujourd’hui, on récence de nombreuses méthodes d’extraction de la fraction lipidique de
la biomasse algale. Ces techniques sont, cependant, davantage dédiées a I’échelle du laboratoire
que dans un but de production industrielle. Elles servent tout de méme de point de départ au
développement d’un procédé d’extraction industriel.
Parmi ces techniques, il existe :
> L’extraction par solvant organique
» L’extraction par CO, supercritique
» L’extraction par eau sub-critique
Il reste que I’extraction par solvant est la plus utilisée. Dans cette technique, les lipides
des micro-algues sont stockés au sein des cellules qui peuvent étre protégées par une épaisse
paroi. Leur extraction nécessite donc souvent une étape visant a rompre les parois cellulaires afin
de les rendre accessibles aux solvants. Pour ce faire, plusieurs traitements sont possibles : le
broyage, les ultrasons, les micro-ondes, les chocs osmotiques, la lyse enzymatique...etc [9-10].
Les lipides sont généralement extraits par un solvant organique non miscible a I’eau tels que le

n-hexane, chloroforme, éther de pétrole ou d’un mélange de solvants [11].

( )
L -7 )
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Lors d’un processus de dissolution, les molécules de solvant et de soluté doivent avoir
assez d’affinité pour que ces derniéres se répartissent de maniere uniforme dans le solvant.
1.1.2 Caractéristiques du biodiesel
Les propriétés physicochimiques les plus concernées du biodiesel sont le point d'éclair (Pe;
point d'éclair), le point de trouble (PT; point de trouble), le point d'écoulement (PE; point
d'écoulement), la viscosité cinématique, l'indice de cétane (Cl), les valeurs d'acidité, la teneur en
cendres sulfatées , résidus carbonés, teneur en eau et sédiments, glycérol libre et total,
température limite de filtration, corrosion de la bande de cuivre, stabilité et densité oxydative

[12-13]. Le tableau 1.2 résume ces propriétés

Tableau 1.2 : Propriétés physicochimiques du biodiesel de micro-algues, du petro-diesel et
du biodiesel

Propriété du carburant Diesel Biodiesel Bloc_jlesel issu de
micro-algues
Pouvoir calorifique (MJ/KQ) 40 a 45 40242 41
Indice de cétane 40a55 45a70 39-54
Viscositécinématique (mma2/s) 19a3,8 2,8a5,7 3,87-5,2
Densité (15.5°C) 0,81a0,89 0,86 20,89 0,864
N 0.0000 a
0,
Soufre (%omasse) 0,01a0,04 0.0024 0,0069
Point éclair (°C) 60 3 80 96 3 190 115-204
Point de trouble (°C) 2040 -3alb
Point d’écoulement N .
(°C) -35a-15 5310 Non rapportés
Stabilité a I’oxydation (h) 3 max

1.1.3 Normes du Biodiesel

Les normes européennes (norme européenne (EN) 14214) et américaines (American
Society for Testing and Materials (ASTM) D6751-10) different dans certains niveaux de
biodiesel. Par exemple, la norme EN 14214 précise que la teneur en esters polyinsaturés (>4
liaisons) et en esters d'acide linoléique doit étre respectivement inférieure a 1 % (mol/mol) et 12
% (mol/mol). Ces limitations sont importantes pour la production de biodiesel par les micro-
algues, car la composition en esters est souvent riche en composés polyinsaturés et donc au-

dessus de ces niveaux [14-15].
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Tableau 1.3 : Propriétés du biodiesel issu de microalgues selon la norme EN 14214

Parametre Norme EN 14214
Indice de cétane > (47-51)
Viscosité cinématique < (5-6 mm?/s), 40°C
Stabilité oxydative 3-6h

1.1.4 Comparaison entre le diesel et le biodiesel
Le diesel est un carburant liquide utilise dans les moteurs diesel. Il est généralement
dérivé du pétrole brut. Le diesel ou le pétrodiesel est produit en distillant du pétrole brut entre
200°C et 350°C a la pression atmosphérique. Le biodiesel est un carburant développé a partir
d'huile végetale ou de graisse animale et fonctionne dans un moteur diesel. Ces carburants sont
fabriqués en tant qu’alternatives plus écologiques et plus propres a I’essence et au diesel. Le
biodiesel est composé d'ester alkylique (méthylique, éthylique ou propylique) a longue chaine. Il
est fabriqué en combinant une réaction chimique avec un alcool produisant des esters d’acides
gras.
D’aprés les comparaisons effectuées, nous pouvons dire que le biodiesel est un carburant
trés proche du diesel, tant au niveau des caractéristiques qu’au niveau de I’énergie libérée. De
plus, nous remarquons également que lors de I'utilisation, la pollution du biodiesel est largement

plus faible que celle du diesel normal. (Site web [1])

1.1.5 Avantages et les inconvénients de biocarburants

- Avantages
Renouvelables : il faut des milliers d'années pour produire des combustibles fossiles tandis que
la matiére premiere des biocarburants est renouvelable beaucoup plus rapidement.
Sécurité : en réduisant la dépendance sur les sources d'énergies étrangeéres, les pays peuvent
protéger l'intégrité de leurs ressources énergétiques et se libérer des influences extérieures.
Biodégradabilité : Les biocarburants sont facilement biodégradables et beaucoup moins
dangereux a manipuler que les carburants traditionnels.
Faible émission de carbone : lorsque les biocarburants sont brilés, ils produisent
significativement moins de carbone et beaucoup moins de toxine. C’est une alternative plus slre

pour préserver la qualité atmosphérique (site web [2])
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- Inconvénients
Production d'énergie : Les biocarburants ont un rendement énergétique plus faible que les
carburants traditionnels et nécessitent donc une plus grande quantité pour produire le méme
niveau d'énergie.
Coqt élevé : Raffiner les biocarburants pour produire de I'énergie plus efficace et construire des
usines de fabrication nécessaires pour augmenter les quantités de biocarburants nécessitera un
investissement initial important.
Disponibilité : Les biocarburants ne sont pas encore disponibles facilement pour les
consommateurs et la plupart des véhicules ne sont pas équipés pour fonctionner avec des
biocarburants.
Odeur : Selon le type de biocarburant, on est parfois confronté lors de la production a des odeurs
indésirables (site web [2]).

1.2 Microalgues
1.2.1 Définition

Les microalgues sont des organismes microscopiques unicellulaires photosynthétiques qui
se développent dans les milieux fortement aqueux et sont capables de convertir I’énergie
lumineuse et une source de carbone (CO;) en un ensemble de produits organiques. La taille d'une
micro-algue varie de quelques micrométres a une centaine de micrometres.

L’existence des micro-algues et plus précisément des cyanobactéries remontent a plus de
trois milliards d’années. En utilisant I’énergie solaire, elles produisirent de I’oxygéne qui
s’accumula lentement dans I’atmosphére primitive, atmosphere hostile riche en gaz carbonique
et en méthane. L’enrichissement en oxygene de I’atmosphere primitive conduisit a la création de
la couche d’ozone, qui protége la Terre des rayonnements solaires ultraviolets, et provoqua des
modifications du climat et de la composition de la crolte terrestre. Ces changements ont ainsi

permis une colonisation des continents par de nouvelles formes de vie animale et végétale [16].
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Figure 1.3 : Structure de quelques microalgues

1.2.2 Caractéristiques des microalgues

La majorité des microalgues sont dites photo-autotrophes ou autotrophes. Elles tirent leur
énergie de la lumiére par photosynthése et leur principale source nutritive est le CO, en solution
dans I’eau. Leur relative simplicité et la petitesse de leur taille permettent d’effectuer une
photosynthése trés efficace. Elles convertissent ainsi I’énergie lumineuse en lipides et en
hydrates de carbone, des formes plus condensées et stables d’énergie. Comme chez les végétaux
terrestres, certaines especes de microalgues peuvent accumuler, dans certaines conditions de
culture, le carbone fixé, sous forme de lipides appelés triglycérides. Les lipides stockés
constituent alors une réserve de carbone pour la micro-algue. En conditions normales, ces
teneurs restent faibles, et les lipides sont principalement constitués de phospholipides et de
glycolipides (constituants des membranes). Cependant, certaines especes sont capables
d'accumuler jusqu'a 80 % de leur poids sec en lipides [7].

Cependant, certaines espéces de microalgues sont capables de se développer en absence de
lumiére, elles sont dites hétérotrophes. Dans ce cas elles se développent en mode fermé dans des
bioréacteurs semblables a des fermenteurs et se nourrissent d’une source de carbone organique
[17].

1.2.3 Diversité de familles et d’espéces

Les micro-algues sont trés diversifiées et environ 30 000 espéces ont déja été caractérisées.
Ce nombre représente moins de 10 % du total existant estimé. En 2000, pres d’une cinquantaine
seulement ont été étudiées en détails et une dizaine d’espéces seulement ont été exploitées au

niveau industriel et commercial. Les scientifigues ont analysé les micro-algues pour les
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distinguer et les diviser en plusieurs classes selon des critéres généraux comme la pigmentation,
la structure biologique et le métabolisme.

Ces micro-organismes constituent un groupe tres diversifié, dans lequel nous retrouvons
des especes procaryotes (micro-algues bleues ou cyanobactéries) et eucaryotes (microalgues
vertes, rouges et brunes). Les microalgues eucaryotes possedent une structure cellulaire végétale
classique compartimentée, avec ou sans paroicellulosique, et avec des pigments
photosynthétiques renfermés dans les chloroplastes [18].

1.2.4 Culture des microalgues

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 séche. La culture des micro-algues a
grande échelle peut étre conduite selon deux modes, soit a I’aide de bassins ouverts a haut
rendement (raceway) ou dans une enceinte transparente fermée utilisant la lumiére naturelle ou
artificielle (photo-bioréacteur) [19].
- Culture en milieu ouvert ou raceway

Les systemes de culture en milieu ouvert (bassins, « raceways ») sont des étangs de
recirculation en boucle fermée avec une profondeur de quelques dizaines de centimétres. Ce sont
des technologies simples et présentant peu d’investissement initial (Figure 1.4). Le mélange et la
circulation du milieu sont possibles grace a une roue a aube : le flux est guidé par la vitesse de
rotation de cette roue. Un bullage permet un apport en CO,

Figure 1.4 : Bassins de culture de micro-algues. A gauche : Bassin en boucle fermée. A
droite : bassins circulaires d’environ 500 m?, production de chlorelle

-12 -
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- Culture en milieu fermé ou photo-bioréacteur tubulaire (PBR) :

Le photo-bioréacteur tubulaire (PBR) est une association de plusieurs tubes transparents
en plastique ou en verre (Figure 1.5). La source de lumiére peut étre naturelle ou artificielle.
Les tubes sont généralement de 10 cm de diametre, facilitant la pénétration de la lumiere a
I’intérieur du tube. Ce milieu clos et hermétique évite les contaminations extérieures et permet
la production de biomasse a large échelle [19-20]. L’injection d’air permet de fournir du carbone
sous forme de CO,, de brasser le milieu et d’évacuer les poches d’oxygeéne toxique pour les
micro-algues. Un systéeme de dégazage est nécessaire pour évacuer I’oxygéne accumulé toxique
pour les micro-algues La suspension micro-algale circule du réservoir jusqu’aux tubes qui vont
capter la lumiére puis des tubes vers le réservoir. La culture se fait de facon continue. Dans le
cas de la lumiére naturelle, I’arrangement des tubes se fait souvent du nord vers le sud pour
assurer un ensoleillement maximal et parallele ou horizontal pour que chaque tube puisse
recevoir le méme taux d’ensoleillement [21].

La lumiére artificielle des PBR est techniquement réalisable mais elle représente un codt
important comparé a la lumiére naturelle. Le contréle de la température est un élément important
a prendre en compte pour les photo-bioréacteurs. Un systéeme d’échangeur de chaleur est

nécessaire pour refroidir le milieu de culture qui est recyclé.

Z
Figure 1.5 : Photographies de différentes installations de PBR tubulaires. A gauche : PBR

hélicoidal, vertical. A droite : PBR tubulaire horizontal immergé dans I’eau

1.2.5 Modes de nutrition des microalgues

Les algues sont autotrophes ou phototrophes, c'est-a-dire qu'elles utilisent la lumiére (par la
photosynthése) et le gaz carbonique (CO,) pour générer de l'énergie sous forme d'ATP
(adénosine triphosphate) et de sucres pour assurer leur croissance. Cependant, les algues sont
capables de modifier leurs modeles de nutriments en fonction des changements des conditions
environnementales dans lesquelles elles poussent (tableau 1.4). lls peuvent passer d'un

( )
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métabolisme a un autre en fonction de l'environnement [22]. En plus des autotrophes, on peut
également distinguer deux autres types trophiques : hétérotrophe et mixte.

Tableau 1.4 : Différents modes trophiques pouvant étre utilisés par les micro-algues

Modes . . (o Voies
Trophiques Nutriments Moléculesgénérées métaboliques
Autotrophe H.0, CO,, et sels minéraux | 0et composésorganiques | Photosynthése

fos . . H20, CO; et composés A
Hétérotrophe Matiéreorganique et O organique Respiration
Mixotrophe H20, CO2, 02, sels minéraux | 02, H20, C0O2 et composés | Photosynthése
P et matiére organique organiques et Respiration

1.2.6 Composition biochimique des microalgues
L'intérét des micro-algues se traduit par la diversité de leurs composants biochimiques. La
principale différence entre cette biomasse et les autres plantes est qu'elle est riche en lipides,

protéines, polysaccharides, vitamines, pigments et antioxydants. Le tableau 1.5 répertorie la

composition chimique de certaines especes de micro-algues.

Tableau 1.5 : Compositions biochimiques des micro-algues

Micro-algues Protéines (%) Polysaccharides (%) Lipides (%)
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliellasalina 57 32 6
Porphyridiumcruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulinaplatensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11

Les micro-algues représentent une excellente source de presque toutes les vitamines
essentielles : B1, B6, B12, C, E, K1, et avec une large gamme de pigments, fluorescents ou non,
elles agissent également comme antioxydant. Outre la chlorophylle (0,5 & 1 % de la matiere
seche), qui est le principal pigment photosynthétique de toutes les algues photosynthétiques, il
existe une gamme de pigments complémentaires de type caroténoide (0,1 a 0,2 % de la matiére
seche) et des protéines phycobilis (Phycoérythrine et Phycocyanine).

Plusieurs types de micro-algues sont riches en protéines, peptides et acides aminés (entre
12% et 65% de matiére seche), ce qui est l'une des principales raisons pour lesquelles elles sont
considérées comme des sources non conventionnelles de protéines dans l'alimentation humaine

et animale (pisciculture).
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Ils se divisent en deux classes distinctes selon leur polarité : d'une part, les lipides neutres
regroupent les acylglycérols (monoacylglycérol ou MAG, diacylglycérol ou DAG,
triacylglycérol ou TAG) et les acides gras libres (FFA), d'autre part D'une part , il peut étre
divisé en deux : les glycolipides (GL) et les phospholipides (PL). Les MAG et les DAG sont
dérivés de la dégradation des TAG [11].

La molécule TAG est constituée d'un motif glycérol avec trois fonctions hydroxyle sur
lesquelles trois chaines d'acides gras sont estérifiées, tandis que la molécule PL possede un
groupe phosphate sur I'une des trois fonctions hydroxyle (Figure 1.6)

chaine d'acide gras

fal 'l
)

groupement

phosphate o

T o) -
i P J/ i
=3 il ] “ .
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e e

et

a

molécule de TAG

Figure 1.6 : Structure chimique d’un TAG et d’un PL

1.2.7 Teneurs en lipides des microalgues

Les propriétés des lipides sont des données importantes pour la production de biodiesel. En
effet, certaines micro-algues peuvent contenir jusqu'a 93 % (g de lipides/g de matiére séche) de
phospholipides et de glycolipides. De plus, certaines micro-algues peuvent également contenir
d'autres types de lipides, tels que des lipides insaponifiables, des caroténoides et d'autres
éléments (chlorophylle) considérés comme des sous-produits. Par conséquent, le rendement de la
réaction de transestérification dépend de la nature du lipide.

1.2.8 Récolte des microalgues

En effet, les micro-algues sont souvent de la taille d'un micron et leur récolte n'est pas
aisée. Cette étape peut étre colteuse et représente une part économique importante du co(t d'un
procédé a l'échelle industrielle [16]. La récolte peut étre réalisée par centrifugation, filtration,

floculation, sédimentation ou flottation.
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- Centrifugation
Cette technique de concentration utilise la force centripéte pour séparer les micro-algues du
milieu par une simple différence de densité. Dans ce cas, le rendement de centrifugation est de
90 % et la récupération est directement liée au débit réglé en amont. La méthode est rapide et
efficace, et est I'une des méthodes les plus largement utilisées a I'échelle industrielle.
- Sédimentation
Le tassement est une technique qui repose sur le principe de la gravité. Les cellules en
suspension dans le milieu seront soumises a la gravité, formant un sédiment de particules solides
en partie inférieure et une phase liquide en partie supérieure. De grandes micro-algues denses
peuvent étre récoltées par sédimentation, comme la spiruline. L'ajout de floculants peut
augmenter significativement la vitesse de sedimentation [23-24].
- Filtration
Dans cette méthode, la suspension de micro-algues est passée a travers un filtre, ne laissant
que les cellules. Il existe différentes formes de filtration : la microfiltration, la filtration sous
vide, la filtration sous pression, l'ultrafiltration et la filtration tangentielle.

- Floculation
Lorsque la floculation est associée a une sédimentation ou a une filtration, son efficacité

est significativement améliorée [23]. Le but de cette étape est de connaitre les lipides,
notamment les acides gras, présents dans les cellules d'algues.

1.2.9 Extractions des lipides chez les microalgues
L'extraction a été réalisée en deux étapes :

> La premiére consiste a mettre en contact un solvant d'extraction composé de chloroforme
et de méthanol avec de la biomasse algale séchée préalablement broyée en une poudre
fine. Le mélange a ensuite été placé dans un bain-marie a 65°C pendant 24 heures.

> La deuxiéme étape correspond a l'étape de filtrage. Apres 24 heures au bain-marie, le
mélange sera filtré pour éliminer les résidus solides. Le filtrat obtenu est ensuite placé
sous une hotte aspirante pour évaporer le solvant d'extraction. Les lipides obtenus sont
ensuite placés au réfrigérateur, suivi d'une transestérification.

Les lipides présents dans les cellules dalgues peuvent étre divisés en deux grandes
catégories, les lipides neutres (réserve) et les lipides polaires (structure). Les triglycérides,
également appelés triacylglycérols (TAG), appartiennent au premier groupe, tandis que les
phospholipides et les glycolipides (Figure 1.7) appartiennent au second groupe.
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- Groupement
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R = Acide gras Acides gras

Figure 1.7 : Triglycéride et un phospholipide

En fait, selon certains chercheurs, les TAG ont un meilleur potentiel de conversion en
biodiesel en raison de leur concentration plus élevée en acides gras et de l'absence de groupes
phosphate. Dans le cas des phospholipides, la présence de groupements phosphate rend le gazole
de moins bonne qualité et plus difficile a purifier.

Le TAG est converti en biodiesel par transestérification, ce qui donne des esters alkyliques

d'acides gras [25].

l:l -':I
CH,~0 —C =R, CH,— OH Ri=E~0=R,
' O | 0O
CH -0-C—-R, + 3R,—OH CH-0H + R-C—0-R,
[ ,O I - l:'
CH,~0-C —R, CH,—OH R,-C—0—R,
Triglyceride Alcohol Glveerol Esters

Figure 1.8 : Réaction de la transestérification d'un triglycéride

La transestérification (Figure 1.9) est une technique classique de production de biodiesel.
Une fois le solvant d'extraction évaporé, les lipides algaux sont mis en contact avec le
transestérifianttrifluorure de bore méthanol ou BF3-méthanol. Le mélange est ensuite placé dans
un bain marie a 65°C pendant 20 min. Une fois le tube refroidi, une solution saturée de NaCl et
de I'nexane sera ajoutée. Cela permet de récupérer les esters méthyliques d'acides gras dans la
phase organique (hexane). Une étape de centrifugation est réalisée pour séparer la phase aqueuse

(BF3-méthanol + NaCl) et la phase organique (hexane).
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Figure 1.9 : Réaction générale de la Transestérification

1.2.10 Culture des microalgues dans le monde

La production de micro-algues a considérablement augmenté dans le monde. Elle est
passée de 5000 tonnes par an a plus de 10000 tonnes en 5 ans [26]. Cultures de biomasse a
grande échelle riches en protéines, vitamines, sels minéraux, pigments, antioxydants, acides gras
polyinsaturés a longue chaine. Principalement dédiées aux industries cosmétiques et des

compléments alimentaires [27-28].

1.2.11 Applications environnementales

- Traitement des eaux usées

Les micro-algues sont capables d'absorber une grande partie des nutriments nécessaires a
leur croissance, ce qui leur permet d'éliminer certains éléments présents dans les eaux usées. Par
conséquent, ils peuvent réduire les niveaux de phosphate et de nitrate. Ils sont détoxifiants et
décontaminants, et peuvent agir de deux maniéres : directement grace a leur capacité a fixer les
métaux lourds, ou indirectement en apportant aux bactéries de l'oxygéne dissous qui élimine
l'eau contaminée. Des travaux ont été menés pour éliminer les métaux lourds présents dans les
eaux usées [29] et pour dégrader les polluants toxiques comme le tributylétain « TBT » de la
Chlorella [30].

Remédiation du CO2

L'un des principaux avantages des cultures de micro-algues réside dans la capacité de la
photosynthése a absorber le dioxyde de carbone, qui est ensuite converti en biomasse, en lipides
ou en produits biologiques de valeur. Ainsi, le dioxyde de carbone émis par les centrales
thermiques, la sidérurgie, la cimenterie, la pétrochimie ou tout autre secteur peut étre utilisé pour
la culture industrielle des microalgues. Cela permet de réduire les émissions de gaz a effet de

serre, de produire des carburants au bilan carbone neutre et des bioproduits recyclables

- Applications en bioénergie
Les microalgues peuvent étre une importante source d'énergie. Comme toute biomasse, ces

substances riches en lipides permettront la production de biodiesel. Certaines micro-algues sont
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riches en sucres, qui peuvent ensuite étre utilisés pour produire du bioéthanol. D'autres peuvent

générer du biogaz par digestion anaérobie.

1.3. Lactosérum
1.3.1 Généralités

Le lactosérum est un sous-produit de l'industrie fromagere [31]. Le lactosérum est un
produit que les Bédouins ont découvert dans le transport. L'acidification par coagulation
thermique se traduit par la formation d'une phase liquide au-dessus du caillé [32] (Figure 1.10).
Le lactosérum est trés fermentescible et friable, il représente 90 fois le volume de lait cru utiliser
en fromagerie et en est le principal sous-produit [33]. Il contient environ 50 % des nutriments du
lait de départ : protéines solubles, lactose, vitamines et minéraux [34].

Le terme lactosérum désigne un liquide jaune-vert translucide qui est séparé du caillé [35]
apres coagulation par un acide ou séparation de la caséine par un procédé enzymatique utilisant

de la présure ou de la présure [36].

Figure 1.10 : Coagulation du lait

Le lactosérum est formé d'eau, de lactose, de protéines globulaires solubles et de sels
minéraux. Deux grandes classes de lactosérums sont souvent distinguées en fonction du

coagulant employé (tableau I.6).

Tableau 1.6 : Différents types de lactosérum

Type pH Production
- Fromagerie a pate pressée
Lactosérum doux 6,5-6,7 -Fromagerie a pate cuite

-Caséinerieprésure

- Fromagerie a patefraiche
Lactosérum acide 45-55 - Fromagerie a patemolle
- Caséinerieacide
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La composition du lactosérum et ses caractéristiques organoleptiques sont variables selon
le type de lactosérum (doux ou acide), la provenance du lait (vache, chévre, brebis), le régime
alimentaire de l'animal producteur de lait, la traitement utilisé, période de l'année et stade de

lactation. Le tableau suivant regroupe la composition générale du lactosérum.

Tableau 1.7 : Composition générale de lactosérum doux et acide

Lactosérum doux Lactosérum acide
Liquide % 93,5 94
Extrait sec % 6,5 6,00

Composition en g/l

Lactose 76,00 74,00
Protéines 13,50 12,00
Cendres 8,00 12,00
Acidelactique 1,80 1,80
Matieregrasse 1,00 0,50

Matiere minérale
Ca% 0,60 1,80

P % 0,60 1,50

1.3.2 Valorisation du lactosérum

Environ 50 % de la production mondiale de lactosérum est transformée en divers produits
alimentaires, dont environ 45 % sont utilisés directement sous forme liquide, 30 % sont utilisés
sous forme de poudre, 15 % sont utilisés dans le lactose et ses dérivés, et le reste est utilisé dans
la fabrication de concentré de protéines de lactosérum [37]. En effet, trois options différentes

d’utilisation de lactosérum peuvent étre envisagées (Figure 1.11).
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Figure 1.11 : Différents procédés de valorisation de lactosérum

-21 -

—

'



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes




Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

11.1 Echantillonnage
Les expérimentations ont été effectuées au niveau de laboratoire de Biotechnologie des
microalgues a I’Unité de Recherche Appliquée en Energies Renouvelables URAER (Ghardaia).
Les expériences se sont concentrées sur la culture d'une espece isolée localement qui est
« Chlorella sp. ». Les expériences menées a I'échelle du laboratoire visaient a mieux comprendre
le comportement des cultures d'algues pures dans différentes conditions de culture.

11.1.1 Souche utilisée

Nous avons utilisé la souche de Chlorella sp., qui a été isolée dans la région de Metlili-
Ghardaia. Elle a été disponible au niveau du laboratoire de biotechnologie des microalgues de
(URAER). Ces derniers ont été réactives sur un milieu nommé BG11 d'isolement dans des boites
de Pétri (figure 11.1).

Figure 11.1 : : Chlorella sp. en culture dans des boites de Pétri
11.1.2 Milieu de culture

Le milieu BG11 a été utilisé pour la culture et le maintien de la souche Chlorella sp.
réactive. Le choix de ce milieu a été justifié par son efficacité, qui a été rapportée dans des
travaux similaires pour la culture d’espéces du genre Chlorella [4].

Le milieu BG11 est a base de sels minéraux. Il est simple et fonctionne avec toutes les
souches de microalgues, principalement vertes et cyanobactéries [4]. Ce milieu est utilisé pour
favoriser la prolifération du plus grand nombre d'espéces possible. En effet, BG11 favorise la
croissance des algues dans le sol, les eaux douces, les eaux chaudes et les plans d'eau marins.
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11.1.3 Composition chimique du milieu BG11
La composition chimique du milieu est représentée dans le tableau 11.1.

Tableau I1.1 : Composition globale du milieu de culture

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

(NH2).CO (I’urée) 1100
KH,PO, 238
MgSO4.7 H,0 204
C10H1208N,>NaFe (EDTA) 40
CaCl, 88

11.1.4 Condition aseptique et travail sous une hotte a flux laminaire vertical

L'allumage de l'appareil (Figure 11.2) doit étre effectué a vitesse minimale pendant 5
minutes. 1l faut ensuite le nettoyer avec de l'alcool a 90°. Allumez la lampe ultraviolette (UV)
pendant 30 minutes aprés cette opération. De plus, ces opérations sont effectuées avant chaque

opération pour minimiser les risques de contamination [38].

Figure 11.2 : Hotte a flux laminaire verticale
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11.1.5 Préparation de milieu de culture gélosé pour des cultures en boites de Pétri

Le milieu utilisé pour la culture de la souche de Chlorella sp. dans les boites de Pétri est un
milieu solidifié par de I’agar a 15% [4]. La préparation par I’addition des sels minéraux est faite
dans un bécher sous agitation (Figure 11.3). Le pH est ajusté a 7,4 avant autoclavage avec du
H,SO,.

Le milieu préparé est stérilisé au niveau de I'autoclave a 110°C pendant 20 minutes [4].
L’autoclave utilisé est de marque SANO Clav (Figure 11.4). Aprés autoclavage, et au niveau de la
hotte, le milieu est versé sur des boites de Pétri puis laissé a refroidir (Figure 11.5).

Figure 11.3 : Agitateur magnétique
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Figure 11.4 : Image de I’autoclave utilisé

Figure 11.5 : Boite de pétri contenant le milieu de culture

11.1.6 Milieu de culture a base d’effluent laitier
Le lactosérum utilisé est un déchet de type agroindustriel, qui a été collecté au niveau
d’une laiterie locale de la région de Ghardaia. Il a été traité au niveau du laboratoire de
biotechnologie des microalgues (URAER).
- Preétraitement de I’effluent laitier
Avant d’utiliser le lactosérum, il faut d’abord passer par une procédure de traitement et le
préparer pour étre un milieu de culture approprie.
Nous I’avons d’abord déposé dans I’autoclave a 110 °C, aprés on le filtre pour éliminer les
particules fines du caillé de lactosérum. Ensuite, nous le refroidissons pendant 24 heures. Le pH
devient alors égal a 4,8. Une fois refroidi a température ambiante, nous allons ajuster le pH

( )
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jusqu’a 7 par I’addition d’une solution de NaOH sous agitation puis on I’autoclave de nouveau
pendant 15 minutes a 110°C (Figure 11.6) [39].

Figure 11.6 : Lactosérum avant (A) et apres (B) traitement

- Caractéristiques de lactosérum

Les mesures des parametres physico-chimiques, du lactosérum apres son traitement, ont
été effectuées au niveau du laboratoire de la société « ALGERIENNE DES EAUX » (ADE). Le
tableau 11.2 résume ces propriétés physico chimiques.

Tableau 11.2 : Paramétres physico-chimiques de lactosérum apres traitement

Parametres Effluent laitiers
Turbidité (NTU) 68,5
Conductivité (uS/cm) 13350
Salinité 9,3
Température °C 17.2
pH 5,87
TDS (mg/l) 268
Ca”* (mg/l) /
Mg** (mg/) 65,12
S0, %(mgll) 323,9
Na*(mg/l) 2833,33
K* (mgl) 1722,22
NH," (mg/1) /
(=)
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11.1.7 Procédé de culture de Chlorella sp. en condition hétérotrophe (pré-culture)
- Conditions de travail
Avant chaque culture, des conditions de travail en aseptise doivent étre respectées, car la
technique demande beaucoup de soin. Le travail doit étre effectué dans une zone stérile (hotte a
flux laminaire) a proximité du bec bunsen. La flamme produite par le brlleur a gaz en raison de
la chaleur dégagée par celui-ci produit une surface stérile (20 cm de diamétre) au tour de celle-ci.
Il est alors possible de travailler dans des conditions aseptiques [38].

- Préparation de la pré-culture

La préculture correspond a l'adaptation de la souche aux conditions de culture a venir. Ses
étapes de propagation sont réalisees a partir des échantillons contenus dans les boites de pétri est
réalisée comme suit :
Selon la littérature [40], pour une préculture réussie, 10° cellules/ml de la souche doivent étre
inoculées dans 250ml de milieu. Dans notre cas, l'opération a été réalisée a l'aide d'une lance
d’inoculation (Figure 11.7). Par conséquent, des souches de Chlorella sp. cultivées en boites de
Pétri ont été inoculées dans le milieu BG11 additionné de 10 g/l de glucose dans deux flacons
d’Erlenmeyer de 500ml. Ceux-ci sont scellés avec des bouchons en papier aprées ajustement du
pH a 7,4 et sont autoclavés (120°C, 20 min). Les cultures ont été incubées sur un agitateur orbital
standard (Wisd SHO-2D) a 150 tpm et stockées a (30 £ 2) °C a l'abri de la lumiére (Figure 11.8).
L'inoculation a été réalisée au niveau de la hotte a flux laminaire, juste autour de la flamme du

braleur pour éviter toute contamination bactérienne.
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Figure I1. 8 : Agitateur orbitale modeleWisdSHO-2D
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11.1.8 Culture de la souche jaune de Chlorella sp.

La souche jaune de Chlorella sp.a été cultivée dans trois milieux, BG11 (composition
dans le tableau 11.1) et lactosérum avec différentes concentrations de sel initialement additionné
de 10 g/L de glucose, et ajusté a pH 7 avant autoclavage en utilisant les compositions et les
combinaisons présentées dans le tableau 11.3. Les cultures ont été réalisées dans des erlenmeyers.
Les milieux ont été autoclavés a 120°C pendant 20 minutes. Aprés ensemencement du milieu, les
erlenmeyers ont été placés a (30 + 1) °C sans lumiére sur un agitateur orbital a 150 tpm pendant
5 jours. Pour cette étape, chaque milieu contenait 10 % (v/v) de l'inoculum [4]. De plus, deux

cultures ont été initiées simultanément, avec une répétition pour chaque condition (Figure 11.9).

Figure 11. 9 : Milieux de culture utilisés pour la culture de la souche jaune de Chlorella sp.

Tableau Il. 3 : Composition des milieux de culture utilisés pour I'étude de la cinétique de
croissance de Chlorella sp. (Couleur jaune)

Erlenmeyers (250 Milieu Supplément
mL)
Un volume de 125 mL| Lactosérum | KH,PO,4 0,0625¢/L, MgSO,4 0,0625 g/L, peptone de
Dw1 soja 0,4375 g/l

10g/L glucose
Un volume de 125 mL| Lactosérum |KH,PO4 0,0625¢/L, MgSO, 0.03125 g/L, peptone de

DW?2 soja 0,875 g/l

10g/L glucose

Un volume de 125 mL BG11 10g/L glucose
MB
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I11.2 Traitement de la biomasse

Les expériences de culture ont été réalisées pour Vérifier le comportement de la souche
jaune Chlorella sp. dans les milieux BG11 et lactosérum. Vérifier son évolution (cinétique de
croissance, glycémie, etc.).

11.2.1 Cinétique de croissance de la souche jaune Chlorella sp. par la méthode
gravimétrique

Un échantillonnage périodique a été effectué quotidiennement sur les cultures pour
déterminer les courbes de croissance au niveau des différents milieux utilisés. Selon la littérature
[39], I'étude de la cinétique de croissance par gravimétrie consiste a prélever 2 mL de milieu de
chaque culture et a des moments différents, a l'aide de pipettes stériles. Apres séchage dans un
four Memmert a 100 ° C pendant 24 h, le volume collecté est placé dans les Eppendorf pré-pesé.
Les Eppendorf ont été centrifugés a 60000 tpm pendant 10 minutes dans une centrifugeuse.
Leculot est lavé a l'eau distillée, puis passé au vortex (figure 11.10), puis centrifuger a nouveau a
60 000 rpm pendant 10 minutes. Chaque mesure est répétée 3 fois. Apres 24 heures de séchage,

les Eppendorf ont été pesés et la biomasse a été déterminée selon la formule suivante [4] :

Biomasse (9) =M —My...ccccovviiiiiniiiinnne, 1.1
m: masse de I’Eppendorf contenant la biomasse algale
m, : masse de I’Eppendorf vide

i &

Figure 11. 10 : Appareil vortex utilisé

( )
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11.2.2 Détermination du taux de glucose

Afin de déterminer la concentration de glucose au niveau des milieux de culture. Lors des
différentes étapes de notre étude, un refractométre électronique « BRIX » model ATAGO PAL-
79S (Figure 11.11) a été utilisé pour tracer une courbe d’étalonnage en fonction de la
concentration en masse du glucose. A noté que le blanc utilisé durant nos différents tests sera
I’eau distillée. Ainsi, la valeur affichée par le réfractométre a été appliqué au niveau de la courbe

étalon pour trouver la concentration du sucre au niveau des milieux de cultures.

Figure Il. 11 : Réfractométre model ATAGO PAL-79S (BRIX)
Le suivie du taux de glucose pour les cultures réalisées a été effectué en paralléle avec la
cinétique de croissance. Par ailleurs, le taux de glucose a été déterminé a I’aide de la gamme

étalon précédemment réalisée.

11.2.3 Paramétres de croissance

Selon la littérature [39], les paramétres de croissance utilisée pour évaluer la culture sont,
la productivité et le taux de croissance spécifique. Ces deux parametres sont calculés selon les

formules suivantes :

cC_-C P
> Productivité : F’ztma"—t0 QLA ™), 1.2
o

max

In(C,... /C,)

max

t. —t,

max

» Taux de croissance spécifique : H =

-32-

—
| —



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

11.2.4 Récolte

Une fois la culture terminée, la biomasse algale est récoltée. Le but de cette étape est de
récupérer un maximum de biomasse pour une extraction ultérieure des lipides afin de les
quantifier. La récolte est basée sur une méthode donnée par Shen et collaborateur publiée en
2009. Au total, deux centrifugations ont été réalisées. La premiere centrifugation (15 min, 6000
rpm) sépare la biomasse de son milieu. Une deuxieme centrifugation (15 min, 6000 rpm) permet
de nettoyer la biomasse en ajoutant de l'eau distillée (éliminant au maximum les traces du
milieu). Aprés I'étape de centrifugation, la biomasse algale humide a été récupérée pour étre

utilisée dans la prochaine étape (Figure 11.12).

Figure 11. 12 : Biomasse humide aprés centrifugation
11.2.5 Extractions de lipides
L’extraction a été réalisé suivant le protocole de ZHU [41] avec légeres modifications par
Ghobrini [4] pour l'adapter aux conditions de travail. Le procédé d’extraction est montré dans

I’organigramme suivant :
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0.2-0.5 g de biomasse

13 mL du M=0OH Patites billes

Tube 15 mL Pendant 2min

Vortex ]
30 mL de Chloroforme

Pendant 5 mm

Agitation orbitale pendant 24H

Centrifiigation 15 min a 6000 tr/min

Figure 1. 13: Protocole d’extraction des lipides a partir des microalgues par broyage a
bille

Laver le tube de 15 ml deux fois avec 5 ml de méthanol pour récupérer toute la biomasse

dans le tube de 50 ml. Utiliser une micropipette pour récupérer le surnageant dans un bécher de

100 ml pré-séché et pesé. La phase organique est évaporée sous ventilation dans une étuve a
45°C (Figures 11.14 et 11.15).

Apres pré-pesée du bécher aprés passage a I'étuve puis calcul du poids du méme bécher

contenant I'extrait lipidique apres évaporation du solvant, la teneur en lipides en (g) peut étre

calculé selon I'équation suivante :

m

Teneur (%) =—2.100.................. 1.4
bio

m,, : masse d'huile

m,;, - masse de la biomasse
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Figure 11. 15 : Evaporation de la phase organique
11.2.6 Transestérification
Selon la littérature [4], pour hydrolyser les liaisons esters, un mélange (lipide /méthanol)
acidifié par environ 4 % d’acide sulfurique a été mis sous agitation dans une ampoule pré-pesée
a 55 °C pendant 2 heures. Enfin de réaction, la solution est transférée dans une ampoule a
décanter contenant 10mL d’hexane. Aprés I’agitation (chaque 3min pendant 20min), nous

( )
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séparons le glycérol du biodiesel. Ce dernier est transféré dans une ampoule a décanter et lavé
avec 10mL d’eau préchauffer a 50°C afin de neutraliser I’acide et d’éliminer le méthanol en
exces. La séparation des phases organique (biodiesel) et aqueuse se fait a température ambiante

pendant une nuit (Figure 11.16). Le biodiesel produit est ensuite récupéré et le rendement de la
réaction est calculé selon la formule suivante :

R(%) = 100
mh

m, : masse du biodiesel

m,, : masse d'huile
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Figure 11. 16 : Procédure de la transestérification
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I11.1 Développement de la souche Chlorella sp.

Nous avons utilisé la méthode gravimétrique pour étudier la cinétique de croissance de la
souche Chlorella sp. [4].

111.1.1 Pré-culture (culture mére)

Pour initier les parametres de I'étude, et pour permettre l'inoculation des cultures de
Chlorellasp. a partir des boites de Pétri. Des précultures sont initiées au niveau d’Erlenmeyer
pour l'adaptation de la souche Chlorella sp. aux milieux de culture. Nous avons réalisé une pré-
culture de 5 jours dans 250ml de milieu BG11 additionné de 10 g/l de glucose dans deux flacons
Erlenmeyer de 500ml.

111.1.2 Etude de la culture

Les cultures de Chlorellasp. ont été réalisés dans les différents milieux de culture a base
d’effluents laitiers (DW) et a base de milieu synthétique BG11, additionné de 10 g/L de glucose.
La culture a duré 5 jours (voir Matériels et méthodes pour les conditions de niveau de culture)
(figure 111.1).

Figure I11. 1: Milieux préparés pour I'étude de la cinétique de croissance de Chlorella sp.
(Au début de I’expérience)
Le but de ce test est le suivi de I’évolution de la croissance de la souche jaune

Chlorellasp. sur les deux milieux (effluent et synthétique) comme décrit les figures ci-dessous.
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Figure I11. 2 : Culture de la souche jaune Chlorellasp. sur I'agitateur orbitale (Apres 3

jours de culture)

Figure 111. 3 : Changement de la couleur des milieux a la fin de I'expérience (Apreés 5 jours
de culture)

Le changement de la couleur au niveau du milieu de lactosérum DW1, le mieux

développé, été trés impressionnante par rapport aux autres milieux, et cela se résume dans les

résultats qui suivent. La figure 111.4 montre la variation de la biomasse de la souche jaune

Chlorellasp. en fonction du temps pour les différents milieux de cultures utilisés.
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Figure I11. 4 : Courbe de croissance de Chlorellasp. sur les différents milieux de cultures
testes

Au cours de notre étude, nous avons constaté que la souche de chlorell peut se développer
au niveau du lactosérum. Les résultats obtenus ont été supérieures comparativement au
développement de la souche sur le milieu BG11. En effet, I’addition de I’azote, du phosphore et
du magnésium au milieu du lactosérum a fait augmenter la biomasse de telle sorte que les

résultats obtenus ont été supérieurs par rapport au milieu BG11.

D’ailleurs, nous remarquons qu’aprés trois jours, nous avons atteint la phase stationnaire
avec une concentration de l'ordre de 3,55¢/L au niveau du lactosérum modifier DW1 en
présence de potassium (KHPO,), d'azote (peptone) et de magnésium (MgSO, 7H,0).Tandis
qu'au niveau du milieu BG11 la biomasse avoisine les 2,825¢g/L. Cela signifie que l'ajout des
trois sels influe positivement sur la production de biomasse. Ce résultat est en accord avec celui
trouvé par Ghobrini [38], ou l'ajout de certains sels au niveau du lactosérum est indispensable
pour un bon rendement des cultures. Ces sels participent de maniere directe et/ou indirecte dans

le développement cellulaire comme indique [42]:

» La fabrication des chaines d'ADN,

La formation des protéines (acides aminés),
La division cellulaire,

Les échanges cellulaires,

La formation de I'ATP.

YV V V V
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En outre, nous avons obtenu un bon résultat en termes de production de biomasse algale
avec un taux de (4,275g/L) dans le cas du lactosérum mais qui peut correspondre a des

contaminations apparues a la fin de la culture.

111.2 Evolution des sucres

En général, les concentrations en sucre dans les trois milieux ont diminué
progressivement au cours de I'expérience (Figure 111.5). Cependant, ce taux de déclin était plus
rapide dans le milieu BG11 que dans les autres milieux. De plus, la concentration en sucre dans
le milieu de lactosérum DW1 a diminué plus rapidement que dans le milieu de lactosérum DW?2.
Par conséquent, le taux de sucre résiduel a la fin de I'expérience n'atteint jamais 0. De plus, pour

le milieu BG11, il s'est stabilisé a 0,2 comme valeur minimale.

4 —o—DW1
DW2
35 O - MB
3
2
82,5
%
g
g 2
b
<
% 1.5
T
H
1
0.5
¢ , ) . Temps (h)
U 20 40 60 80 100 120

Figure I11. 5 : Variation de la concentration de glucose en fonction du temps

Les résultats obtenus montrent que pour BG11 la teneur en sucre se stabilise a 0,2, tandis
que pour le lactosérum la teneur en sucre s'arréte a 2,7. Ce qui signifie que le lactosérum
contient aussi majoritairement des sucres complexes, principalement du lactose (voir tableau
1.7).

Par conséquent, comme les cellules de Chlorella sp. ne consomment que les sucres
simples tels que le glucose [39], une grande quantité de sucres reste dans le milieu, il est donc
préférable d'hydrolyser les sucres présents dans le lactosérum et de les utiliser comme matiéres
organiques assimilables par Chlorella pour éviter I’ajout de glucose a la base, réduisant ainsi les
colts de production.
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111.3 Parameétre de croissance
Coox —Co

max

t. —t

max

> Calcul de la productivité : Selon I’équation 11.2 P=

»_ 3,975-0,1001
94 -0

Par exemple pour la formulation DW1 : =0,0411 g.L"h™

InC,../C,)
t. 1,

max

» Calcul du taux de croissance spécifique : Selon I’équation 11.3 K1 =

In(3,975/0,1091 _
Toujours pour la méme formulation DW1 : i = ( 900 ) =0,0382 h™

Le tableau I11.1 donne les résultats calculés pour la productivité et du taux de croissance
pour les différents milieux utilisés
Tableau 111.1: Reésultats de la productivité et du taux de croissance de la souche jaune
Chlorella sp. dans les milieux testés

Milieu Lactosérum |Lactosérum BG11

(DW1) (DW2) (MB)

Productivité (g.L™".h™) 0,0411 0,03235 0,0326

Taux de croissance 0,0382 0,0118 0,0119
spécifique (h™)

A travers les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous pouvons noter que le milieu
a base de lactosérum (DW1) a enregistré une productivité P=0,0411 g/L.h et un taux de
croissance p=0,0382 h™ plus élevés que ceux enregistrés dans d'autres milieux.

Cela signifie que nous pouvons proposer ce milieu (le lactosérum) modifié avec certains
sels ajoutés comme alternative au milieu traditionnel. Ceci corrobore les résultats obtenus par
certains chercheurs, notamment celui de Ghobrini [38] qui ont constaté que les milieux

synthétiques étaient moins compétitifs que les résidus de l'industrie laitiere.

111.4 Extraction des lipides

Le but de cette étape est d'obtenir des lipides, notamment des acides gras présents dans
les cellules d'algues. L'extraction est faite par broyage a bille selon le protocole de ZHU et al.
[41] modifie par Ghobrini et al. [4].
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La teneur en lipides et la productivité ont été analysées pour comprendre l'effet des
différentes conditions de culture sur cette derniére. Le tableau I11.2 montre la quantité de lipides

extraits pour les différents milieux utilisé.

Tableau 111.2 : Résultats de la quantité des lipides extraite pour les différents milieux

Milieu DW1 DW?2 BG11

m (lipide) (g) 0,0634 0,0493 0,035
Biomasse

Algale humide (g) 1,4 0,9573 0,9558
Proportion

(%) 4,539 5,154 3,662

Pour calculer la proportion des lipides pour chaque milieu seul, nous avons utilisé

M 100

I"équation 11.4 : Teneur (%) =
bio

0,035
A titre d’exemple pour le milieu BG11 : Teneur(%) = m-loo =3,663%

Les résultats obtenus ont montré que la qualité des lipides extraits était meilleure dans le
milieu lactosérum additionné d'azote de phosphore et de magnésium, ce qui implique que l'ajout
des trois sels augmentait la qualité des lipides dans ces cultures. Alors que pour le milieu BG11,
la quantité de lipides extraits dans les mémes conditions de travail était légérement inférieure par
rapport aux milieux a base de lactosérum.

Nous avons donc obtenu de faibles résultats en termes de rendement par rapport a la
quantité de biomasse utilisée. Les billes et le méthanol sont utilisés dans ce processus pour casser
les parois et perforer la membrane et faire ressortir le maximum de lipides. Cependant,
l'utilisation du chloroforme vise a former des complexes avec les lipides, facilitant ainsi leur
extraction. Certains auteurs suggérent :

> 1l existe plusieurs techniques d'extraction des microalgues. La valeur du produit
recherché doit étre dans le prix par baril. Des sous-produits compétitifs et résultants
peuvent rendre le processus plus rentable.

> L’extraction et la récolte affectent actuellement la rentabilité du processus de production
de biodiesel en raison des colts élevés généralement associés aux technologies

disponibles aujourd'hui.
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> Cependant, certaines observations peuvent étre faites. En fait, la centrifugation est
aujourd'hui la technique la plus utilisée au niveau de la technologie disponible pour la
récolte des microalgues [43] ; [44] ; [45]. Comme il est trés colteux et énergivore, il ne
deviendra la voie privilégiée que pour les produits a forte valeur ajoutée, notamment les
nutraceutiques et les cosmétiques. Le biodiesel étant un produit de faible valeur, la
centrifugation peut entrainer une hausse significative du prix de ce biocarburant. La
production de biodiesel a partir de microalgues a métabolisme hétérotrophe devant se
concentrer sur la commercialisation de sous-produits a forte valeur de revente, cette
orientation peut permettre la rentabilité de technologies telles que la centrifugation. De
plus, comme la technologie n'entraine pas de contamination chimique ni de modification
de la composition cellulaire des microalgues, il s'agit d'une technique efficace pour
produire des sous-produits de grande valeur pouvant étre utilisés dans Il'alimentation
humaine et animale, en particulier les aliments nutritifs. La technologie est également
applicable a la production de biodiesel a grande échelle.

> Des techniques telles que la filtration peut étre utilisée, mais uniquement pour les
microalgues formant des colonies ou filamenteuses comme la spiruline ou
Miractiniumsp. En fait, des microalgues de trés petit diametre comme la Chlorelle.
Obstrue le filtre utilisé et doit étre remplace fréquemment. Par conséquent, ces opérations
entrainent une augmentation des codts et une augmentation du temps nécessaire a la

récolte.

I11.5 Transestérification et caractéristiques du biodiesel produit

A partir des résultats du tableau 11.2, le calcul de la quantité des lipides totale extraite pour
les trois milieux nous donne une valeur de 0,1477¢

Ainsi vient la quantité de biodiesel obtenu qui est calculée comme suit :

m(biodioesel) =m—m, =53,5163 53,4896 = 0,02679

m, : masse du becher vide =53,4896 g

La teneur en lipides : Selon I’équation 1.4, la teneur en lipides est donnée par :

0,1477

Teneur (%) =~ 100 = i

bio

.100 =4, 46%

De ce fait, le rendement obtenu de la réaction de Transestérification est de :

R(o6) = 100 = 29257 100 _18 08%
m, 0,1477




Chapitre 3 : Résultats et discussions

Les résultats obtenus lors de ce travail montrent que cela veut dire que le totale de notre
biomasse contient en moyenne 4,46% de son poids en lipide, avec un rendement de
transestérification de 18,08%.
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Conclusion générale

Le but de ce travail était d'évaluer leffet de deux milieux (c'est-a-dire BG11l et
lactosérum) sur la productivité de la biomasse et la production de lipides dans la souche jaune
Chlorellavulgaris G12. Les résultats démontrent que l'utilisation de lactosérum peut remplacer
l'utilisation de milieux synthétiques tels que BG11 pour la culture de souches de Chlorella
localement isolées. En effet, I'ajout de sources d'azote et de magnésium au lactosérum, hydrolysé
ou non, a augmenté les rendements en biomasse, significativement supérieurs de 0,0411 g/L.h
et0,03235 g/L.h, respectivement, par rapport au milieu BG11 avec une productivité de 0,0326
g/L.h. g/h.

Ainsi, le recyclage des déchets laitiers, par leur utilisation, peut d'une part réduire le colt
de production de la biomasse algale, en effet, cette derniére a a terme un impact significatif sur le
prix du biodiesel algal, mais d'autre part, peut réduire ces émissions, tout en réduisant
considérablement son impact sur I'environnement. Par ailleurs, il est important de souligner que
la culture de micro-algues en mode hétérotrophe permet : d'augmenter la productivité de la
culture, de réduire le temps de culture, d'éviter la contamination, et de réduire le colt de
production en l'absence de lumiére. Par conséquent, dans I'ensemble, les résultats obtenus dans
ce projet se sont avérés tres satisfaisants et ont le potentiel de montrer que la valorisation des
eaux usées de l'industrie alimentaire est toujours faisable et rentable.

Pour faire notre travail, il serait plus judicieux d'utiliser un logiciel comme Design Expert
pour faire des prédictions statistiques afin de déterminer la concentration optimale et la
concentration de sel a ajouter au lactosérum pour augmenter la productivité. De plus, I'utilisation
de la chromatographie liquide a haute performance permettra de déterminer la proportion et le
type de sucres dans le lactosérum, ce qui permettra non seulement de mieux utiliser ses sucres,
mais aussi de mieux quantifier et mieux suivre la teneur. sucre pendant la culture. De méme,
l'utilisation de la GC-MS permettra de déterminer la qualité des acides gras présents au niveau
des objets souches que nous étudions, ce qui permettra une estimation plus ciblée de ceux-ci.
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