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Introduction

Introduction

Les fluctuations importantes du prix du baril de pétrole et la prise de conscience
collective du caractere "non infini* des énergies fossiles ont fortement relancé I'intérét général
pour les biocarburants. Le remplacement d'une partie des carburants traditionnels par des
produits issus de la biomasse répond & un triple enjeu : économique (indépendance
énergétique), environnemental (effet de serre) et Iégislatif .

En Europe, la part de marché trés importante des véhicules engendre un déséquilibre
de la balance pétroliere. Cela se traduit par des importations grandissantes de gazole et des
exportations importantes d'essence. Bien qu’il soit généralement utilisé avec des carburants de
type essence, 1’utilisation de carburants enrichis en éthanol semble prometteuse pour réduire
les émissions de particules a I'échappement des véhicules éthanol.

Pour ce la les chercheurs ont amélioré le techniques d'utilisation de la biomasse en
trois génération. La premiere génération de biocarburant consiste a utiliser directement la
biomasse végétale, alors que la deuxiéme génération met en ceuvre, non plus les produits
alimentaires, mais les sources ligno-cellulosiques des plantes (tiges, feuilles, bois etc). La
troisieme génération utilise quant a elle des micro-algues pour la production de biocarburant.

Les microalgues sont des microorganismes qui peuvent habiter dans des eaux salées,
douces, saumatres et méme dans des eaux usées. A 1’échelle microscopique, elles peuvent
étres observées séparément ou en formant des colonies. Selon leurs types et les conditions
environnementales, les microalgues peuvent produire des quantités importantes de sucres et
grace a la photosynthése.

Cette étude est une contribution bibliographique a la production est de bioalcool par
des microalgue

Ce mémoire s’articule en cinq parties. Au Chapitre I, nous présenterons les
microalgues et leur taxonomie .Le modes de nutrition chez les microalgues, leurs croissances,
leur écologie et les différents domaines d’utilisation.

Le deuxiéeme Chapitre présente les principales classes des sucres fermentescibles qui va
donnée le filiére bioéthanol aprées la processus de fermentation, puis les métabolisme de cette
molécules.

Dans le Troisieme Chapitre, les différents voies de production de bioéthanol le
premiere, le deuxieme et le troisieme géneration.

Le Quatrieme Chapitre présente les techniques d'isolements et d'identification de

microalgues productrices de bioéthanol.
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Enfin, le Cinquiéme Chapitre présente les différents systemes de culture des
microalgues Les principe de conception de systeme de culture comme: les facteurs limitants,
I'apport de carbone et de minéraux et I'apport d’énergie lumineuse. Des comparaisons entre
les différents modes de culture ont éte effectuées de maniére a apporter des éléments de

compréhension notamment sur 1’influence des propriétés carburant sur la combustion Ethanol.
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I-1Définition du micro algue

Les microalgues sont des algues microscopiques, unicellulaires ou pluricellulaires
indifférenciées vivant en milieu aquatique. Ces sont des microorganismes photosynthétiques
eucaryotes. Sont a tort regroupées dans le terme de micro algues. . Elles sont une des formes
de vie les plus anciennes étant apparues sur terre .Elles ont une taille de 1’ordre du
micrométre. (Filali R ., 2012) dont la taille est comprise entre 1um et Imm. (Drira Z., 2009)
et sont considérées comme des algues unicellulaires qui se développent en suspension
principalement dans des solutions aqueuse. Ces microorganismes photosynthétiques sont
considérés comme les premiers producteurs d’oxygéne indispensable a la respiration de la
majorité des étres vivants. Leur existence remonte dans les océans a plus de trois milliards

d’années ; ils sont a 1’origine de la transformation de la composition atmosphérique (fixation

de CO; et rejet de O,) et ont permis la vie végétale et animale sur notre planéte (figure 1).
(FilaliR ., 2012)

Figurel: Quelques exemples de micro algues: Haematococcus, Staurastrum, (Cadorte P
et Beranard O ., 2010)

Comme chez les végétaux terrestres, certaines espéces peuvent accumuler, dans
certaines circonstances, le carbone absorbé sous forme de carburant (principalement sucer),
ce qui permet d’envisager d’utiliser ces microorganismes pour produire des biocarburants.

(Cadorte P et Bernard O ., 2008)
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I-2-Morphologie et caractéres generales

Les principales caractéristiques de micro algues sont essentiellement simple
caractéristiques morphologiques qui peuvent facilement étre observée sous un microscope. La
microalgue présente un noyau et une membrane plasmique contenant des organites essentiels
a ses fonctionnements tels que les chloroplastes, les amyloplastes, les oléoplastes et les
mitochondries. Elle contient trois principaux types des pigments qui sont les chlorophylles,
les caroténoides et les phicobiliprotéines Les microalgues présentent des formes variables :
souvent sphériques (Porphyridium), en forme de croissant (Clostridium), de spirale
(Arthrospira), de gouttelette (chlamydomonas) et méme d’étoile (Staurastrum)(figure 2).
(Frank E ., 2010)

Figure2: Diversité morphologique des microalgues (FranK ; 2010)

A : Gephyrocapsa E : Dunaliellatertiolecta J : Bacillariophycea

B :Haematococcuslacustris F : Chaetoceroscalcitrans K : Raphidophceae
C : Spirulinaplatensis H : Dinophysis acuminate L : Botryococcus

D : Chlorellavulgaris I : Alexandrium

Elle présente un noyau et une membrane plasmique contenant des organites essentiels a
son fonctionnement tel que les chloroplastes, les amyloplastes, les oléo plastes et les
mitochondries. Elle contient trois principaux types de pigments qui sont les chlorophylles, les
caroténoides et les phicobiliprotéines. Les microalgues présentent des formes variables :
souvent sphériques (Porphyridium), en forme de croissant (Clostridium), de spirale
(Arthrospira), de gouttelette (chlamydomonas) et méme d’¢étoile (Staurastrum)Du point de

vue nutrition, les microalgues sont majoritairement « photoautotrophes » mais elles peuvent
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étre également Un métabolisme autotrophe se traduit par 1’utilisation d’une source de carbone
inorganique comme le dioxyde de carbone ou le bicarbonate tandis que le métabolisme
hétérotrophe est caractérisé par une consommation de carbone organique comme source de
carbone pour leur développement; les mixotrophes utilisent les deux types de source de
carbone . (Cavala M ., 2000) et caractéristique Elles sont des espéces aquatiques a structures
relativement molles. Elles sont totalement dépourvues de lignines, ce qui pourrait en faire une
biomasse trés avantageuse pour un certain nombre de fermentations telles que la production

de méthane ou méme d’alcools a des fins énergétiques.(Cavala M ., 2000)

I-3- Reproduction des microalgues

I-3-1- Reproduction asexuée :Elle peut étre de 3 types :

v’ fragmentation :Le thalle se sépare en deux parties qui redonneront chacune un nouveau
thalle. (Baldauf S ., 2008)

v' sporulation :Des spores peuvent étre formées dans les cellules végétatives ordinaires ou
dans des structures spécialisées appelées sporanges.(BaldaufsS ., 2008)

v’ scission binaire : Division du noyau puis du cytoplasme. La forme caractéristique du
cénobe de Scenedesmusquadricauda provient de deux divisions successives par scission
binaire. Les divisions suivantes provoquent la fragmentation de cette forme coloniale.
Chez les cyanobactéries (Oscillatoria), des zones plus sensibles aux cassures sont

présentes et favorisent ce mode de reproduction asexuée. (Baldauf S ., 2008)

I-3-2-Reproduction sexuée :Dans la reproduction sexuée, il y a fusion de gametes male et
femelle pour produire un zygotediploide. Des ceufs se forment dans les cellules réceptrices
identiques aux cellules somatiques (Spirogyra) ou dans des cellules végétatives femelles peu
modifiées nommées oogones (Fucus). Les spermatozoides sont produits dans des structures

males spécialisées appelées anthéridies. (Baldauf S ., 2008)

I-3-3- Croissance : Les microalgues comme tous microorganismes ont une croissance se

faisant en quatre phases (figure 3): une phase de latence (1), une phase exponentielle (2), une

phase stationnaire (3) et une phase de déclin (4). (RymolefsC., 2012) .

v"Une phase de latence (1), pendant laquelle la croissance des cellules est lente. La durée de
cette phase dépend des volumes respectifs d’inoculum et de milieu de culture, et surtout
de I’acclimatation de la culture mére aux nouvelles conditions dans le récipient de culture
Cette phase serait davantage un artefact de transfert plutot qu’une étape inhérente a la

croissance.



Chapitre 1 Geéneralite sur les microalgues

v" Une phase exponentielle (2), justement définie par le caractere exponentiel de la
croissance. L’augmentation du nombre de cellules par unité de temps est alors
proportionnelle au nombre de cellules présentes a I’instant. (Rymolefs C ., 2012)

v" Une phase stationnaire (3) qui perdure jusqu’a ce qu’un élément, dit « limitant » (le plus
souvent un élément nutritif comme 1’azote ou le phosphore), dont la concentration est plus
faible par rapport aux besoins du phytoplancton, atteigne une valeur qui ne peut plus
satisfaire la demande des cellules (RymolefsC., 2012)

v Une phase de déclin (4), aussi appelée phase de sénescence, se traduisant par la mort des
cellules, lesquelles ne trouvent plus dans le milieu de culture les éléments nécessaires a

leur survie. Elles libérent alors leurs constituants cellulaires. (Rymolefs C ., 2012) .

A

(]
o8]

Densité cellulaire

L .
Temps (Jours)

(1) : Phase de latence (2) : Phase exponentielle (3) : Phase stationnaire(4) : Phase de déclin

Figure 3 : courbe de croissance des microalgues. (RymolefS ; 2012)

I-4-Classification des microalgues

Les microalgues sont tres rarement regroupées en fonction de leur métabolisme
énergétique ou encore en fonction de leur habileté a synthétiser lesmétabolitesnécessaires,
mais plutbt en fonction de leurs propriétés morphologiques. Il existe donc différentes classes
taxonomiques de micro algues dont les principales sont les cyanophycées, les chrysophycees,
les rhodophycées, les euglenophycées, les chlorophycées et les bacillariophycées
(BarberousseH, 2006).

I-4-1- Les Cyanophycees (algues bleues-vertes):Les cyanophycées ou algues bleues-vertes
sont des algues procaryotes tres répandues ne possedant aucun noyau dont environ 7 500

especes sont connues a ce jour. Elles sont habituellement de petites tailles, soit 10 m ou
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moins, et peuvent étre retrouvées dans pratiquement tous les habitats (eaux fraiches, eaux
salées, eaux saumatres et sols) étant donné leur aptitude a résister a des températures extrémes
et leur résistance aladessiccation. Cependant, la majorité des algues bleues-vertes ont des
températures optimales de croissance de 32 a 35C. La principale restriction des cyanophycées
provient du fait que ces derniéres nécessitent la présence de lumiére pour leur croissance et
sont donc principalement des organismes autotrophes obligatoires. Certaines espéces seraient
toutefois en mesure d’oxyder certains sucres en absence de lumiére. Les cyanophycées
emmagasinent principalement leur énergie sous forme d’amidon (amylose et amylopectine)

ou encore sous forme d’huiles. (Cantiml.; 2010).

I-4-2- Les Chrysophycées (algues dorées): Les chrysophycées ou algues dorées sont
généralement présentes dans les eaux douces .Cette classe est représentée par 150 genres et
environ 800 especes. Le mode de nutrition de ces algues est trés varié, mais certaines d’entre
elles possédent un mode de nutrition hétérotrophe comme Ochromonasdanica qui comprend
un pourcentage de 27,4 % en acides gras et dont la source de carbone assimilée est le glucose.
(Barberousse H., 2006).

I-4-3- Les Rhodophycées (algues rouges):Il existe pres de 4 000 espéces d’algues rouges qui
sont retrouvees dans les eaux saumatres et salées et trés rarement dans les eaux douces.
Comme les phéophycées, cette classe ne comprend aucune algue de métabolisme hétérotrophe
et la plupart d’entre elles sont photo autotrophes ou photo organotrophes. Bien que certaines
espéces contiennent des acides gras, leur utilisation pour produire du biodiesel en absence de

lumiere ne semble pas envisageable (BarberousseH., 2006).

I-4-4-Les Euglenophycées: Il existe plus de 800 espéces d’euglenophycées qui sont
retrouvées généralement dans les eaux saumatres et douces. Les principales réserves de ces
algues sont constituées de par amylon, une substance glucidique, et d’huiles. Les études
réalisées a partir des euglenophycées démontrent que celles-ci possédent une nutrition
complexe et qu’il est difficile de définir des besoins nutritionnels communs pour plusieurs
especes. Une espéce en particulier, Euglenagracilis, peut croitre en mode autotrophe et
hétérotrophe. Lorsque cultivée en absence de lumiere, un substrat contenant acétate, acides
organiques, alcool ou sucres peut étre utilisé. Cette espece posséde d’ailleurs un intérét

particulier quant a la production d’acides gras. (Person J., 2011)

I-4-5-Les chlorophycées (algues vertes):Les chlorophyceées sont retrouvees dans tous les
types d’habitat et I’amidon et 1’huile constituent leurs principales réserves énergétiques. Parmi

ce groupe, plusieurs micro algues possédent un métabolisme photo autotrophe, photo
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hétérotrophe et cham hétérotrophe .L’espéce la plus étudiée possédant un métabolisme cham
hétérotrophe est Chlorellavulgaris. Cette espece est tres intéressante pour la production de
biodiesel en raison de son pourcentage intéressant en acides gras. Les principales sources de
carbone assimilables les ont sous forme de sucres et d’acide acétique. D’autres espéces faisant
partie de cette classe ont un potentiel intéressant pour la production d’algocarburants dont

notamment 1’espéce Chlorellaprotothecoides (Barberousse H., 2006)

I-4-6- Les bacillariophycées (diatomées): Les diatomées représentent souvent le groupe
dominant de micro algues parmi les populations de phytoplancton et sont extrémement
répandues dans tous les types d’habitat .En effet, plus de 100 000 espéces sont connues et il
en existerait plus de un million. Celles-ci sont unicellulaires et mesurent de 2 m a 1 mm Les
diatomées emmagasinent leurs réserves sous forme de chrysolaminaran, un polysaccharide,
ainsi que d’huiles. Elles sont d’ailleurs reconnues pour leur contenu enacides gras et pendant
plusieurs années, les scientifiques croyaient que les lipides représentaient le production
d’acides gras.(Guiliana P et BecerraC., 2012).

I-5-composition chimique des microalgues

En revanche, les microalgues sont genéralement riches en vitamines et en substances
économiquement intéressantes .Des modifications de la composition chimique apparaissent
néanmoins en fonction du milieu, du mode de culture, ou du moyen de conservation. Les
micro-algues présentent une tres grande diversité de molécules au sein de leurs cellules .Cette
biomasse se différencie principalement des autres végétaux par sa richesse en lipides, en

protéines, en vitamines, en pigments et en antioxydants.(Salomez M ., 2009) .

Elles 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 réle d’antioxydants. En plus de la chlorophylle (0,5 a 1% de la matiére séche)
qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les algues photosynthétiques, on
trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de type caroténoides (0,1 a 0,2% de la
matiére séche) et phycobiliprotéines (phycoérythrine et phycocyanine). Les pigments
principalement exploités sont la phycocyanine de la spiruline (colorant bleu), la
phycoérythrine (couleur rouge) de Porphyridiumpurpureum, I’astaxanthine d’Haematococ
cuspluvialisou le béta-caroténe de Dunaliella salina. Les micro-algues peuvent accumuler
plus de 50% de leur poids sec en lipides. Ces derniers sont principalement constitués de
triglycerides, de phospholipides, et de glycolipides. Le contenu élevé en protéines, peptides et

acides amineés (entre 12 et 65% de matiére seche) de plusieurs espéces de micro-algues est une
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des principales raisons pour les considérer comme une source non conventionnelle de

protéines dans 1’alimentation humaine et animale (pisciculture) (Francoi D ., 2009)

Tableaul: Composition des microalgues (Becker W., 2004)

Compositionen | Scenedesmus sp. Spirulina sp. Chlorella
% du poids sec: sp.
Proteins brutes 50-56 50-62 55,5
Eau 4-8 4-10 7
Lipids 12-14 2-7 7,5
Glucides 10-17 16-18 17,8
Fibers brutes 3-10 0,1-0,9 3,1
Cendres 6-10 6,4-9,0 8,25
Acides aminés

(en g/16 g N):

Valine 6,2-7,2 6,5 5,1
Leucine 6,6-9,3 8,5 4
Isoleucine 3,2-4,4 6 3.4
Thréonine 4,8-5,8 4.6 3,2
Méthionine 14-1,5 1,4 1,8
Phenylalanine 3,6-4,6 5 4,5
Tryptophan 1,2-14 1,4 1,4
Lysine 5,0-5,7 4.6 7,8
Vitamines et

autres (en mg/100

g MS):

Acideascorbique | 40 - 1,5
©

carotene 50 150 50,2
Acide 1,2 360 1,12
pantothénique

I-5-1-Variabilité de la composition biochimique des microalgues

I-5-1-1- Les polysaccharides :Les microalgues rouges sont enrobées d’un polysaccharide
hydrosoluble qui, lors de la phase stationnaire de croissance, s’accumule et rend le milieu de
culture trés visqueux L’influence des parameétres environnementaux et la composition du

milieu de culture sur la production de polysaccharides sont bien documentées. Ainsi, un
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milieu de culture privé de nitrates et de sulfates inhibe complétement dans un cas et
partiellement dans 1’autre cas le développement cellulaire et, par conséquent, la sécrétion des
polysaccharides extracellulaires chez Rhodella. Par ailleurs, ont observé une production
importante de polysaccharides dans des conditions de cultures déficientes en azote et sulfate.
Ont également montré qu’il existe une dépendance entre 1’énergie lumineuse et 1a distribution
spectrale de la lumiere incidente sur le taux de production par Porphyridiumruentumde
polysaccharides dans le milieu de culture. Il existe donc une gamme d’intensités lumineuses
et de longueurs d’ondes, principalement la lumiére bleue et la lumiere rouge, dans laquelle il
est possible d’accroitre tres significativement (de 10 a 50 %) le taux de sécrétion en
polysaccharides. Par ailleurs, le stress mécanique ou hydrodynamique engendré par les
pompes des photobioréacteurs ou un taux élevé de prélevement de la biomasse s’opposent au
développement des polysaccharides extracellulaires dans le milieu. Comme en attestent de
nombreuses études, il est possible en fonction des conditions opératoires d’obtenir une

production optimale de polymeres au sein d’une photo bioréacteur. (RuizeG., 2005)

I-5-1-2- Les acides gras :les micro algues marines sont souvent riches en acide gras
polyinsaturés a longue chaine qui peuvent constituer entre 9 et 14 % de la masse seche Les
Rhodophycées telles que Porphyridium contiennent majoritairement trois acides gras : un
acide gras saturé, I’acide palmitiques deux acides gras polyinsaturés, I’acide arachidonique et
I’acide eicosapentaénoique qui représentent respectivement 32,5 %, 20,0 % et 9,5 % des
acides gras totaux. Puis ont montré que la teneur en acides gras polyinsaturés chez
Porphyridium augmente fortement en fonction des conditions de culture, notamment pour des
températures comprises entre 5 et 15°C. Il est alors possible d’orienter la production vers un
taux optimal de lipides polyinsaturés en entreposant la biomasse dans une enceinte réfrigérée
en sortie du photobioréacteur. Apres cette étape d’enrichissement, les lipides sont extraits par

un solvant organique usuel comme 1’hexane ou le chloroforme (RuizeG., 2005)

I-5-1-3- La pigmentation :La coloration des microalgues, due a la présence combinée de
caroténoides et d’un exces de phycoérythrine par rapport a la chlorophylle, est dépendante des
conditions de culture. Des études in vitro ont montré que sous une faible énergie lumineuse,
les algues augmentaient leur quantit¢ de pigments. La nature de I’irradiation intervient
également. En effet, les algues cultivées sous une lumiere verte ajustent leur composition
pigmentaire en produisant de la phycoérythrine Le taux d’irradiation lumineux influe sur le
pouvoir métabolique de la cellule et donc sur la quantité de pigments, mais pas seulement ont

montré que la concentration en pigments est limitée lorsque que le taux d’azote est ¢levé dans
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le milieu de culture. 11 est également possible d’augmenter notablement le taux de
phycoérythrine, dans le cas d’une culture en photo bioréacteur, en paramétrant un taux de

renouvellement élevé du milieu (Ruize G., 2005)

I-6 -Mode de nutrition des microalgues

I-6-1- Autotrophe :C’est le mode de nutrition par lequel les algues élaborent, grace a la
photosynthese,leur propre substance a partir des éléments minéraux dissous dans I’eau et du
CO2.Parmi les formes minérales de l'azote (NH4+, NO2-, NO3-), c'est ’ammoniac qui
estutilisé préférentiellement par de nombreuses algues , le nitrate et le nitrite devant étre
réduits avant leur assimilation. Certaines Haematococcus et certaines (Baya., 2012).
I-6-2- Hétérotrophe :C’est le mode de nutrition qui permet I’assimilation directe des
substances organiques, de facon plus ou moins indépendante de la photosynthese. La
croissance algale a I'obscurité, sur des milieux contenant des matieres organiques, est connue
depuis longtemps. Les algues sont en effet capables d’utiliser et d'assimiler des substances
organiques dissoutes et mém eparticulaires par phagotrophie .Longtemps ignoré, ce mode de
nutrition fait actuellement l'objet de nombreuses études, d'une part pour déterminer les
différentes matieres organiques que les algues peuvent utiliser, d'autre part pour étudier la

signification écologique de ce mode dénutrition (Baya D., 2012)

I-6-3-Mixotrophes :Les algues mixotrophes sont les microorganismes susceptibles d’adopter

soitl’autotrophie soit 1’hétérotrophie comme mode de nutrition (Baya D., 2012)

I-7- Ecologie des microalgues

La production primaire en phytoplancton a la surface du globe est localisée dans les
eaux riches en nutriment Les microalges peuvent aussi bien vivre en eau salée, saumatre ou
douce. On les retrouve sur les continentset dans les océans. En plein océan, celles-ci se
trouvent au niveau des remontées d’eaux froides profondes, Les microalgues sont présentes
dans de nombreux écosystémes. Elles peuvent résister a des conditions extrémes. Elles
peuvent vivre autant au niveau des volcans que des glaciers Un phénomene naturel survenant
au large des cotes est celui de bloom phytoplancton que Delors qu’un apport de nutriment
important apparait dans une région par déversement d’engrais azotés par exemple, une
croissance rapide des microalgues apparait. Il s’agit d’une efflorescence algale localisée
(Rymolefs C., 2012)
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I-8- La biodiversité des microalgues

Les microlgues vivent dans les milieux fortement aqueux. Il existe 1100 genres de
micro-algues dont 14000 especes d'eau douce et 14000 d'eau salée. Ce sont des étres
photosynthétiques, c'est-a-dire qu'elles sont capables de produire de la matiere organique a
partir d'éléments minéraux grace aux processus d'assimilation photosynthétique. Dés lors
qu'elles disposent de la lumiére, elles vont assimiler les éléments minéraux nutritifs comme le
potassium, le sodium, le calcium et le magnésium, des oligo-éléments (molybdéne, zinc,
cuivre) et le CO2 dissous dans l'eau pour produire leurs constituants cellulaires
( Cadoret P et Beranrad O., 2010).

I-9- Les applications des microalgues
Au de la biodiversité et leurs propriétés biochimiques, les microalgues se révelent trés
prometteuses pour de nombreuses applications dans des domaines variés tels que 1’industrie

pharmaceutique, agro-alimentaire, 1’environnement et les énergies renouvelables (FilaliR.,

2012).

I-9-1-Domaine alimentaire :Les microalgues constituent un réel apport nutritif. Ces
microorganismes sont utilisés dans 1’alimentation animale et humaine, et dans 1’aquaculture.
La biomasse peut étre produite sous forme de poudre, tablettes, capsules, pastilles....) Au
niveau de I’alimentation humaine, deux especes de micro algues, Chlorella et Spirulina,
dominent le marché mondial. L’apport de la biomasse micro algale peut se traduire par un
effet général immuno-modulateur. La biomasse peut également étre source d’aliments
fonctionnels « alicaments » ; de fait, le marché des aliments fonctionnels représente un des

marchés les plus dynamiques de I’industrie alimentaire (RuizeG., 2005)

1-9-2 Domaine pharmaceutique :Au vu de leur grande diversité biochimique, les
microalgues représentent une source intéressante de molécules bioactives et de toxines
utilisables dans le développement de nouveaux médicaments. Plusieurs études ont permis de
mettre en évidence I’implication des microalgues dans le domaine pharmaceutique par
I’identification de nouvelles molécules naturelles. Dans ce sens, la tubercidine, une molécule
cytotoxique, a été identifiee chez la micro algue Tolypthrixbyssoidea ainsi que chez les
cyanobactéries. (Baldauf S., 2008).

I1-9-3-Domaine cosmétique : Plusieurs espéces de micro algues sont exploitées

industriellement dans le domaine cosmétique, principalement les deux espéces Arthrospira et
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Chlorella. Des extraits d'algues, ayant une activité antioxydant, sont exploités sur le marché
dansla fabrication des produits de soin capillaire, du visage et de la peau ainsi que dans les
crémes solaires. De méme, la synthése de protéines a partir de la souche Arthrospira entraine
une réparation des premiers signes de vieillissement de la peau alors que des extraits de
Chlorellavulgaris permettent de stimuler la synthese du collagene dans le péquinduisant la
réduction des rides. Les pigments issus des microalgues sont également utilisés dans le
domaine cosmétique. (Baldauf S., 2008)

1-9-4-Domaine énergétique : Il est possible de décomposer 1’utilisation des microalgues dans
I’industrie en trois parties : la production de biomasse a but alimentaire, la production de
molécules spécifiques dites a haute valeur ajoutée et les applications environnementales. La
secondes 'intéresse a certains composés biochimiques des microalgues et regroupe la plupart
des applications industrielles. (GuilianaP et Becerra C., 2009)

1-9-4-1 Production de bio méthane : Plusieurs recherches ont permis de vérifier la faisabilité
technique et commerciale de la production de bio méthane a partir de la biomasse marine,
avec un potentiel intéressant. Cependant, des verrous techniques tels que 1’accessibilité des
nutriments et les colts de production élevés sont limitant. Un moyen permettant de réduire les
colts est par exemple le couplage avec la production de métabolites secondaires a haute
valeur ajoutée.Des especes telles que Gracilaria sp. EtMacrocystisreprésentent d’excellents

organismes producteurs de bio méthane. (Filali R ., 2012)

1-9-4-2-Production de biocarburant :Considérant le contexte mondial actuel (hausse du
prix du pétrole, raréfaction des ressources fossiles, production de gaz a effet de serre...), il est
intéressant de considérer les micro algues comme source de production de différents types de

biocarburant : bioéthanol (Guiliana P et Becerra C. , 2009 )

1-9-5- Production de biomasse a but alimentaire :L’utilisation des microalgues comme
source de nourriture vient des pratiques ancestrales de populations sujettes a la famine. Les
micro algues représentent aussi une source importante de presque toutes les vitamines
essentielles et sont également riches en pigments .Alors que ces microorganismes sont
bénéfiques dans la nutrition humaine, ils sont également incorporés dans 1’alimentation
d’animaux comme les poissons, les animaux domestiques ou d’¢élevage (Guiliana P et

Becerra C ., 2009 ).

1-9-6 Applications environnementales : Les caractéristiques biochimiques et physiologiques

des microalgues sont aussi exploitées pour des applications concernant 1’environnement : elles
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se révelent utiles pour dépolluer les eaux usées, pour capturer et valoriser et pour produire de

I’énergie propre comme les biocarburants. (Guiliana P et Becerra C. , 2009 )
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I1- 1-Définition des sucres

Historiquement appelés hydrates de carbone, sont une classe de molécules de la
chimie organique.Il s’agit de polyalcools comportant une fonction aldéhyde (CHO) ou cétone
(CO). (Hirsch M ., 2004)
v" de fonctions alcools (alcool secondaire, alcool primaire)
v d’une fonction aldéhyde ou cétonique (fonction carbonylique)
v parfois d’une fonction acide ou aminée. (Touitou Y ., 2005)
v La plupart des glucides (sucre) répondent a la formule brute (CH,O)n avec
n>3.(Hirsch M., 2004)

Les glucides (sucres) sont habituellement répartis entre oses (monosaccharides tel que
le glucose, le galactose ou le fructose) et osides, qui sont des polyméres d’oses
(polysaccharides). Les disaccharides (diholosides), tel que le saccharose ou le lactose, font
partie de cette derniére catégorie. Mais seules les monosaccharides et les disaccharides ont un
pouvoir sucrant. (Benchoucha R., 2011), Les glucides forment 1 a 2% de la masse cellulaire.
(Berrada S ., 2009).La majeure partie des glucides de la planéte est produite par la

photosynthese.

Les glucides peuvent étre oxydés pour produire de I'énergie dans les

processusMétaboliques. Chez les animaux et les plantes, des polymeéres glucidiques
(glycogene, amidon) servent de réservoir ¢énergétique. D’autres polymeres (cellulose,
chitine...) sont aussi trouvés dans les parois cellulaires (r6le de protection).(Bakri Y ., 2013)
I1-2- Importance en Biologie des sucres

Tableau 2: I'importance biologique des sucres. (Touitou Y., 2005)

Roleénergétique Role structural Roleéconom | La place du glucose

ique
* 40 - 50 % des |« Eléments de soutien (cellulose), | * Cellulose : | Les glucides
calories  apportées | de protection et de reconnaissance | milliards de | 6/48 Biochimie structure  des
par  I’alimentation | dans la cellule. tonnes / an glucides et lipides - Pr Y. Touitou
humaine  Eléments de réserve des |+ Amidon, | 2005 - 2006
eréserve énergétique | végetaux et animaux (amidon). saccharose * Principal carburant des tissus
dans le foie et les |« Constituants de molécules | millions de | ¢ Seul carburant du foetus
muscles fondamentales:acidesnucléiques. | tonnes/an. |+ Role fondamental car tous les
(glycogéne). un fort pourcentage delabiomasse glucides alimentaires sont absorbés

sons forme de glucose ou convertis
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11-3- Classification des glucides

Classification des Glucides

. Aldoses
" -1 fonctions alcools /1 fonction aldéhyde sur C1
oses = (CHZO]n {* 1 tonction carbonyle
/J?Monosaccharides) " n atomes de carbone \\ Cetoses
Unités simpl L,
fites SiTpies 1 fonction cétone sur C2

/ non hydrolysables
+

/ dérivésd'oses ( X= 2 (diholoside)
X= 3 (tiholoside)

/ Dlilgosides . | X= 4 (tetraholoside)
. (oligosaccharides)
Glucides 2<x<10 ‘ Eic..
HoIomdes \
hydrolyse Homopolyosides
polyosides / (1 seul type d'oses)
1 ou plusieurs | harid
osides J (polysaccharides)
types doses X unités > 10 \
Heteropolqudes
. . [ O-Héterosides (Pls types d'oses)
Heterosides N-Héterosides
S-Héterosides
hydrolyse  *
" Fraction glucidique
+-
1 Fraction non glucidique
= aglycone

Figure 4: classification des glucides. (Bakri Y ., 2013)

On distingue les oses et les osides.

11-3-1- Les criteres de classification des oses : Ces critéres font appel au nombre d’atomes
de carbone de I’ose et a la nature du carboxyle.

v Le nombre d’atomes de carbone : 3C (triose) ; 6C (hexose)

v La nature du carbonyle : Aldéhyde — Aldose ; Cétone — Cétose

v" La combinaison de ces 2 critéres caractérise 1’ose :

<> Aldopentose, Aldohexose, ...

X Cétopentose, Cétohexose, ... (Touitou Y ., 2005)

11-3-2- Les osides

11-3-2-1 Définition :Lesosides sont des molécules dont I’hydrolyse fournit 2 ou plusieurs
molécules d’oses. Ces oses sont identiques ou différents. (Figureb).

On en distingue 2 grands groupes : Holosides et Hétérosides. (Touitou Y., 2005)
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CH,OH
O CH-.OH

] o

O

Figure 5 : structure chimique d’oside (Touitou Y., 2005)
11-3-2-1-1-Holosides

v Liaison de n molécules d’oses par des liaisons glycosidigues.
v Selon le nombre d’oses constitutifs : Di-, Tri, Tétra ... holosides.
v Oligosides : jusqu’a quelques dizaines d’oses.

v Polyosides : quelques centaines d’oses (cellulose, amidon). (Touitou Y ., 2005)
v La cellulose:(polymére de glucose cristallin).(figure6), c'est la matiére organique la plus

abondante sur la Terre (50% de la biomasse).(Florian P., 2013)

CH,OH CH,OH CH,OH

Figure 6 : structure de la cellulose (Florian P., 2013)
v L"hémicellulose:(polymeére formé de xylose, de mannose, de glucose et de

galactose) (figure 7).(Florian P., 2013)
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H HO

- - -
I H O

- - ()

1 H H o o 1 H
] (1
o H
1

Figure 7 : structure de I’hémicellulose. (Florian P., 2013)
v La lignine:(composé de poly-aromatique, différe en fonction de I'environnement)
(FIORIAN.P, 2013)

HO OH

Lignin—Q

Figure 8: structure de la lignine (Florian P., 2013)
11-3-2-1-2-Hétérosides :
v lls donnent par hydrolyse : oses + aglycone (partie non sucrée).

v Liaison a des Protéines (glycoprotéines), a des Lipides (glycolipides), a des bases.

(Touitou P ., 2005).
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I1-4-Métabolisme des glucides

I1-4-1- La fermentation alcoolique (catabolisme) :La fermentation est une réaction
biochimique de conversion de I'énergie chimique contenue dans une source de carbone
(glucose souvent) en une autre forme d'énergie directement utilisable par la cellule en
I'absence de dioxygene (milieu anaérobie). Elle donne lieu a une faible production d'énergie

par rapport a 1’utilisation du glucose en présence de dioxygene. (Therrien R ., 2008)

Des sucres en C6 par des levures est similaire a celle pour la production des
biocarburants de premiére génération mais la présence de lignine dans la biomasse limite la
concentration initiale en sucres en C6 et donc la teneur finale en éthanol. Par ailleurs, certains
composés toxiques de I'étape de prétraitement peuvent étre présents lors de la fermentation.

Enfin, les sucres en C5 issus de I’hydrolyse de I’hémicellulose sont difficiles a convertir en

éthanol et nécessitent des microorganismes fermentaires différents. (Estrada D., 2007).

11-4-2-La photosynthése

11-4-2-1- Activité photosynthétique des microalgues :La photosynthese est un processus
bioénergétique utilisé par les plantes terrestres ainsi que les microorganismes
photosynthétiques (notamment les algues). Elle se compose d’une série de réactions
complexes d’oxydoréduction durant laquelle 1’énergie lumineuse, sous forme d’énergie
électromagnétique, est absorbée par des pigments, principalement la chlorophylle, et est
convertie en énergie chimique entrainant la production d’oxygene et des sucres ainsi que
d’autres métabolites secondaires. Elle se déroule essentiellement dans les membranes des
thylakoides chez les plantes, les algues et les cyanobactéries. Ce phénomene est régi par
I’équation suivant :

6C0,.6HO,0+énergielumineuse ——— C¢H1206.60;

La photosynthese se décompose essentiellement en deux étapes : une premiere
réaction dite « phase claire » (figure9) durant laquelle une réaction photochimique
d’oxydation par fractionnement de 1’eau se produit ; la seconde « la phase sombre », décrite

par la fixation du carbone selon le « cycle de Calvin »..(Filali R ., 2012)
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Lumiére Lumiére

Antennes collectrices

Stroma

Membrane du
thylakoide 7

Espace

. Ferredoxine
intrathylakoidale

Plastocyanine

Enzyme de
décomposition de I'eau

Ph

Y sté n Compl B.-f Photosystéme | NADP réductase ATP synthase

Figure 9: la photosynthése des microalgues (phase claire) (FilaliR., 2013)
11-4-2-2-Cycle de Calvin en vue ensemble (anabolisme)

Le cycle de Calvin peut étre partagé en 3 étapes essentielles (figure 10)

v" l'incorporation du CO2 dans le RuBP

v" laréduction de I'APG en trioses phosphate

v' larégénération du RUBP (Ogier C et al., 1999)

Trois molécules

L

Trois molécules T Six molécules

Ribulose :
| 1,5-diphosphate BT JF-phosphoglycerate 3Ic

J|ADP
[aDF] Jp—
< ATP -

- Trois molécules 6lADP

‘B’!ﬂm .
| B-phosphate 5C | Six molécules
T | 1, 3-diphosphoglycérate | 3C |
G P s [
6| MADPFE™
\ Cing molécules Six molécules 5
Glycéraldéhyde | o Glycéraldéhyde
3-phosphate | 3_phosphate | IC |
Une molécule (
= = H—C=0
Glyceraldéehyde é'
SF-phosphate IC H—C —OH
l dr:o@®

Glucides, acides gras, acides aminés

Fig 10: Schéma du Cycle de Calvin. Les nombreux intermédiaires entre

le

glycéraldéhyde 3-phosphate et le Ribulose 5-phosphate ne sont pas indiqués pour plus de

clarté « la phase sombre » (Barbara C ., 2012).
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11-4-2-3-1-L'incorporation du CO, :ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP) + dioxyde de
carbone — 2 (3-phosphoroglycérate) (catalysé par la RuBisCO)

3 CsHgP,011 + 3 CO; + 9 H,0— 6 C3H3PO7 + 6 H30O"

v' Cette réaction est catalysée par la RubisCO(Ribulose bis Phosphate Carboxylase
Oxygénase).

v" Lafonction "oxygénase"joue un réle important dans la photorespiration.

v La Rubisco est une enzyme contenu dans les chloroplastes des cellules végétales, plus
précisement sur la surface stromale des membranes des thylacoides.

(Anonyme., 2013).

11-4-2-3-2-La réduction de I'APG en trioses-P

3-phosphoglycérate + ATP — 1,3-diphosphoglycérate + ADP

6 C3H3PO7 + 6 ATP — 6 C3H3P2049 + 6 ADP

1,3-diphosphoglycérate + NADPH+H" — glycéraldéhyde-3-phosphate + NADP" + P;
6 C3H3P,019 + 6 NADPH — 6 C3HsPOg + 6 NADP™ + 6 P;
Glycéraldéhyde-3-phosphate — ribulose-5-phosphate + P;

5 C3HsPOg — 3 CsHgPO7 + 2 Pj + OH'

v L'APG, le premier composé formé par l'incorporation du CO2, n'est pas un sucre.

v" Les sucres sont des substances carbonées réduites qui comportent une fonction aldéhyde
ou cétone. (Anonyme., 2013)

v’ Une étape importante consiste donc en la réduction de I'APG.(Anonyme.,2013)

v Une isomérisation permet de passer de I'aldPG au DHOAP.

v' Ces deux molécules sont des trioses-P qui auront leurs réles respectifs dans le
métabolisme. (Anonyme., 2013)

v' La formation de 2 molécules de trioses consécutive a la fixation d'une molécule de CO2

nécessite donc 2 molécules d'ATP et 2 molécules de NADPH.

La phase de réduction utilise I’énergie chimique produite pendant la phase lumineuse (ATP et
NADPH) pour reduire le 3PGA en Glyceéraldéhyde-3P, un utilisant les mémes réactions que la
gluconéogenese (NADPH au lieu du NADH est utilisé).(Anonyme. 2013)
v 1 molécule de GAP sort du cycle et est utilisée pour la synthese de sucre (hexose,
disaccharides, amidon stocké dans le chloroplaste)
v' 5 molécules de GAP restent dans le cycle pour réformer les 3 molécules de RuBP.
(Anonyme., 2013)
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11-4-2-3-3-La régénération du RUBP
ribulose-5-phosphate + ATP — ribulose-1,5-bisphosphate + ADP.
3 C5HgPO; +3 ATP — 3 CsHgP,041 + 3 ADP.

La molécule 3-phosphoglycéraldéhyde manquante est convertie en glucose.Le
fondement méme du cycle de Calvin est de permettre la régénération du RUBP a partir d'une
fraction des trioses formés. (Anonyme., 2013)

v On peut schématiser le processus de régénération du RuBP en considérant la fixation de 3
molécules de CO, qui conduisent a la formation de 6 trioses. (Anonyme., 2013)

v Sur les 6 trioses formés, 1 triose servira a la synthése ultérieure des sucres plus
complexes, les 5 autres trioses servant a régénérer 3 molécules de RUBP. (Anonyme.,
2013)

v Larégénération du RuBP se réalise grace a un ensemble de réactions faisant intervenir des
sucres a nombre varié de carbones : en C6 (fructose), C4 (érythrose) et C7
(sédoheptulose).(Anonyme., 2013)

A partir de 5 trioses phosphate (C3P) il se forme donc 3 pentoses phosphate (C5P).
(Anonyme, 2013)

inalement, les pentoses phosphate formés (RuP) doivent étre convertis en RuBP grace
al'ATP.
v' Cette réaction de phosphorylation est catalysée par la Phosphate Ribulose Kinase (PRK).
v' La régénération du RuBP nécessite donc une molécule d’ATP supplémentaire par

molécule de CO2 fixé.

Phase 3: régénération du ribulose 1,5 bisphosphate.

Une série de réactions permet de réarranger le squelette de carbone des GAP pour
obtenir 3 molécules de RUBP. Noter que beaucoup d’enzymes ont été déja vus dans glycolyse
et la voie des pentoses phosphate. (Oger C et al., 1999)

11-5-Les sucre produit par le micro algues
Le sucre issu des microalgues est dit de troisiéme génération. Les microalgues comme

Chlorella, DuniallielaChlamidomonas, ScenedesmusetSpirulina( figure 11)sont connues par
leur importante quantitéd’amidon et de glycogéne contenus dans leurs cellules ; ils

représentent plus de 50% de leur poids total sec(Sadi M ., 2012)
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Figure 11 : (a)spirulinaet(b) dunaliella(Sadi M ., 2012)

L’amidon peut étre extrait par voie mécanique telle que les ultrasons et le cisaillement
ou par voie chimique, par dissolution des cellules en utilisant des enzymes. Une fois I’amidon
extrait, il subit une hydrolyse (saccharification) pour le transformer en un sucre simple

fermentescible, qui sera soumis a une fermentation suivie d’une distillation.(SadiM., 2012)
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I11-1Définition de bioalcool comme biocarburant

C’est un biocarburant d’origine biologique qui obtenu par de fermentation éthanoique
a partir de plante culture riche en sucre ou en amidon selon le degré de transformation

plusieurs dérivé de biocarburant peuvent étre obtenue.

Parmi de ces biocarburants les plus intéressants sont le bioéthanol, lebio méthanol et

le biopropanol.

I11-1-1- Le bio-butanol : Le bio butanol ou alcool butylique est I'alcool de quatre carbones
avec la structure CH3 CH, CH,CH,OH. Il est plus toxique que I'éther méthanol ou 1’éthanol.
Butanol est utilisé comme un solvant, mais est ainsi une candidate pour utiliser comme un
carburant. Butanol peut étre fabriqué a partir d'éther pétrolé. (Heinemann H., 2006) ou grace
a la transformation des sucres par fermentation acétono-butylique a lI'aide de la bactérie Gram
positive anaérobique (Clostridium Acetobutylicum).Qui posséde un équipement enzymatique
lui permettant de transformer les sucres en butan-1-ol. Ce biocarburant présente de nombreux
avantages par rapport a 1’éthanol et est de plus en plus souvent évoqué comme biocarburant
de substitution a I’heure du pétrole cher. (Semou J., 2012).Cette réaction chimique produit du
di - hydrogéne, de I'acide acétique, de I'acide propénoique, de I'acétone, de I'isopropanol et de
I'éthanol. (Heinemann H., 2006)

Le bio - butanol présente de nombreux avantages par rapport au bioéthanol et peut
valablement servir de biocarburant de substitution en cas de flambée des cours du pétrole.
(Estrada D., 2007)

I11-1-2-Le bio méthanol: Le méthanol ou "alcool de bois" est I'alcool le plus simple. Leur
structure chimique est CH3 OH. (Heinemann H ., 2006) Il est obtenu a partir du méthane par
transformation du bois (Estrada., 2007), Le bio méthanol possede une densité de 0.791 g/ml
et complétement soluble dans I'eau, I'un de des risques de méthanol. (Heinemann H.,
2006).Est aussi utilisable : soit en remplacement partiel (sous certaines conditions) de
I’essence, soit comme additif dans le gasoil. (Semou J., 2012)etdans certaines piles a
combustible. (Estrada D., 2007). Il est cependant trés toxique pour I'nomme et les animaux a
sang chaud. (Estrada D., 2007).

111-1-3-Le biopropanol: Le propanol est un alcool de trois carbones avec la formule générale
C3 H8 O, il est rarement utilisé comme un bio carburant. Il est un liquide non coloré comme

d'autres alcools et est généralement inflammable. L'iso propanol est plus fréquent utilisé
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comme dé infectant et étre considérer bien dé infectant que I'éthanol, mais il est rarement

utilisé comme un bio carburant. (Semou J., 2012)

Le bio alcool le tres important économiquement et technologiquement est le

bioéthanol.
111-2-Définition de bio éthanol

L’¢éthanol, 1’alcool ou encore ’alcool éthylique sont toutes les trois des appellations
qui désignent la méme molécule qui est composée de deux atomes de carbone (C), six atomes
d'hydrogene (H) et d'un atome d'oxygéne (O). Les formules brutes et semi-développées de la
molécule d'éthanol sont respectivement le C,H¢O, le C,;HsOH et le CH3-CH,-OH (Jean B et
May C., 2013). Il est obtenu par synthése chimique a partir d'hydrocarbure ou par
fermentation de sucres (Semou J., 2012) fermentescibles contenus dans la biomasse en
présence d'une levure ,Saccharomyces Ceveresiae qui est I’une des levures utilisées lors de la
fermentation des sucres pour la fabrication notamment de boissons alcoolisées tel que le vin

ou encore la biere( Jean B et May C.,2013).Le bio éthanol peut étre produit a partir:

v" de substrats riches en sucre (canne a sucre, betterave sucriére,etc), en amidon (mais, orge,
blé, pomme de terre, etc.) .

v de substrats cellulosiques tels que les résidus agricoles (la paille ou les cannes de mais),

les résidus forestiers, cultures énergétiques (le panic érigé ou des arbres a courte
rotation), (Sadi M., 2012)

L'éthanol ainsi obtenu, peut remplacer partiellement ou totalement I'essence dans les

moteurs a explosion et peut servir de complément au gasoil. (Campbell M., 2008).
I11-3-La propriété de bioéthanol

En ce qui concerne ses propriétés physiques, 1’alcool éthylique est un composé

incolore, volatil, hygroscopique, miscible a I’eau. (Jean B et May C., 2013).

L'éthanol est également miscible a la plupart des solvants usuels. C'est un bon
solvant des graisses et il dissout de nombreuses matiéres plastiques. Ses principales

caractéristiques physiques sont les suivant:(Bonnard et al;2011). (Tableau 3)
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Tableau 3: La propriété de bioéthanol (Bonnard et al;2011)

Masse molaire 46.07
Point de fusion -114°C
Point d'ébullition 78-78.5°C
Densite 0.789
Densité de vapeur 1.59
Indice d’évaporation (0xyde de diéthyl=1) 8.3

Indice d’évaporation (acétate de n-butyl=1) 2.4

Reconnu pour ses qualités de solvant pour les graisses et les matieres plastiques, son

odeur est détectable a des concentrations variant entre 10 et 350 ppm. (Jean B et May C.,

2013) .L’¢éthanol est un composé qui est chimiquement stable. Il possede toutes les propriétés

qui caractérisent les alcools notamment une réaction d'oxydation lorsqu'il est maintenu a I'air

libre pour former de I'acide acétique. Par contre, dans des conditions d'oxydation extréme, il
se transforme en dioxyde de carbone (CO,) et en eau. (KACIMI M., 2008). (Tableau 4)

Tableau 4: Propriétés physico-chimiques (KACIMI M., 2008)

Forme physique

Liquide a pression et température normales

Masse molaire moléculaire 46,1 g.mol-1
Temperature d’ébullition 78,5°C

Point éclair 12.8°C (95%)
Temperature de fusion -114,4°C

Pression de vapeur

57,3-59 hPa & 20°C5
66,6-67 hPa & 25°C
100 hPa & 30°C et 133 hPa a 35°C

Densité (d204)

0,789

Facteurs de conversion
(concentration dans I'air a
25°C et 1013 hPa)

1ppm = 1,88x10-3 mg.L-1
1 mg.mL-1= 532 ppm

Solubilité

Miscible a I’eau et la plupart des solvants
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I11-4-Différents voies de production de bioéthanol

I11-4-1 — La bio éthanol de premiere génération : C’estune filiére liquide pour une
incorporation dans la filiere essence, est essentiellement issus de ressources agricoles
conventionnelles : betterave- céréales-canne a sucre (Broust F et al. 2008). En fonction du
climat, la source (plante) utilisée pour produire le bio éthanol de 1°®génération peut varier.
Pour l'exploitation des sucres, la betterave sucriére est trés largement utilisée en Europe,
tandis qu'il y a une forte utilisation de la canne a sucre au Brésil, l'utilisation du mais est
également importante. L'exploitation de ces « sources » d'énergies se fait sur des terres
cultivables, et font donc une concurrence directe aux produits destinés a I'alimentation. Afin
d’obtenir une rentabilit¢é maximale, ces cultures sont souvent génétiquement modifiées
(OGM) car elles ne sont pas soumises aux mémes restrictions que les composés alimentaires
(Bonnard N et al. 2011).La structure de I'amidon est une longue chaine de polymere de
glucose. Ce polymeére ne peut pas étre fermenté directement, la structure doit d'abord étre
cassée en des molécules de glucoses plus petites puis dissoute dans de I'eau pour avoir une
teneur en amidon entre 15 et 20 %. Ce mélange est ensuite chauffé et traité avec une enzyme.
Cette enzyme permet d'hydrolyser I'amidon en chaine courte de glucose et est appelée
amylase (enzyme digestive). La fermentation transforme alors les sucres ou l'amidon en
éthanol et en dioxyde de carbone grace a des levures telles que la Saccharomyces. En théorie
51% du glucose est convertie en éthanol, le reste est utilisé par la levure comme source

d'énergie ce qui diminue I'efficacité de 40 & 48%. (Bonnard N et al., 2011).

L’éthanol (ou bioéthanol) ainsi produit peut étre mélangé a I'essence dans des
proportions allant de 5% a 85% (des taux d’éthanol dépassant 20% nécessitent généralement
des adaptations pour les moteurs). (Estrada D., 2007)

111-4-2 — La bio éthanol de deuxieme génération : Le bio éthanol dit avancée a savoir de

2™ génération n'a pas encore atteint le stade industriel et est au stade de recherche et

développement, I'éthanol de 2°™génération utilise I'intégralité de la lignocellulose des plantes
ou de la biomasse: bois, paille, déchets, résidus, agricoles et forestiers, culture dédiées.

(Broust F et al., 2008)

L'éthanol de deuxieme génération c'est le matiere le plus abondante disponible dans le plantes
qui, par ailleurs, n'est pas comestible. (BonnardN et al., 2011)Ces dernieres années, un effort
de recherche trés important a été porté sur I'exploitation de nouvelles ressources pour la
production de biocarburants afin d'élargir le spectre de ressources utilisables. (Bonnard N
etal., 2011)
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L'intérét de ces nouvelles filiéres, dites de seconde génération, est de valoriser une
grande partie de la biomasse jusqu'alors inexploitée : les résidus agricoles et forestiers par
exemple. Ces sources d'énergie renouvelable sont facilement mobilisables et ne sont pas en
compétition directe avec les usages alimentaires. De plus, contrairement aux procedés de
premiere génération ou seulement une partie de la plante est exploitée (grain, tubercule...), la
totalité de la biomasse est potentiellement convertible en carburant ce qui laisse espérer des

rendements nettement supérieurs (Jean B et May C., 2013)

I11-4-2-1- La biomasse lignocellulosique : L’éthanol de deuxiéme genération provient
essentiellement de sources lignocellulosiques .Ce sont les matieres les plus abondantes
disponibles dans les plantes qui, par ailleurs, ne sont pas comestibles. (Jean B et May C.,
2013). La biomasse lignocellulosique provient principalement des résidus forestiers issus du
déboisement et de la transformation du bois (feuilles, écorces, sciures...), des résidus agricoles
(paille, fumier, lisier...) et des déchets organiques ménagers (papier, carton, déchets
alimentaires...). Afin de compléter les ressources, une production dédiée a la biomasse est
méme envisageable avec des cultures a fort rendement comme les plantes annuelles
(triticale...) ou les cultures pérennes a rotation rapide (peuplier, saule...). Cela fait partie des
stratégies évolutives utilisées par les végétaux pour se protéger face aux autres régnes du
vivant. Depuis 2005, la biomasse est devenue moins chére que les ressources fossiles.
(Pauthenier C et Faulon J., 2013). La biomasse lignocellulosique représente donc une
ressource abondante largement sous-exploitée actuellement. Elle détient un fort potentiel pour

la fabrication d'éthanol selon la voie biochimique (Jean B et May C., 2013).(Figure 12)
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Figurel2: sources de biomasse (SemouJ., 2012)
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111-4-2-2-Voie biochimique : Comme pour la premiere génération, ce procédé permet, par
fermentation des sucres, de produire de I'éthanol. Cependant la source ligno-cellulosique ne
fournit pas directement le sucre exploité. Une étape de plus est nécessaire pour produire du
bioéthanol. (Bonnardn T et al., 2011)

Cette cellulose va étre transformée en glucose par hydrolyse grace a des enzymes
produits par des micro-organismes tel que le Trichodermareesi (BonnardN et al. 2011) .Les
sucres obtenus par I'hydrolyse de la biomasse lignocellulosique doivent ensuite étre
transformeés en éthanol dans les fermenteurs. Selon la méme technique que lors de la premiére

génération Enfin on déshydrate et distille I'éthanol pour le purifier. (Bonnard Net al. 2011).

La lignine quant a elle ne peut étre fermentée en éthanol. Une fois I'éthanol obtenu, il
est nécessaire de le séparer du reste des constituants (modt de fermentation) a l'aide d'une
distillation a pression atmosphérique et d'une déshydratation sur tamis moléculaire qui permet
d'obtenir de I'éthanol anhydre (99,8% vol.) (Jean et May C., 2013). (Figure 13)

Biomasse lignocellulosique

ﬂ

Prétraitement

D IR

Hydrolyse enzymatique

Fermentation des pentoses

Saccharification Co- L 4
fermentationsimultanée Fermentation des hexoses
y
Distillation Saccharification etsimultanée
Ethanol vinasse

Figure 13: conversion biochimique de la de la biomasse lignocellulosique en bioéthanol
(SEMOU J., 2012)
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I11-5-Le bioéthanol de troisiémegénération (par de micro algue)

Le bio éthanol de troisieme génération est principalement produit par des

microalgues. (Semou J., 2012)

Deux types de micro-algues peuvent étre utilisés pour produire de bio éthanol. Il y a
tout d'abord les micro-algues qui peuvent étre cultivées en milieu autotrophe, c'est a dire que
pour se développer elles ont besoin de CO2 comme source de carbone et de la lumiére comme
source d'énergie. Tandis que d'autres espéces de micro-algues peuvent étre cultivées en milieu
hétérotrophe, elles n'ont besoins que de carbone organique comme source de carbone et
d’énergie (Bonnard N et al. 2011)

Les micros algues comme Chlorella, Duniallied, Chlamydomonas, Scenedesmus et
Sprulina sont connues par leur importante quantité d'amidon et de glycogene contenus dans
leurs cellules; ils représentent plus de 50% de leur poids total sec. L'amidon peut étre extrait
par voie mécanique telle que les ultrasons et le cisaillement ou par voie chimique, par
dissolution des cellules en utilisant des enzymes. Une fois I'amidon extrait, il subit une
hydrolyse (saccharification) pour le transformer en un sucre simple fermentescible, qui sera

soumis a une fermentation suivie d'une distillation. (Sadi M., 2012).

Les plantes sont tout d'abord lavées puis pressées pour en extraire le jus sucré qui est
ensuite introduit dans des fermenteurs ou se déroule la transformation biologique des sucres
en éthanol sous I'action de microorganismes comme le Saccharomyce Cerevisiae. (Jean B et
May C 2013)

I11-6-L"utilisation de bioéthanol

L'usage du bioéthanol pur dans des véhicules de série n'est pas possible, les
caractéristiques de I'alcool étant trop éloignées de celles de I'essence. Son utilisation nécessite
donc certaines précautions et il s'agit davoir recours a diverses solutions d'utilisation
(mélange a faible taux de bioéthanol avec de I'essence ou du diesel, usage de véhicules
spéciaux, etc.) .(Pauthenier C etFaulonJ.,2013)Le bioéthanol est utilisé dans de nombreuses
domaines comme de carburant ,agroalimentaire, produit d'entretien, cosmétique,

pharmaceutique....................... (etc).

I11-6-1 Carburant :Le bioéthanol peut étre utilisé a I'état pur comme carburant substitue a
I'essence dérivée du pétrole ou bien en mélange a des niveaux, de concentrations variables.
Les meélanges d'éthanol et I'essence sont identifies par l'abréviation "Exx™ indique le

pourcentage d'éthanol inclus dans le mélange. Un carburant E20 contient donc 20% d'éthanol
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et 80% d'essence, alors qu'un carburant E100 correspond a de I'éthanol pur. Plusieurs types de
mélange sont commercialisée dont les plus fréquents sont le E5, le E10, le E85, le E100. Le
bioéthanol peut étre aussi utilisé sous forme d’ETBE (Ethyl Tertio Butyl Ether), qui est formé
par I'éthérification catalytique de I'iso butene avec de I'éthanol. 1l contient 45% en masse
d'éthanol combiné sous forme chimique. L'ETBE possede le méme avantage que I'éthanol en
termes d'accroissement d'indice d'octane. Comparé a I'essence, I'éthanol contient prés de 40%
moins d'énergie, mais affiche une masse volumique supérieure de 7%. Utilisé dans un systeme
d'injection volumétrique, I'éthanol générera donc moins de puissance gqu'une essence, cette
diminution étant proportionnelle au contenu en éthanol du carburant. Toutefois,
I'incorporation de 10% d'éthanol dans I'essence ne réduit que de 3% la puissance du moteur et

favorise une meilleure combustion d'un méme ordre de grandeur . Sadi M., 2012).

111-6-2 Produits d'entretien: L’éthanol est utilisé dans les activités de développement et de
fabrication comme solvant, produits de fermentation ou intermédiaire de synthése. La
substance est également reconnue comme un produit de fermentation, de décomposition ou de
combustion .Selon la fonction de 1’éthanol dans les produits finis et leur niveau d’élaboration,
différentes qualités d’éthanol sont utilisées dans les industries. Leur répartition est résumée
schématiquement dans le tableau ci-apres La présentation des différents usages professionnels
de I’éthanol est organisée par secteur d’activité, dont la liste est basée sur les références citées

dans les différentes sources. (Anonyme 2012) (Tableau 5).

Tableau 5: Types d'éthanol par secteur industriel (Anonyme 2012)

Secteur industriel Types d'éthanol

REN Déshydraté Surfin
Parachimie X X
Produits domestiques X X
Cosmeétologie X X
Alimentaire (vinaigre) X X
Boissons piritueses et X
les préparations
culinaires

I11-7-Les avantages liés a I'utilisation de bioéthanol
I11-7-1- Contenu énergétique : Le rendement énergétique a été évalué par diverses methodes

pour le bioéthanol en établissant le ratio de 1’énergie utilisée pour la production sur I’énergie
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contenue dans le carburant. Les méthodes varient selon que I’on considére 1’énergie utilisée
pour le carburant seulement ou selon que la portion d’énergie nécessaire a la production des

co-produits est prise en compte. (Anonyme., 2013)

I11-7-2- Emissions de gaz a effet de serre: La filiére de I’éthanol cellulosique devrait
toutefois contribuer a améliorer le bilan des émissions de gaz a effet de serre par rapport a

I’utilisation du mais-grain. Les avantages soulevés sont les suivants :

v Utilisation de résidus forestiers et agricoles non valorisés.

v Utilisation de déchets urbains et de boues de traitement des eaux (Anonyme., 2013)

I11-7-3- Valorisation de la biomasse : La production d’éthanol lignocellulosique ainsi que la
production de bioproduits comme des granules sont aussi des occasions de valoriser divers

types de biomasse. (Anonyme., 2013)
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IVV-1-Le choix de I'espéce microalguale productant de sucre

L'isolement et l'identification des microalgues productrices de sucres s’effectuent en
plusieurs étapes. Tout d'abord, le chercheur doit préciser les souches productrices ces
substances par une recherche bibliographique, par exemple: la Spirulina sp .Dunaliella sp. Et
Chlamidomonas sp. ; Puis il doit suivre des différentes techniques nécessaires qui commences
par le prélevement des souches puis l'isolement et enfin I'identification. Dans notre cas, on
prend la spiruline (cyanobactérie : microalgue procaryote) comme exemple pour étudier les

technique d'isolement et I'identification des microalgues. (NOBA K .2010).

IVV-2- prélevement des microalgues

Le prélevement des microalgues s'effectue a | 'aide filet de plancton et brosse de
grattage de la surface support au profondeur de 15 cm, les préléevement sont placés dans des
flacons de (a 50 ml auxquels 1 ml de formol a 40% est ajouté dans des conditions aseptiques
pour éviter toute contamination, le transport des échantillons étant assuré d’une manicre a
éviter tout contact avec I’air extérieur dans des récipients stériles et a basse température
(glacieres) .( Hélene B.2006)

V- 3 isolement des microalgues

IV-3-1- Milieux de culture: Pour plus de commodité, les souches d’algues et de
cyanobactéries sont cultivées sur un milieu unique, le milieu Bold de base. La recette utilisée
au laboratoire est simplifiée car elle nécessite uniquement la préparation de trois solutions
meéres (Tableau 6). Ces solutions, une fois stérilisées a 120 °C pendant 20 min, peuvent étre
conservées quelques mois a 4°C. Pour préparer 1 L de milieu de culture liquide, 10 ml de
solutions A et B et 1 ml de s solution trace sont ajoutés a 1 L d'eau dés ionisée. La solution est
ensuite stérilisée en autoclave a 120 °C pendant 20 min. Pour préparer 1 L de milieu de
culture "solide”, 10 ml de solutions A et B, 1 ml de solution trace et 12 g d'agar (Agar

washed, Sigma) sont ajoutés a 1 L d'eau dés ionisée. (HéléneB.2006).

La solution est ensuite stérilisée a 120 °C pendant 20 min. Une fois refroidie, environ
20 ml de milieu encore liquide sont coulés dans des boites de Pétri, au voisinage immédiat de
la flamme d'un bec Bunsen, afin de conserver un environnement stérile. Une fois la gélose
refroidie, les boites peuvent étre utilisées immédiatement ou entreposées pour une courte

période afin d'éviter toute contamination. (Héléne B.2006).
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Tableau 6 : Composition des solutions meres du milieu Bold de base..(Hélene B.2006)

Produit concentration
Solution A NaNO; 25
CaCL,2H,0 2.5
MgSO,47H,0 7.5
Fe EDTA 2
Solution B K;HPO, 7.5
KH,PO, 17.5
NaCl 2
Solution trace H3BO3 2.4
MnCl,,4H,0 1.8
(NH;)6M07024,4H,0 0.02
ZnS04,7H,0 0.22
CuS0O,45H,0 0.08
CoNO3 0.09
VOS0,4,2H,0 0.43

. Les isolements des microalgues sont effectués a partir de fragments de prélevement placés

sur du milieu de culture "solide". Quand les micro-organismes commencent a se développer,

ils sont isolés par la "méthode de la plaque striée" pour obtenir des cultures uni-algales, ou par

prélévement d'une portion de gélose et ensemencement d'une nouvelle boite, dans le cas de

cyanobactéries (Figure 14). L'ensemencement d'une souche en milieu liquide est réalisé par

prélevement d'un échantillon de micro-organismes a la pointe d'une 6se d'inoculation, qui est

ensuite plongée dans le milieu liquide. Toutes ces manipulations s'effectuent au voisinage

immediat d'une flamme de bec Bunsen afin d'éviter les risques de contamination.

(HéleneB. ,2006)

37



Chapitre IV isolement et identification des microalgues

Figure 14. Des microalgues. A : culture liquide des souches microalgales; B : cultures
liquides en fioles d'Erlenmeyer; C : développement des microalgues a partir de
fragments de revétements ; D et E : ensemencement d'une souche des microalgues (E)

sur milieu solide. (Héléne B, .2006)

IV-3-3- Conditions de culture: Les souches des microalgues  utilisées pour le
fonctionnement du banc d'essai par ruissellement d'eau sont cultivées dans des flacons de 2 L
soumis a un bullage d'air, sous agitation magnétique : I'air ambiant pompé circule dans une
solution de CuSO4 15 g L-1 afin d'en éliminer les spores éventuellement présentes, puis est
injecté dans la culture via un fritté en verre. Les souches utilisées pour les autres analyses,
conservées dans des fioles d'Erlenmeyer de 250 ml munies de bouchons en coton cardé, sont
agitées manuellement plusieurs fois par semaine (Figure 14). Ces cultures sont placées dans
une chambre de culture (Setric Genie Industriel) climatisée a 20.0 + 0.5 °C ou elles sont
soumises a une intensité lumineuse (lumiére blanche de qualité Cool White, tubes
fluorescents OSRAM 18 W) de 15 + 3 umol m-2 s-1 PPF (Photosynthetic Photon Flux) selon
une photopériode de 16 h/8 h éclairage/obscurité. Les souches conservées sur du milieu
"solide" sont entreposées dans l'algothéque, soumises a une intensité lumineuse d'environ 30
umol m-2 s-1 PPF selon une photopériode de 16 h/8 h éclairage/obscurité. Les intensités
lumineuses sont évaluées a l'aide d'un quantumétre L1-250 (LI-COR) muni d'un capteur plat.
(Hélene B,.2006)
IV-4- Dosage des microalgues

La concentration des souches étudiées dans le banc d'essai par ruissellement d'eau est
évaluée par mesure de la masse séche et par turbidité, des corrélations étant ensuite effectuées

38



Chapitre IV isolement et identification des microalgues

entre ces deux méthodes. En routine, I'évaluation de la turbidité d'une culture permet ainsi

aisément d'obtenir son équivalence en poids sec. (Héléne B, .2006)

IV-4-1-Masse séche : Un volume connu de culture des microalgues est filtré sur des
membranes en microfibre de verre de porosité 1,2 um (Whatman). Ces filtres sont ensuite
séchée a 105 °C pendant 3 h, et la masse correspondant aux micro-organismes secs est ensuite
déterminée et rapportée au volume filtré. La masse seche est exprimée en mg mL-1. (Hélene
B,.2006)

IVV-4-2-Turbidité : La turbidité d'une culture est évaluée en mesurant sa densité optique a A=

750 nm, au moyen d'un spectrophotometre. (Hélene B, .2006).

V-5 L’enrichissement des microalgues

V-5 -1-Le milieu de culture: Le milieu de culture utilisé pour I'isolement de Sprulina sp. est
un milieu liquide constitué d’eau distillée et de sels minéraux, avec un pH compris entre 9,5 et
10 et une agitation mécanique continue dans les proportions suivantes (tableau
7) ,(Doumandji A. , 2011)une fois stérilisées a 120 °C pendant 20 min,La solution est ensuite
stérilisée & 120 °C pendant 20 min. Une fois refroidie, environ 20 mL de milieu encore liquide
sont coulés dans des boites de Pétri, au voisinage immédiat de la flamme d'un bec Bunsen,
afin de conserver un environnement stérile. Une fois la gélose refroidie, les boites peuvent
étre utilisées immédiatement ou entreposées pour une courte période afin d'éviter toute
contamination.(Héléne B., 2006).

Tableau 7 : La composition du milieu de Hiri (pour 1 L d'eau distillée).,(Doumandji A. ,
2011).

Composés Quantité (g/L)

Bicarbonate de soude (NaHCO3) 16
Chlorure de sodium (NaCl) 1

Phosphate d’ammonium (NH4H2PO4) 0.1

Sulfate de fer (FeSO4) 0.1

Sulfate de magnésium (MgSO4) 0.1

Sulfate de potassium (K 2504) 0.5

Chlorure de calcium (CaCl2 0.1

Urée azotee CO(NH2)2 0.1
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I\VV-5-2- Techniques d’enrichissement des microalgues : la culture de Spirulina sp débute
par ’ensemencement qui est réalisé par dilution d’un inoculum 100 % spiralé de grande taille,
d'un vert tirant vers le bleu-vert en respectant les mémes conditions physiques (une
température d’incubation a 30°C., une intensité lumineuse égale a 1512 flux et une agitation
mécanique a ’aide d’une pompe a air toute la journée avec des coupures de 20 minutes de

temps en temps). (Figurel5), (Doumandji A. , 2011)

(@) : souche mere
(b) : dilution 1 (5 ml d’inoculum + 30 ml de milieu)
(c) : dilution 2 (20 ml d’inoculum+150 ml de milieu)

Figure 15: Ensemencements des microalgues a partir de la souche mére (Doumandji A.,

2011)
IV-5-3-Repiquage desmicroalgues : apres 6 a 8 jours, un dédoublement est réalisé par

repiquage dans 500 ml de milieu de culture jusqu’a 1’obtention de 8L de cultures de spiruline
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concentrée qui seront dédoublés directement dans 20 L de milieu de culture neuf (Figure

16).(Doumandji A., 2011)

Lorsqu'une biomasse optimale de spiruline est obtenue,(figure 16) la filtration est
réalisée a I’aide d’un systéme de filtration et une pompe a vide utilisant un papier filtre de
type Whatman, 47 mm de diametre. La récupération de la spiruline s’effectue en raclant
délicatement la biomasse avec une spatule stérile qui sera entreposée dans une boite de Pétri
stérile. Aprés I’identification de notre colonie ( spirulna sp) on fait I’examen microscopique

pour la confirmation .(Doumandji A. , 2011)

(a) (b)
\ a2

(c)

(a) Croissance de la biomasse de la dilution 2

(b) Dédoublement 1 (8 L de culture)

(c) Dédoublement 2 (15 L de culture)

(d) Dédoublement 3 (28 L de culture)

Figure 16: Les différentes etapes du dédoublement de la culture de Spirulina sp
(Doumandji A., 2011)
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(a) (b)

a) Filtration de la culture de Spiruline

(b) Biomasse fraiche sur papier filtre

Figure 17: Filtration et récolte de Spirulina sp apres cette opération, le sechage est
réalisé a I’étuveentre 80°c et 100°c pendant 24h (Doumandji A. , 2011)

1VV-6-Mesurede la teneur du sucre

1\V-6-1-Méthodes direct (la méthode de Miron 2003) : la méthode utilisée pour déterminer
le taux des carbohydrates est inspirée de celle de la réaction acide sulfurique + anthrone
adaptée a la biomasse algale. A 100 mg de biomasse sont ajoutés 8 ml d’acide perchlorique
agité fortement et laissé 5 ml du réactif a I'anthrone fraichement préparé sont ajoutés a 1 ml
du filtrat précédemment obtenu puis chauffés a 100°C pendant 12 minutes, une couleur verte
se développe en raison de la formation d'un complexe glucose-anthréne, dont on détermine la
densité optique a 630 nm aprées refroidissement du mélange. Le blanc étant 5 ml du réactif
additionné a 1 ml d’eau distillée. Un courbe étalon est réalisé en préparant des concentrations
connues de D + glucose dissous dans de 1’eau distillée. Densité optique et concentration en

glucose (Cg; mg/ml) sont liés par la relation suivante:
Cg =0,536 x DO 630 + 0,0028
Cg : concentration de glucose (mg/ml).(Doumandji A., 2011)

IV-6-2- Méthode indirect : Extraction des polysaccharides extracellulaires sécretés
parles microalgues : La méthodologie employée (Figure 18) pour I'extraction séquentielle et

sélective des Polysaccharides .La premiére phase consiste en la déepigmentation de l'algue par
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de [lacétone et de [I'éthanol respectivement. Quantitativement, le polysaccharide
extracellulaire, recueilli apres extraction a l'eau chaude de l'algue brute et purification,
présente une part significative de la biomasse séche. La moyenne établie a partir de trois
séquences d'extraction indique que le polysaccharide matriciel produit par des microalgues
représente 14 % de la matiére seche ce qui est en accord avec les valeurs déja publiées (RUIZ
G.,2005)

Broyat d’algues ]

v

Dépigmentation a 'acétone
(1 nuit sous agitation)

. rFiItralion

Dépigmentation a I'éthanol
(1 h a reflux, x2)

3 Filtration
N

Résidu
dépigmenté

| < Dépigmentation

v

Extraction a I'eau
(1 h & reflux,
centrifugation, x 3)

|
L 4
] { Phase polysaccharidique ]

Extraction

2

Phase polysaccharidique
matricielle

|

[ Polysaccharide J

fibrillaire
(culot cellulaire)

—

extracellulaire

@ﬁfication | <

Figure 18: Méthodologie d’extraction et purification des polysaccharides extra
cellulaires. (RUIZ G ., 2005)

Le rendement de sucre extrait a partir des microalgues est mesuré par 1’équation suivante :
p q

La masse du sucre
Rendement =

La masse de biomasse algale initiale seche
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V- La culture des microalgues

La culture des microalgues a été developpée a des fins diverses, notamment pour leur
valeur nutritionnelle. Pour des marchés de niche tels que la nutrition, les quantités de
microalgue nécessaires et donc la taille des infrastructures sont bien plus faibles que celles
nécessaires a la production de biocarburant. Ainsi, une culture de spiruline d’un hectare peut
étre considérée comme une exploitation commerciale alors que, pour les biocarburants,
I’échelle commerciale est de 1’ordre du millier d’hectares. Bien que les intrants soient plus ou
moins qualitativement les mémes, les notions d’échelle ainsi que les contraintes économiques
et environnementales ne sont pas du méme ordre. La conception des modes de culture a di
étre repensée dans 1’optique spécifique de produire du biocarburant, avec des rendements
surfaciques élevés et des besoins énergétiques contraints. Les algues peuvent étre cultivées
suivant deux modalités :(Julien S., 2010).
v conditions photoautotrophes: la lumiére solaire sert de source d’énergie et le CO, de

source de carbone et sont captés par la photosynthese. (Julien S., 2010)

v conditions hétérotrophes : de la matiére organique est utilisée par fermentation comme

source de carbone et d’énergie. (Julien S., 2010)
V-1-Les procédeé de récolte et la concentration

Le moment de la récolte est important. Il s’agira d’un compromis entre la quantité

(concentration cellulaire) et la qualité (composition biochimique). (RobertA., 2008)

Cette étape est assez complexe par la taille des algues qui est de quelques microns et
de par la densité desmicro-algues proche de celle de l'eau. Certaines especes peuvent se
récolter directement par filtration sur soie, telle que la spiruline qui est une cyanobactérie ou
par filtration membranaire. Pour la plupart des especes, il faut tout d'abord passer par une
étape de pre-concentration afin de réduire le taux d’humidité.(Julie S.,2010).Une importance
toute particuliére doit donc étre apportée aux consommations énergétiques des différentes
méthodes.(Salmez M.,2009).

La récolte peut se faire par microfiltration, floculation, centrifugation, ou encore
décantation. De nombreux procédés demanderont une étape desséchage de la biomasse qui
sera tres gourmande en énergie. Les couts de séchage et conditionnement représente environ
10 % du cout de production dela biomasse. (Salmez M., 2009).

V-1-1-Différents étapes de récolte des microalgues
V-1-1-1- Sédimentation gravitaire par différence de masse volumique : Certaines souches

d’algues présentent une tendancenaturelle a sédimenter dés 1’arrét de toute forme de
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brassagedu milieu. Cela facilite alors leur récolte, puisqu’il est possiblede travailler sur des
volumes moins importants. (Figure 19) Le temps de décantation dépend de trois parametres :
la différence dedensité entre le milieu de culture et les micro-algues, la tailledes micro-algues,
et la viscosité du milieu de culture (loi deStokes). (Woolf A., 2007)

Figure 19 : Différents temps dessédimentation (Woolf A., 2007)

V-1-1-2- Floculation-décantation : Le phénomeéne de floculation est provoqué en agissant
sur 1’état d’agrégation des cellules, ce qui facilite la décantation des micro-algues. De
nombreuses formes de floculations forcées sont utilisées. La floculation chimique se réalise au
moyen d’additifs chimiques liant les algues ou modifiant le interactions physico-chimiques
entre elles. On peut procéder soit a 1’ajout de sels de Fer (FeCls, Fe2(SOy)s, ...) ou
d’Aluminium (Al(SO4)3), soit a 1’ajout de polyméres (anioniques ou cationiques;
synthétiques ou naturels). (Pruvost J., 2010)

La biofloculation peut étre déclenchée par un changement des conditions
environnantes (pH, lumiere, température, carence en nutriments) entrainant un stress cellulaire
générant la synthese d’exsudats agrégeant. Elle est plus précisément appelée dans ce contexte
autofloculation. (Salmez M., 2009)

La biofloculation peut aussi étre entrainée par 1’utilisation de population microbienne
engendrant la synthése d’exsudats agrégeant. L’électrocoagulation et I’¢électrofloculation
présentent toutes deux I’avantage de ne pas utiliserd’additifs chimiques. La premicre se
réalise au moyen d’électrodes a base de Fer ou d’Aluminiumparcourues par un courant
générant la libération d’ions métalliques par oxydoréduction. Laseconde présente deux voies,
soit par I’utilisation d’électrodes (deux électrodes sont placéesdans la suspension, anode et
cathode, au contact de 1’anode (+), les cellules (-) perdent leurcharge et peuvent s’agglomérer)

soit par ultrasons (les ultrasons générent des champs acoustiques, les cellules se concentrent
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dans les zones ou le potentiel est minimum, provoquant ainsi leur agrégation). (Pruvost J.,
2010)

V-1-1-3-Flottation : Certaines souches peuvent avoir une tendance naturelle a flotter, en
particulier celles riches enlipides. Pour les autres le phénomene de flottation est produit par
une action sur la différence damasse volumique et le diameétre des cellules. (FournierR.,
2007)

L'électroflottation permet aux particules en suspension, ici les algues, d’étre entrainées
a lasurface par I'action des microbulles d'hydrogéne provenant de I'électrolyse des molécules
d'eau. Il en résulte une couche dense a la surface contenant les algues en suspension. En plus
de présenter une consommation énergétique élevée, cette méthode peut étre problématique
pourla récolte des algues marines avec la tenue des électrodes en milieu marin compte tenu de

laprésence de I’ion chlorure (présent dans le sel de mer). (Julien P., 2010)

Mise au point pour le traitement des eaux usées, ce n’est que bien plus tard que la
méthode DAFfut considérée pour la récolte des algues. Elle consiste a faire buller de ’air tout
au long de la suspension algale, permettant ainsi aux algues de flotter a la surface. La
floculation peut étre utilisée pour favoriser le processus de récolte. En plus de 1’efficacité du
floculant, la remonté dépend en grande partie de la taille et de la distribution des bulles d’air
au travers de lasuspension. La couche supérieure enrichie en algues est alors mise de coté

dans un containerpour des traitements ultérieurs. (Julie P., 2010)

V-1-1-4-Centrifugation : La centrifugation est une technique utilisant la force centrifuge,
c’est a dire 1’action sur lenombre de g : I’intensité gravitationnelle, pour séparer des particules
solides en suspension dans un fluide, ici les algues en suspension dans leur milieu de culture.
L'appareil utilisé pour réalisercette séparation est nommé centrifugeuse. Elle permet de

séparer les éléments du mélange enle faisant tourner a grande vitesse. (Woolf A., 2007).

Les caractéristiques des cellules (taille, concentration...), le temps de séjour (controlé
par le débitd’alimentation), et I’accélération (nombre de g) sont autant de parametres
opératoires aprendre en compte pour le bon déroulement de cette technique de récolte
Plusieurs systéemes utilisant cette technique ont été développés : la centrifugeuse a bol,
I’épurateur a assiettes, le décanteur centrifuge et I’hydrocyclone. (Woolf A., 2007).

Reconnue comme étant, a I’heure actuelle, une des techniques les plus utilisées,
lacentrifugation est également 1’'une des plus coliteuses en termes d’investissements et

deconsommation énergétique. (PruvosT;2010).
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V-1-1-5-Filtration frontale : Tamisage, séparation par exclusion de taille : La filtration
frontale, la plus connue, consiste a faire passer le fluide a filtrer perpendiculairement la
surface du filtre. Ce type de technologie est valable pour des « grosses » cellules, soit
unetaille des particules supérieure a 40 um. (Figure 20)C’est certainement le procédé le plus
simple & mettre enceuvre. En effet il est possible d’utiliser de simples toiles ou tamis pour la
récolte de spiruline par exemple. Il est aussi envisageable de se servir d’un tamis vibrant avec

une épaisseur demaille inférieure a la taille des algues. (Pruvost J., 2010)

Ce procédé de récolte fonctionne sous de faibles gradients de pression (ou a vide) et
présente lanécessité de racler le gateau d’algues (ou de le structurer par ajout d’auxiliaires de
filtrationcomme des fibres de cellulose ou de la terre de diatomées) formé a intervalles
réguliers pourmaintenir les débits de filtration, en effet cette technique est limitée par
I'accumulation desparticules a sa surface, qui finissent peu a peu par le boucher
(colmatage).En fonction de la nature de la souche cultivée une pré-concentration préalable ou
une précouchefiltrante peuvent étre nécessaires. Le taux de matiére séche et la
consommationénergétique sont quant a eux dépendant de la nature du tamis utilisé. (Woolf
A., 2007).

Crossflow

Plugged Pores

Figure 20: Principe de la filtration tangentielle (Woolf A., 2007).
V-1-1-6- Filtration tangentielle membranaire : séparation par exclusion de taille : La

filtration tangentielle, au contraire, consiste a fairepasser le fluide tangenticllement, c’est-a-
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dire parallelement, a la surface du filtre. C'est la pression dufluide qui permet a celui-ci de
traverser le filtre. Les particules, dans ce cas, restent dans le flux decirculation tangentiel, et le
colmatage s'effectue ainsibeaucoup moins vite. Cependant, cette technique estréservée aux
trés petites particules, dont la taille estinférieure a 40 um, soit la plupart des micro-algues
unicellulaires. Dans ce contexte de récolte, une bonne rétention nécessite le recours a des
membranes de micro (MF) ou d’ultrafiltration (UF) avec des pores allant de 0,5 um & 0,02 um
(=50 kDa). (Figure 21) .Ces systemes présentent une différence de pression et une vitesse
tangentielle limitées, et uneforte consommation liée au pompage et a la pression. 1ls peuvent
étre une alternative plausiblea la centrifugation. Des systémes similaires, mais avec des
membranes minérales, sont utilisésdepuis des décennies pour rendre potables des eaux de

consommation réfractaires aux traitements classiques (Cantin I ., 2010).
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Figure 21 : Comparaison des deux modes de filtration (Julie S., 2010)

V-1-1-7-Comparaison des différents systemes de récolte : Notons que les deux systémes
peuvent étre utilisés en cascade : récolte puis concentration. Notons aussi que les technologies
sont souvent utilisees de facon combinée. Par exemple, floculation puis flottation ou

décantation, floculation puis centrifugation, floculation puis (Julie S., 2010)

L’étape de récolte et de concentration des microalgues est susceptible de peser lourd
dans la balance énergétique de la chaine de production. Une importance toute particuliére doit

donc étre apportée aux consommations énergétiques des difféerentes méthodes (Figure 4).

Le taux d’humidité final conditionne les procédés aval d’extraction des lipides. Le

choix de la methode de récolte doit donc se faire de fagcon concertée avec celui des techniques
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d’extraction. Le (Tableau 8) résume les objectifs d’humidité pour les différents systémes de
récolte. 1l est essentiel de développer les procédés de récolte de facon intégrée avec la
sélection des souches et les modes de culture. Aucune technologie de récolte de faible codt
n’a encore €t¢ démontrée a une échelle conséquente. Il reste donc encore a tester la faisabilité
technique et économique des méthodes utilisables pour cette brique de la chaine de valeur
(PruvostJ., 2010)

Tableau 8 : Comparaison des systémes de récolte en fonction de leur objectif d’humidité

finale (Julie S., 2010)

Biomasse trés humide < 5% MS Biomasse humide 5- 30% MS
e Sédimentation naturelle e Tamisage
e Flottation e Filtration
e Floculation chimique e Centrifugation

e Biofloculation
e Electrocoagulation
e Electrofloculation

e Techniques membranaires

V-2-La biotechnologie de production de microalgue
Il existe aujourd'hui deux types de technologie capables de produire des micro-algues a
échelle industrielle. Nous allons tenter de mettre en lumiere les avantages et inconvénients de

chacun des deux procédés (Robert A., 2008).

V-2-1- Systémes ouverts

V-2-1-1-Présentation générale :Par principe, la culture ouverte nécessite des especes
robustes a la contamination. Elle est également peu contrdlée (maitrise faible des paramétres
physico-chimiques) et tres dépendante des variations saisonnieres et climatiques (production
restreinte aux saisons propices). L’évaporation forte induit une consommation en eau élevée
(qui limite néanmoins la montée en température de culture). Ce principe souffre souvent
d’une double limitation par la lumiére et par 1’apportent carbone, du fait d’un contact

important avec 1’air ambiant. (Julie S., 2010)

L’ajout de bicarbonates ou la prédis solution du CO2 sont deplus peu efficaces (remise
en équilibre avec 1’atmosphere). La concentration atteinte en biomasse est donc faible, avec

unerecolte alors laborieuse. (Julie S., 2010)
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V-2-1-2- Technologies existantes
V-2-1-2-1-Raceways : Toutefois peu d’especes des microalgues peuvent étre cultivés en

milieu ouvert de maniere mono spécifique. (Cantin I ., 2010).

Pour toute culture en milieu ouvert la principale contrainte est le risque de
contamination. C’est pourquoi lescultures actuelles se faisant a ciel ouvert concernent des
espéces de microalgues poussant dans des milieux trés électifs. (Figure 22) Trois microalgues
sont cultivees actuellement avec succes en milieu ouvert : la spiruline (fort pH), la chlorelle
(trés riche en nutriment) ou la Dunaliellasalina (milieu hypersalin). Le milieu de culture peut
étre contaminé par d’autres espéces de microalgues ou d’autres microorganismes comme des

bactéries ou des protozoaires. (Cantin I ., 2010)

Les rendements atteints avec ces systémes ne sont pas optimaux a cause de
I’impossibilité de controler lesfacteurs environnementaux. La variable sur laquelle il est
possible de jouer, est la hauteur de la lame d’eau. Celle-ci ne devra pas étre trop importante
pour permettre un bon accés a la lumiére mais d’un cété un minimum est requis pourpermettre
un bon brassage de 1’eau et pour limiter 1’échauffement du bassin et les phénoménes

d’évaporation. (Patricia et BecerrA., 2009).

Généralement une lame d’eau variant de 20 a 30 cm est choisie pour les raceway et
une de 50 cm pour les bassins stagnants. Les phénoménes de variations de cette lame d’eau
sont a prendre en compte lors de fortes précipitations. Ces variations vont entrainer des
modifications du milieu, comme des variations de concentration en nutriments ou de lasalinité
pouvant a terme entrainé des contaminations On peut atteindre des concentrations de 0,1 a 0,5
g de MS/L et une productivité surfacique de 10 a 30 g/m2/j.Ces variations de rendements vont
dépendre des conditions climatiques et de I’apport plus ou moins important d’engrais.Sous
certaines conditions, des concentrations de 10 g/L ont été atteintes avec une lame d’eau de 1

cm pour la culture dela chlorelle.(Cantin I ., 2010).

La qualité de ’air est a prendre en compte pour les cultures en systeéme ouvert surtout
si le produit final seravalorisé en alimentation humaine ou animale. En effet les microalgues

vont capter toutes pollutions de 1’air ou de I’eau.(Cantin | ., 2010).
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Figure 22: Schéma d’un raceway et des flux associés a son fonctionnement. \WOOLF A.,
2007)

V-2-1-2-2- Systemes plans inclinés : Une mise en culture originale consiste a faire ruisseler
laculture sur des plans inclinés. Ce systéeme aété testé a Trebon en République Tcheque et
Kalamata enGrece. » Trebon, les productivités de Chlorellavulgaris sont de 23 g/(m2 - j) en
juillet, 11 g/(m2 - j) en septembre et, aKalamata, de 32 g/(m2 - j).(Figure 23)Conséquence
directe de la fortesurface spécifique (> 100 m-1), une concentration en biomassetres élevée
est obtenue (20 a 40 g/L).(Woolf A., 2007)

Figure 23: Photobioréacteur a plans inclinés et a ciel ouvert (WOOLF A., 2007)
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V-2-2- Systémes clos
V-2-2-1- Présentation générale : la culture en milieu isolé de I’extérieur se fait en systéme
appelé « photobioréacteur ». Le confinement élargit la possibilité de culture a des espéces pas
nécessairement résistantes ala contamination, méme si, pour des installations de grandetaille,
un controle poussé de 1’axénie reste délicat. Un meilleur contrdle des conditions de croissance
(pH, T °C, carbone dissous), des échanges gaz-liquide est également obtenu.
Enfin,I’évaporation y est quasi nulle. 3tant des technologies plusavancées que les systemes
ouverts, les inconvénients sont lecolit et la complexité d’extrapolation sur des grandes
surfaces.Le fonctionnement clos a également tendance a mener a unéchauffement de la
culture, en particulier du fait de la captation solaire élevée souvent recherchée, le
rayonnement solaire contenant une part élevée d’infrarouges (= 55 %). Les photobioréacteurs
integrent donc souvent des systémes derefroidissement, soit par aspersion d’eau, qui peut
provoquerdes dépbts minéraux sur les faces optiques, soit par immersion en bassin
thermorégulé. L hydrodynamique du systémea aussi un réle majeur, en particulier pour éviter
la formationde biofilms sur les parois optiques.(Cantin I ., 2010).
V-2-2-2-Technologies existantes
V-2-2-2-1-Photobioréacteurs tubulaires et cylindriques
v' Principe général : Les géométries cylindriques et tubulaires se prétent biennaux
contraintes des photobioréacteurs, avec une bonne circulationet tenue en pression, et
une courbure exposée favorablea la surface éclairée. (Robert A., 2008)

Les photobioréacteurs cylindriques reprennent le principedes colonnes a bulles ou
intégrent une zone ascendanted’aération et une zone descendante, sur le principe air lift.
llssont généralement placés verticalement avec une injection degaz en bas de colonne. Le
concept est simple mais peu favorableaux productivités élevées car les diamétres importants

meénent a des surfaces spécifiques éclairées faibles. (Robert A., 2008)

La disposition verticale n’est également pas idéale pour la captationdu flux solaire. Le
dimensionnement est cependant facilité par 1’abondante littérature éprouvée sur de

nombreusesautresapplications.(Figure24)(Pruvost;2010)
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Figure 24: réacteur cylindrique (Julie;2010)

V-2-3-Comparaison Raceway / Bioréacteur : La récupération de la biomasse a partir du
mélange et I'extraction de I'huile est une des étapes les plus onéreuses. La difficulté et par
conséquent le prix de cette opération sont directement liés a la concentration en biomasse du
mélange de culture. La concentration en biomasse étant 30 fois plus importante en bioréacteur
gu'en raceway, le bioréacteur semble un meilleur candidat. Cependant, les colts élevés de
cette installation étant trés limitatifs, un compromis doit étre trouvé. On peut espérer qu'un
développement plus large de structures permettra une « démocratisation » de ces technologies
par effet d'échelle. Suite a l'introduction des principales problématiques et contraintes
techniques, nous allons maintenant examiner un panorama mondial des solutions mises au

point et des axes de recherche. (Fournier R., 2007).

V-3-Les principe de conception de systeme de culture

V-3-1-Facteurs limitants : Les facteurs limitants sont en ordre décroissant : lalumiere,
lasource decarbone,les nutriments minéraux(en supposant la température et le pH maintenus
dans des gammes acceptables, et une culture bactériologiquementsaine). Les limitations
minérales et carbonées peuvent étreévitées, mais 1’apport de lumicre apparaitra trés souvent
limitant. Cela conduit a 1’élaboration de réacteurs a géométriesspécifiques, ou la captation et
I’exploitation de la lumiéredeviennent des points clés. Cela sera a concilier avec lescontraintes
d’exploitation (niveau de contrdle, production Vvisée, ressources disponibles en eau, CO2...),

les besoins de lasouche et son comportement (sédimentation, biofilms).(Pruvost J., 2010).

V-3-2- Apport de carbone et de minéraux : idéalement, 1’apport doit maintenir une
concentration nonlimitante, sauf cas particulier ou une carence volontaire induit une réponse
biologique répondant a un objectif de production, comme la suraccumulation d’un métabolite.
(Robert A., 2008).
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L’apport peut se faire en début de culture (modebatch), en continu ou semi-continu,
noter quela limitation minérale est facile a éviter par surdosage, ce quitoutefois génére un
surcodt de traitement des rejets.viter une limitation par le carbone dissous (1’élément constitue
~ 50 % de la biomasse) nécessite un apport important afin que la teneur reste suffisante pour
ne pas générer delimitation. Cet apport qui, idéalement s’effectue tout au longde la culture, est
réalisé soit sous forme de CO2gazeux (pur ou en mélange) transféré au liquide puis dissocié
en formescarbonatées, soit sous forme de carbonate liquide. Dans le casd’un bullage, le
transfert au milieu dépend des performancesdu systétme employé d’injection et de la
concentration enphase gazeuse. Le pH et la teneur en carbonatesont liés et la consommation
biologique de CO2alcalinise lemilieu : I’asservissement du pH a I’injection de CO2est doncun
moyen d’apporter du carbone en cours de croissance. enoter que le CO2atmosphérique est en

concentration insuffisante(380 ppm) pour éviter une limitation.(PruvostJ., 2010).

V-3-3-Apport d’énergie lumineuse : En tant que limitation principale, I’apport en lumicre
doit étremaximisé. En énergie solaire, une insolation maximale sera ainsi recherchée, méme
en régions a fort ensoleillement, et 1’orientationet 1’inclinaison par rapport a la course du
soleil seront alorsdes parameétres importants. En lumiére artificielle, une plus grande latitude
sera permise, a la fois en intensité et en spectre.D’un point de vue conception, il est essentiel
également de maximiser les surfaces éclairées au regard des volumes misen jeu. Cela méne a
des géomeétries particuliéres (planes, tubulaires...) a surfaces spécifiques élevées et épaisseurs
déculturé faibles radicalement différentes des cuves agitées utiliséesen fermentation ou le
volume est la principale donnée deconception. Du fait de la forte absorption par la suspension,
des épaisseurs de quelques cm a dizaines de cm sont usuellement employées. Noter qu’une
forte absorption permet des flux incidents trés élevés, bien supérieurs aux valeursde
saturation. (Pruvost J., 2010).

V-4-Les procédé d'extraction : Les différents procédés de récoltes abordés précédemment
sont eux aussi susceptibles d’affecter les procédés d’extraction en aval (teneur en eau).
(Julien S., 2010).

V-4-1-Séchage : Il existe différents procédés de sechage, le choix du procédé dépend de
I’application future de labiomasse algale. Le plus ancien est le séchage solaire mais il est
possible de sécher par d'autres moyens comme le séchage en sécheur convectif ou conductif,
ou encore par atomisation, parlyophilisation ou par DIC (Détente Instantanée Contrblée). Le
séchage solaire consiste a étendre sous serre ou a I’air libre les algues récoltées etconcentrées

et a faire évaporer 1’eau par 1’action du soleil. (Julie P., 2010).
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V-4-2-Broyage : Pour qu'un solvant puisse extraire avec succes il doit étre capable de
pénétrer la matriceenfermant les molécules d’intérét, puis d’entrer physiquement en contact
avec ces molécules etles solvates. (Woolf A., 2007).

Pour tout procédé d’extraction, les membranes cellulaires peuvent représenter des
barriéresimportantes pour le solvant. Cela nécessite pour certaines algues un broyage de la
biomasseavant extraction. Un broyage mécanique efficace peut supprimer le besoin d’utiliser
desprocédés a températures et pressions €levées, permettant au solvant d’entrer directement
en contact avec les molécules cibles. (Patricia G et Becerra B., 2009).

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour broyer la membrane des cellules en
amontd’une application de solvants extractifs.. (Patricia G et Becerra B., 2009).

Le broyage mécanique peut se réaliser au moyen de plusieurs technologies

I’homogénéisationde cellules, le broyage a billes, les ultrasons, et I’autoclavage. (Julie P.,

2010).

Les méthodes non mécaniques de destruction des parois incluent des procédés tels que
: lacongélation/décongélation, 1’utilisation de solvants organiques, les chocs osmotiques et des

réactions acido-basiques ou des lyses enzymatiques. (Julie P., 2010).

V-4-3- Extraction : L’extraction repose sur l'identification des composés biologiques a
extraire, ils dépendent del'espéce d'algue et de leur état de croissance. Beaucoup de techniques
d'extraction efficaces nécessitent des substrats concentres, voire totalement assechés. Par
conséquent, un degré déconcentration élevé peut étre nécessaire avant de procéder a
I'extraction. (Julie P., 2010).

V-4-3-1-L’extraction par solvants organiques : Le solvant organique est choisi en fonction
de sa polarité et de son affinité avec les molécules d’intérét a extraire. Parmi eux on retrouve
I’hexane, le chloroforme, 1’éthanol, 1’isopropanol, le butanol, les cétones, les esters, voire des
huiles végétales, pour extraire des molécules commeles lipides ou les caroténoides. Il est
possible de mélanger certains solvants pour modifier et améliorer leur capacité a extraire les
molécules cibles (notamment les molécules polaires) : onobtiendra ainsi une extraction plus

ou moins sélective. (Barbara C., 2012).

V-4-3-2-Extraction a I’eau sub-critique : De fagon générale, le mécanisme est le suivant :
en condition de pression et de température élevées, les composés organiques deviennent

miscibles avec le solvant. Puis, une seconde étape de diminution de la tempeérature et de la
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pression permet de séparer facilement le solvant et les produits extraits. Plusieurs techniques

d’extraction se basant sur ce mécanisme existent : (Barbara C., 2012).

v' A T’eau sub-critique : Cette technique, utilisant de I’eau juste en dessous de la température
critique et a une pression suffisamment élevée pour rester a 1’état liquide, a déja été utilisée pour
Pextraction sélective de composés biologiques de végétaux et de micro algues. (Robert A.,
2008).

v Aux fluides supercritiques: Ce procédé se base sur ’augmentation de la capacité de
solvatation des agents d’extraction au-dessus de leur point critique. L un des principaux
agents utilisés est le CO2, mais 1’on peut aussi citer I’éthane, 1’eau, le méthanol....

(Woolf A., 2007).

V-4-3-3-Extraction avec des fluides supercritiques : L’extraction par fluide supercritique
utilise le pouvoir de solvatation renforcé des fluides au-dessus de leur point critique. Une
alimentation solide ou liquide peut étre utilisée pour la miseen ceuvre de ce procéde.
(Barbara C., 2012).

L’extraction par fluide supercritique est le plus souvent employée en mode batch, mais
leprocédé peut aussi opérer en continu. L’un des points les plus attractifs de 1’extraction par
fluide supercritique est qu’une fois la réaction d’extraction faite et les matériaux d’extraction
dissous dans le fluide supercritique, le solvant et le produit peuvent étre facilement séparés en
aval une fois la température et la pression revenues aux conditions atmosphériques. Dans ce
cas, le fluide retourne a son état gazeux original pendant que les produits extraits restent dans
un état liquideou solide. Les techniques d’extraction par fluide supercritique sont utilisées
pour I’extraction commercialede substances a partir de substrats solides, exemple : la caféine
des grains de café depuis plus de20 ans. La majorité des applications utilisent le CO;
(Tc=31°C et Pc=74 bar), mais d’autres fluidesutilisés peuvent inclure des solvants comme

I’éthane, I’hexane, 1’eau (Tc=376°C et Pc=221 bars). (Julie P., 2010).

V-4-3-4-L’extraction au CQO, supercritique : L’état supercritique confére au CO, un

excellent pouvoir d’extraction, pouvoir modulable avolonté en jouant sur la température et la

pression de mise en ceuvre. Le CO; présente lacaractéristique d’étre un bon solvant a 1'état

supercritique, et un mauvais solvant a I'état gazeux Turquoise — Algues, filieres du futur

28Les avantages de ce procedé sont les suivants :

v le CO; est totalement inerte chimiquement, il est naturel, non toxique et peu codteux,
(Barbara C., 2012).
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v'on utilise des basses températures et des pressions modérées pour sa mise en
ceuvre,température  critiques modérée de 31,1°C pour une pression de 73,9
bars..(Barbara C., 2012).
v en fin de cycle, la séparation entre le solvant d'extraction et le soluté pour obtenir
I’extraitest facile (simple détente qui raméne le CO; a 1’état gazeux), avec une. (Barbara
C., 2012).
v’ les frais de fonctionnement, a 1’échelle pilote ou de laboratoire, sont réduits (le CO,

estcontinuellement recyclé). (Barbara C., 2012).
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Conclusion

A la fin de cette étude, on peut conclure que le bioéthanol ayant une grande
importance énergétique dont lequel I'utilisation de ce biocarburant, comme un source
d'énergie renouvelable a la place de pétrole fossile et a moindre co(t.

En raison des besoins alimentaires des populations, les bioéthanol de premiére
géneration n'ont pas beaucoup de chance de se développer . la production industrielle
de bioéthanol de deuxieme genération est nécessaire pour répondre a une demande
d'énergie sans cesse croissante. Il faudrait affecter prioritairement les bioéthanol au
secteur agricole,demandeur de produits énergétiques bon marché pour une
amélioration de la compétitivité des produits agricoles.

La production de bioéthanol s'effectue par la processus de fermentation des
sucres a partir d'une photosynthese dont le microalgue peut fixer le CO.et transformé
I'énergie lumineuse en énergie chimique (sucre).

Ces derniére sont des micro-organismes photosynthétiques qui présentent une
grande diversité morphologique et des caractéeristiques biochimiques intéressantes qui
leur conférent un grand nombre d’applications a 1’échelle scientifique et industrielle
dans différents domaines a savoir : la production de molécules a hautes valeurs
ajoutées exploitées dans ledomaine pharmaceutique et cosmétique, 1’alimentation
humaine et animale et la productiond’énergie renouvelable a travers la synthése
biologique d’hydrogéne, de méthane et de carburant.

La culture des microalgues s'effectue aprés I'isolement et I'identification de ces
microorganisme dans des milieu de culture spécifique avec des condition favorables
de T°, de temps d'incubation et l'intensité de lumiére. Celle-ci permet de réaliser un
grand nombred’expériences tout en limitant les volumes manipulés, le temps de
travail et les colts dematiére premiére. La production industrielle de ces micro-
organismes passe par ledéveloppement de photo bioréacteurs fermés, stérilisables,

controlés et a haute productivité.



Résumé

Résumé

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques, et ayant de
nombreuse application dans des différentes domaines comme I'environnement et

I'énergie ... etc.

Dans notre étude nous avons étudié la production de bioéthanol qui est
obtenus par fermentation du sucre; ce dernier est élaboré dans les microalgues par la
photosynthése qui transforme I'énergie lumineuse en énergie chimique sous forme de

carbohydrate (sucre) ; ce type de biocarburant est de troisieme génération.

Avant de la culture des microalgues productrices des sucres, on doit les
isoler et identifier puis on les mis en culture suivant des différents modes de culture:
systéeme ouverts et systeme fermé "photobioréacteur” . Ce dernier est le systeme le

plus fréquemment utilisé pour du la culture des microalgues photosynthétiques.
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Résumé

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques, et ayant de
nombreuse application dans des différentes domaines comme I'environnement et I'énergie

.. etc.

Dans notre étude nous avons étudié le bioéthanol qui est obtenus par
fermentation du sucre; ce dernier est élaboré dans les microalgues par la photosynthése qui
transforme I'énergie lumineuse en énergie chimique sous forme de carbohydrate (sucre) ;

ce type de biocarburant est de troisieme génération.

Avant la culture des microalgues productrices des sucres, on doit les identifier et
isoler puis on les mis en culture suivant des différents modes de culture: systéme ouverts et
systeme fermé "photobioréacteur” . Ce dernier est le systeme le plus freqguemment utilisé
pour du la culture des microalgues photosynthétiques.

Mots clés :microalgue, photobioréacteur, sucre, bioéthanol, photosynthese.

uailal)

o Ly juati (Al (Sl Sl dilery o 58 QLS 4 Ay el llaldall
gl Al A Y (e el

Giob O e Juan®i (Al (gl J SV 2] Al )y U8 00 o2 L)
Jsad s Aadall lladall gl S il dlee DA e A 13 ity | Sl jedd
(Sl s 5 81 IS 8 Al A8 ) 4 acal) 48U

o2 aaly ilisa @kl U5 lgiel ) o 4y jeaall lladall o il y Je a0y
Y AUl ga A 13 5 " sl (5 gl Jeladl" Slaall pUaill |~ gl pUaill ;3 k)
sl € il jeaall Calladall de ) 3 Ylentnd
, sl Je) | Sl sl g gall Jelial) | 4y jeaall calladall 3 Agalidal) cilalsl)
(sl s il




	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf
	4.pdf
	5.pdf
	6.pdf
	7.pdf
	chapitre I.pdf
	Chapitre II.pdf
	Chapitre III.pdf
	Chapitre IV.pdf
	Chapitre V.pdf
	8.pdf
	9.pdf
	10.pdf
	11.pdf
	12.pdf

