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Résume
* *

Résumé

L’objectif de cette étude est d’identifier et évaluer des souches microalgale riches en
lipides isolées a partir de huit stations dans la région d’Oued Righ (Lac Ayata, Lac Tindla, Lac
Ain Ezzarga, Lac N’sigha, Oued Khrouf, Oued Sidi Khelil et Canal Oued Righ en deux station a
Djamaa et EI Meghaier).

Apreés une bonne stratégie d’échantillonnage, des analyses physicochimiques des eaux
sont effectuées directement apres le prélevement par un kit d’analyse JBL Testlab et
I’identification phénotypique par le microscope optique a été effectuée a I’aide de guide
d’identification "Frechwater algae" (Edward et David., 2010).

Les résultats sont :
La zone ¢étudiée est adaptée a la production de souches d'algues riche en lipides et I’extraction

des acides gras a partir de laquelle,

Mots clés: Oued Righ, Lac, Microalgues, Lipides, Identification phénotypique.
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Abstract

The objective of this study is to identify and evaluate microalgal strains rich in lipids
isolated from eight stations in the region of Oued Righ (Lac Ayata, Lac Tindla, Lac Ain Ezzarga,
Lac N'sigha, Oued Khrouf, Oued Sidi Khelil and Canal Oued Righ in two stations in Djamaa and
El Meghaier).

After a good sampling strategy, physicochemical analyzes of the water are carried
directly after sampling by a JBL Testlab analysis kit and the phenotypic identification by the
optical microscope was carried on using identification guide "Frechwater algae" (Edward et
David.,2010)

The results are:

The area studied is suitable for the production of strains of algae rich in lipids and the

extraction of fatty acids from which,

Keywords: station, microalgae, lipids, phenotypic identification.
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Introduction général

Tous les organismes vivant ont une fraction de lipides, chez les microalgues celle-ci peu?
étre considérablement augmentée. Certaines especes peuvent en emmagasiner jusqu’a 80% de
leur poids sec par I’application de conditions stressantes (Chisti, 2007). L’étude menée par NREL
(National Renewable Energy Laboratory) aux Etats Unis a permis de sélectionner prés de 3000
especes de microalgues. Celles a forte production de lipides (Sheehan et al.,1998). Les acides
gras les plus recherchés sont ceux dont la longueur de la chaine varie de 14 a 18 carbones (Huang

et al.,2010), ces derniers une fois estérifiées sont les composants majoritaires du biodiesel.

Les microalgues sont des organismes microscopiques, procaryotes ou eucaryotes
photosynthétiques vivant dans les mers, les océans, les eaux douces et les eaux saumatres
(BBSRC, 2011). La présence de microalgues se manifeste aussi par des salissures provoquées sur
les surfaces immergées des murs et des troncs d'arbres. Leur coloration est due a la coexistence,
dans leurs cellules, de pigments variés dont le plus important est la chlorophylle
sous ses trois formes (a, b, et ¢) (SADI, 2012). Elles sont utilisées en plusieurs industries dans
des différentes domaines telles que: energetique, pharmaceutique, neutraceutique, cosmétique

et surtout alimentaire.

Depuis plusieurs années, de nombreuses espéces de microalgues sont étudiées et testées
dans le monde. Certaines présentent des rendements en biomasse prometteurs
avec des teneurs particulierement élevées en lipides. De plus, leurs rendements
énergétiques a I’hectare sont plus de dix fois supérieures a ceux des meilleures cultures
terrestres. La plus grande part du concept d’algo-carburants repose sur la reproduction
en mode accéléré du processus photosynthétique opéré par les microalgues dans les
mers. Les technologies qui exploitent ce concept ne nécessitent donc pas d’irrigation,
pas de grandes quantités d’eau potable, pas de pesticides ou d’immenses surfaces de
terres cultivables. De plus, ces technologies peuvent étre appliquées a [’épuration
d’eaux usées et a la captation du CO2 industriel issu de centrales au charbon ou d’autres

procédés.

En Algérie, il n y a aucune exploitation des microalgues riches en lipides dans 1’industrie
et ’agriculture malgré 1’existence de 51 sites classés comme zone humide selon la convention de

RAMSAR, mais on peut noter des études sure 1’utilisation des microalgues riches en lipides.



Introduction général
‘ Ve . . . . ‘
Dans cette etude, nous avons essay¢ de I’identification et I’évaluation des souches

microalgale riches en lipides isolées de huit stations dans la région d’Oued Righ et I’extraction
des acides gras a partir de laquelle, mais malheureusement la propagation de la pandémie de
COVID-19 empéchez-nous de finaliser notre travaille et I’arrét aprés nous avons effectué les

analyses physicochimiques des eaux et I’identification phénotypiques des souches microalgale.
Le présent travail est subdivise en deux parties.

La premiére partie (partie théorique) est constituée par trois chapitres, Chapitre I:
Généralité
sur les microalgues, Chapitre II: Culture des microalgues, Chapitre I1l: Synthése des lipides des
microalgues et leurs intéréts. La deuxieme partie (partie pratique) avec deux chapitres, Chapitre I:

la présentation des matériels et méthodes utilisées, Chapitre Il1: résultats et discussion.
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Chapitre I : Généralités sur les microalgues

* *
I-1. Definition des microalgues

Les microalgues sont des organismes microscopiques unicellulaires photosynthétiques
qui se développent dans les milieux fortement aqueux et sont capables de convertir 1’énergie
lumineuse et une source de carbone (CO2) en un ensemble de produits organiques. On utilise le
terme «micro» car la taille d'une microalgue varie de quelques micrometres a une centaine de

micromeétres(Dejoye, 2013).

Elles sont présentes sur I’ensemble des surfaces du globe : des océans (soit % de la
surface terrestre) aux glaces arctiques, en passant par les lacs hyper-salés, les neiges éternelles,
les foréts humides et les murs de nos maisons. Le phytoplancton, qui comprend les microalgues
et les bactéries phototrophes, participe a 50 % de la production primaire mondiale et joue ainsi un
réle majeur dans la sequestration du dioxyde de carbone atmosphérique (Bougaran et Saint-Jean,
2014).

I-2. Caractéristiques des microalgues

La majorité des microalgues sont dites photo-autotrophes ou autotrophes. Elles tirent
leur énergie de la lumiére par photosynthése et leur principale source nutritive est le CO2 en
solution dans I’eau. Leur relative simplicité et la petitesse de leur taille permettent d’effectuer une
photosynthése tres efficace. Elles convertissent ainsi 1’énergie lumineuse en lipides et en hydrates

de carbone, des formes plus condensées et stables d’énergie.

De plus, leur condition aquatique leur donne un acces optimal a 1’eau et en particulier
aux nutriments comme le CO2 dissout. Par exemple, ces petites plantes peuvent étre de dix a
trente fois plus productives en huiles par unité de surface de production en comparaison
avec les cultures oléagineuses terrestres conventionnelles. Certaines espéces peuvent aussi étre
chémo-hétérotrophes ou hétérotrophes. Ainsi, au besoin, elles sont capables de puiser de 1’énergie
et des nutriments directement des matieres organiques présentes dans le milieu aquatique
(Chevalier et al., 2002). Par exemple, 1I’espéce Agmenellumquadruplicatum devient hétérotrophe
en conditions de faible luminosité (Van Baalen and al., 1970). La majorité des microalgues

croissent a une température de 25-35°C avec un pH neutre (Zeng et al., 2011).
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Les microalgues présentent des formes variables : souvent sphériques (porphyridium),
enforme de croissant (clostridium), de spirale (Arthrospira), de gouttelette (chlamydomonas)

etméme d’étoile (Staurastrum) (voire figure 1).

A : Gephyrocapsa E : Dunaliella tertiolecta J : Bacillariophycea
B : Haematococcus lacustris ~ F : Chaetoceros calcitrans K : Raphidophceae
C : Spirulina platensis H : Dinophysis acuminate L : Botryococcus

D : Chiorella vulgaris I : Alexandrium

La longueur du trait dans chaque figure est égale a 10um.

Figure 1: Diversité morphologique des microalgues (Sumi, 2009)
I1-3. Classification des microalgues

Le nombre d’espéces de microalgues identifiées et analysées s’éléve a environ 30 000,
mais une part importante de la diversité réelle, estimée a plusieurs millions, reste a découvrir. Les
familles se distinguent par leurs pigments photosynthétiques (couleurs), leur réserve énergétique,
leur paroi cellulaire, ainsi que par de nombreuses caractéristiques structurales (mode de
groupement, morphologie, mobilité, patron de division cellulaire) qui permettent de les identifier.

(Richmond, 2004), on distingue principalement deux grands groupes de microalgues :
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I-3.1.Procaryotes

Ce sont des organismes unicellulaires qui sont dépourvus de noyau et ne présentent que
tres rarement des organites cellulaires. 1ls se présentent essentiellement par les cyanophycées,
appelées également cyanobactéries, sont des microalgues procaryotes de coloration bleue-verte
de petites tailles (10 um) qui peuvent se développer dans quasiment tous les habitats : eaux
douces, salées, saumatres et également dans les sols grace a leur capacité a résister aux conditions
climatiques extrémes. Malgré ses aptitudes a se développer dans des milieux extrémes, les
Cyanophycées possedent des températures de croissance optimales aux alentours de 30-35°C. La
seule exigence des Cyanophycées est la présence obligatoire de lumiére c’est pourquoi on les
considére comme des organismes autotrophes obligatoires. En cas d’absence de lumiere,
certaines especes de Cyanophycées sont en mesure d’oxyder certains sucres présents dans leur
composition. De facon générale, elles emmagasinent principalement leur énergie sous forme
d’amidon ou encore sous forme de lipides. Elles sont environ 2000 especes dans ce groupe
pouvant étre divisées en 150 genres. Les especes les plus connues sont Spirulina, Nostoc

commune et Aphanizomenomflos-aquae(Pulz and Gross,2004)(voire figure 2).

01.098 G2, 1800x

A0 pm

Figure 2 : Photographie d'une cyanophycéeAnabaena

(https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria
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1-3.2. Eucaryotes

Ce sont des organismes uni ou pluricellulaires qui présentent une structure complexe
contenant un noyau entouré d'une membrane ainsi que plusieurs organites intracellulaires.

(Comme montré dans la figure 3).

Mitochondrie
Amidon

Membrane plasmique

Enveloppe
— Noyau

Milieu intracellulaire

-

Chloroplaste

Cytoplasme

Figure 3 : Schéma d’une structure de microalgue unicellulaire
(Céline Dejoye ., 2018)

o Diatomées

Ils sont appelés également les Bacillariophycées qui représentent le groupe majoritaire
des diatomées et sont trés répandues dans tous les types d’habitats. Plus de 100 000 espéces sont
connues et il en existerait plus d’un million. Les Bacillariophycées sont unicellulaires et mesurent
de 2um a 1mm. lls emmagasinent leurs réserves sous forme de chrysolaminaran, un
polysaccharide, ainsi qu’en lipides. Ces espéces sont d’ailleurs reconnues pour leur contenu en
acides gras et pendant plusieurs années, les scientifiques croyaient que les lipides représentaient

leurs seuls composés de réserve. (Chinnasamy et al, 2010)(Voire figure 4).
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Figure 4 : BacillariophycéeNavicula (http://www.plancton-du-monde.org)

e Chlorophycées

Ce sont des microalgues vertes retrouvées dans tous les types d’habitat et, I’amidon et
les lipides représentent leurs principales réserves énergétiques. Les espéces présentent dans ce
groupe peuvent a la fois avoir un métabolisme autotrophe ou hétérotrophe. L’espéce la plus
répandue et la plus étudiée actuellement est Chlorella vulgaris mais on peut également
citerChlamydomonas, Dunaliellaet Haematococcus(Pulz and Gross,2004) (comme montré dans

la figure ci-dessous).

Figure 5 : Chlorophycée Chlorella vulgaris
(https://algaeresearchsupply.com/products/algae-culture-chlorella-vulgaris)

o Chrysophycées

10
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Ce sont des algues dorées qui se répandent essentiellement dans les eaux douces. On
répertorie environ 1 000 especes avec des caractéristiques similaires a celles des diatomées du

point de vue pigmentation et structure biochimique (Alcaine, 2010) (figure 6).

Figure 6 : Photographie d’une
ChrysophycéeDinobryon(https://fr.wikipedia.org/wiki/Chrysophyceae)

o Euglenophycées

Il existe prés de 800 especes d’Euglenophycées qui sont retrouvees généralement dans
les eaux saumatres et douces. Ces algues sont essentiellement constituées de paramylon,
substance glucidique, et d’huile. Ilest difficile de définir un mode de culture pour ces algues qui

peuvent croitre autant en milieu autotrophe qu’en milieu hétérotrophe (figure 7).

Figure 7 : Photographie d’une EuglenophycéeEuglena(http://protist.i.hosei.ac.jp)

o Rhodophycées

11


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chrysophyceae
http://protist.i.hosei.ac.jp/

Chapitre I : Généralités sur les microalgues
©

Ce sont des algues de pigmentation rouge qui sont capables de se développer
dans les eaux saumatres et salées. Cette classe comprend prés de 400especes présentant dans la

majorité des cas un métabolisme photo-autotrophe(Chevalier et al., 1977) (voire figure 8).

Figure 8 : Photographie d'une

RhodophycéeRhodosorusmarinus(https://singellus.wordpress.com/)

I-4.  Composition biochimique des microalgues

Les microalgues sont composées des grandes classes de biomolécules, comme chez les
autres organismes vivants, mais leur diversité est exceptionnelle. De plus, le contenue
biochimique des microalgues peut étre fortement modifié selon les conditions de croissance de

I’organisme (Beer et al, 2009).
I-4.1.Carbohydrates(sucres)

IIs sont souvent stockés sous forme d’amidon ou d’un sucre de structure similaire. Des
grains d’amidon peuvent étre aisément observés au microscope optique a 1’intérieur des cellules.

Leur degré de polymeérisation est tres variable (Anderson, 2013)
1-4.2.Protéines

La diversité des protéines d’algues est également trés importante, la composition
protéique peut étre modifiée en changement les conditions environnementales (Grossman et al,
1995). Les cyanobactéries, avec leur paroi cellulaire en peptidoglycanes, sont tres riches en
protéines (40 a 60 %MS)(Becker, 2007). Les algues vertes sont également trés riches protéines
(30 a 60 %MS). Les cellules en croissance active, en phase de division cellulaire sont souvent
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glus riches en protéines, mais dans la phase stationnaire sont plus riches en lipides. Certaineg
algues ont la capacité de stocker de 1’azote sous forme de protéines, lorsque ce nutriment devient
limitant, 1’algue peut rélarguer 1’azote nécessaire a partir des protéines accumulées (Kuchitsu et
al, 1988).

I-4.1.Lipides

Les lipides existent chez les algues également sous une grande diversité de structure.
Une grande diversité d’acide gras et de stérols existe. Ils sont présents dans les membranes
cellulaires et sont donc plus difficiles a extraire que les autres types de lipides qui s’accumulent
sous forme d’inclusions. Les galactolipides sont les constituants les plus abondants des
membranes des thylakoides. Dans les inclusions, sont retrouvés le plus souvent des lipides de
réserve. Parmi eux, on compte des acides polyinsaturés (AGPI), dont notamment de 1’acide
arachidonique (oméga-3), de I’acide docosahexaenoique (DHA), de I’acide eicosapentenoique

(EPA). Les hydrocarbures (HC) sont rarement retrouvés en forte proportion chez les algues.

Il est a noter que la composition en lipides est trés liée aux conditions de culture, en
particulier la concentration en azote dans le milieu de culture. En effet, de nhombreuses algues
vertes accumulent des lipides en conditions de stress, notamment en carence en azote (Gushchina
and Harwood, 2006)

Le tableau suivant présente la composition biochimique de certaines especes des

microalgues

Tableaul : Compositions biochimiques de microalgues (Becker, 2007)

Micro-algues Protéines (%) Polysaccharides (%) Lipides (%)
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11

I-5. Ecologie, Besoins et Facteurs influents sur la croissance des microalgues
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Pour croitre, les microalgues ont de nombreux besoins, les facteurs physiques les plug
importants sont une source d’énergie, généralement la lumiére et une température optimale. Et les
facteurs chimiques sont la concentration disponible en dioxyde de carbone et un apport en
macronutriment et en oligo-éléments (Burlew, 1953). La croissance algale est affectée par

plusieurs paramétres comme les suivants :
1-5.1. Lumiére

La lumiére est le facteur le plus important pour la croissance photosynthétique des
algues. Elle a un effet sur la composition cellulaire des microalgues (photo-adaptation ou photo-
acclimatation) (Hu, 2004). L’énergie radiative ne s’accumule pas, ¢’est pour cela que la lumiere
doit étre fournie en permanence et doit étre considérée comme un substrat (Grima et al, 1996 ; et
Miron et al., 2000).A de faibles intensités lumineuses, le taux de photosynthése (ou activité
photosynthétique) dépend linéairement de 1’intensité lumineuse mais avec 1’augmentation de
I’intensité lumineuse, 1’activité de la photosynthése augmente jusqu’a atteindre un plateau, ce
phénomene est la photo-limitation. Sous de plus fortes intensités lumineuses, ’activité de la
photosynthése diminue, ce phénomeéne est appelé la photo-inhibition (Figure 1-9). (Grima et al.,
1996).

Activite
photosynthétique
(AP) A
APmax f-—-—-—-—-—--—-—-—-—--—--—= . T
I I
| | \
1 I
1 I
1 I
[ |
[ I
[ 1
[ 1
I 1
I [
I [
0T O e e ==

i I I

L 1 ’
Ge Intensité

lumineuse

Figure 9 : Activité photosynthétique en fonction de I'intensité lumineuse
(Masojidek et al., 2004)

14



Chapitre I : Généralités sur les microalgues

* *
Avant une certaine intensité lumineuse (Gc : Intensité de compensation) il n’y a pas

d’activité de photosynthése. Seule 1’activité de respiration cellulaire est présente. L’intensité de
compensation est I’intensité ou la photosynthése compense juste la respiration. L’intensité
lumineuse de saturation (Is) est I’intensité ou I’efficacit¢ de la photosynthése (ou taux de

photosyntheése) est maximale (photo-limitation).

L’intensité lumineuse d’inhibition (lp;) est I’intensité ou ’activité de la photosynthése
est inhibée par la lumicre. D’aprés Barbosa et al 2003a, la photo-inhibition devient prononcée

pour une intensité lumineuse supérieure a 1200 pmol.m-2.s-1.
1-5.2. Température

La température est un des facteurs physiques influencant le plus la croissance des
microalgues. Pour chaque température il y a une intensité lumineuse spécifique pour atteindre le
taux de photosynthése maximal. La température optimale augmente donc avec 1’augmentation de
I’intensité lumineuse. Il y a aussi une température optimale pour une production de biomasse
maximale2 mais la variation de la température agit aussi sur la composition cellulaire. La
diminution de la température augmente le degré de saturation des lipides et ’augmentation de la
température entraine 1’augmentation des concentrations des pigments mais aussi une
augmentation de la concentration des radicaux d’oxygene. Si les microalgues ne croissent pas a la
température optimale, le besoin en carbone et en nutrimenty pour obtenir le méme taux de

croissance est plus important (Hu, 2004).
I-5.3. Relation (pH ~CARBON INORGANIQUE)

Les microalgues ont besoin de carbone inorganique pour la photosynthése, il peut étre
apporté sous forme de sels (bicarbonate) ou par enrichissement de 1’air insufflé (car 1’air ambiant
ne contient pas assez de CO2 pour la culture intensive des microalgues). Pour que les
microalgues puissent utiliser le CO2 pour la photosynthése, celui-ci doit étre solubilisé (Cadoret
et Bernard, 2008). Le dioxyde de carbone, au dissout de I’eau prend plusieurs formes en fonction
du pH

CO, + H,O0 & H,CO3 & HY" + HCO3 < 2H" + CO%™
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Au niveau de la cinétique de ces réactions, la réaction redonnant du CO2 est plutdt lente,
alors que les réactions dont le HCO3- est le protagoniste sont presque immediates (Becker, 1994)
(figure 10).

100%

oo 1IN/ T\

z \ \ e CO2
£60% \

%40% X \ e HCO 3-
= / \ C032-

MEBZEN

0%

3,0 40 50 60 7,0 80 90 10,011,012,013,0
pH

Figure 10 : Forme du carbone dissous dans I'eau selon le pH(Lucchetti, 2014)

A un pH inférieur a 4,4, la forme du carbone trés majoritaire est le dioxyde de carbone.
A un pH de 6,4 il y a autant de dioxyde de carbone que d’ions bicarbonates et a un pH de 10,4 il
y a autant ions carbonates que d’ions de bicarbonates. Pour un pH situé entre 8,3 et 9,5, les ions
bicarbonates sont majoritaires. A partir d’un pH de 12,3 les ions carbonates
sont majoritaires. Les microalgues vivent généralement dans un milieu a un pH neutre. Le
carbone dissout sera donc sous forme de dioxyde de carbone et d’ions carbonates. (Lucchetti,

2014)
1.5.4- Besoins nutritifs

L’azote est un élément essentiel des protéines de structure et de fonctionnement, c’est
I’élément le plus important aprés le carbone (Becker, 1994). Le taux de croissance des
microalgues est a peu pres identique selon les sources d’azote utilisées (urée, nitrite, nitrate).

De nombreuses études montrent 1’amélioration de la production et du stockage de
lipides dans le cas d’une carence en azote. Il y a aussi une accumulation des caroténoides
secondaires dans ce cas.

Le phosphore est un macronutriment important dans les processus de métabolisme

cellulaire. Une carence en phosphore peut entrainer des accumulations de pigments chez certaines

16



Chapitre I : Généralités sur les microalgues

¢ ¢
microalgues, mais I’impact est plus faible qu’une carence azotée (Becker, 1994).

Les microalgues ont besoin de potassium, de fer, de silice (pour les diatomées), de
soufre, de metaux sous forme de traces et de vitamines. Le fer est un oligo-elément essentiel
pour la croissance des microalgues de par son implication dans le transport des électrons dans

le processus de la photosynthése (Hu, 2004).
1.5.5- présence en mixité

Les cultures de microalgues ont besoin d’étre mélangées, continuellement ou non selon

les espéces, pour plusieurs raisons (Grobbelaar, 2000)

e Prévenir la sédimentation algale ;

e Prévenir la formation d’un gradient de nutriment ou de gaz ;

e Déplacer les cellules dans le gradient de lumiére, cela diminue la photo-limitation et
photo-inhibition (Chisti, 2007) ;

e Diminuer la concentration en oxygene dissous ;

e Augmenter les échanges de nutriments et les transferts de masse.

Le mélange est un facteur important pour avoir un grand rendement en biomasse car cela
augmente la  productivitt et la concentration optimale (Richmond, 2004 ;
Grobbelaar,1994).L’augmentation de la turbulence du milieu permet aussi d’augmenter les
échanges de nutriments et de métabolites entre les cellules et le milieu de culture. Cependant, les
algues étant sensibles au cisaillement (Barbosa et al., 2003 ; Chisti,2007), Les forts régimes de
turbulence ne sont généralement pas utilisés avec les microalgues car I’augmentation de la
turbulence augmente le risque de dommages cellulaires. Les dommages cellulaires sont trés
probables en airlift ou en colonne a bulles a de fortes turbulences, (Miron et al., 1999). Les

dommages cellulaires sont dus a (Contreras et al., 1998a) :

e La force hydrodynamique sur les cellules due au mélange ;
¢ [’interaction des cellules avec les bulles ascendantes et coalescentes et aussi avec celles

au niveau de la surface.
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I1-1. Systemes de cultures des microalgues

La culture a I’échelle laboratoire et semi-industrielle est déja bien étudiée, connue et est
maitrisée, ce qui n’est pas encore le cas pour la culture a grande échelle (Singh et Sharma,2012).
Deux moyens principaux de cultures de microalgues ont été développés (Olaizola,2003), aussi
bien a 1’échelle laboratoire qu’a I’échelle industrielle. Les systémes ouverts, ouune partie
importante de la culture est exposée a I’atmosphére, communément appelés bassins. Les systemes
fermés, ou les cultures n’ont pas, ou peu, de contact direct avec I’atmosphére. Ces systémes sont
appelés des photobioréacteurs. (Grobbelaar et Kurano,2003). Le choix du systeme de production
dépend du degré de contréle nécessaire a la production du produit voulu et de sa valeur (Apt et
Behrens, 1999). Au niveau industriel, les microalgues sont souvent cultivées en bassin mais la
production de molécules a haute valeur ajoutée ne peut pas se faire en systeme ouvert (Camacho
Rubio et al., 1999).

I1-1.1.Le Systéme ouvert« raceway »

Le systeme ouvert est le systeme d’exploitation qui a été majoritairement utilisé pour la
culture industrielle des microalgues dans les derniéres décennies. Le systéme ouvert est plus
facile et moins chers a construire et a exploiter que les réacteurs fermés. Ce systeme est le moins
énergivores et a une maintenance et un nettoyage facile (Brennan et Owende, 2010). C’est pour
ces raisons qu’il est toujours considéré a 1’heure actuelle comme un systéme de culture viable
(Langley et al., 2012) malgreé sont faible productivité. Le systeme ouvert utilise généralement que
la lumiere naturelle, il n’y a donc pas de colit associ¢ a 1’apport de lumiére pour ce systeme de
culture. Cependant, les microalgues dans ce systeme de culture n’ont qu’une utilisation faible de
la lumiere (Razzak et al., 2013) et sont soumises aux variations journaliéres et saisonnieres de la
température et de I’intensité lumineuse (Apt et Behrens, 1999). Des problémes de contaminations
existent (par des bactéries, champignons, protozoaires et d’autres microalgues) et de grosses
pertes d’eau par évaporation (Chisti, 2007) sont observées dans ce type de systéme de culture.
Les conditions de cultures sont peu contrélables et il existe seulement quelques microalgues
assez résistantes pour croitre sous les conditions extrémes qui sont habituelles aux bassins

ouvertes (haut pH, haute température ou haute salinité) (Sierra et al., 2008).

Le raceway est principalement utilisés pour la culture de Dunaliella salina, Chlorella et

de Spiruline. Le principe est de faire circuler les algues sur une faible largeur et profondeur
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(entrel5 et 50 cm) mais sur une grande distance. La circulation et le mélange s’effectuent grace a

des roues a aubes. La productivité de ces bassins est d’environ 20-25 ¢g.m-2.j-1, pour une
concentration cellulaire inférieure a 0,6 g.L-1 (Tredici, 2004). L’utilisation de CO2 n’est pas

efficace dans les raceway et il y a un faible mélange (Chisti, 2007) (voire figure 11).

Figure 11: Culture de Spiruline en raceway, Californie (Andersen, 2005).
11-1.2.Les systéemes fermes « Photobioréacteurs »

Les photobioréacteurs sont des réacteurs fabriqués a partir de matériaux transparents.
Leur conception est basée sur la surface éclairée, I’efficacité du mélange et le controle des
parameétres de culture (température, teneur en dioxyde de carbone et en oxygene, pH), pour
atteindre une productivité maximale. Les systemes fermés ont été concus pour pallier les
problémes des bassins (Brennan et Owende, 2010). IlIs offrent un environnement de culture
clos, ils protégent la culture des contaminations directes, permettent un meilleur contréle des
conditions de cultures : la température est contrdlée efficacement, 1’acceés a la lumiére est
augmenté par rapport au bassin, [’évaporation du milieu de culture est minimisé,
I’approvisionnement en CO2 est facilité et ses pertes sont limités (Contreras et al., 1998a). Le
Photobioréacteur permet la disposition efficace de la lumiére mais aussi 1’enlévement de
I’oxygéne produit par la photosyntheése (Babcock et al., 2002). Grace a ce contrdle des
parameétres, des microalgues plus fragiles peuvent y étre cultivées. Les photobioréacteurs
permettent la reproductibilit¢ des conditions de culture ainsi qu’une forte concentration

cellulaire et une forte productivité. Les bassins ont une faible productivité (0,05 a 0,1 g.L-1.j-1)
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e‘t de faibles concentrations cellulaires (<1 g.L-1) par rapport aux photobioréacteurg
(concentration supérieure a 1 g.L-1 et productivité supérieure a 0,8 a 1,3 g.L-1.j-1) (Pulz, 2001).
Cependant, d’aprés Sierra et al., 2008, la conception des photobioréacteurs doit étre optimisée
pour chaque espéce de microalgues, par rapport a ses caractéristiques physiologiques et a ses
caractéristiques de croissance. De plus, les photobioréacteurs restent trés chers a produire et a

exploiter.

Les photobioréacteurs existent sous de nombreuses formes, mais ils peuvent étre séparés
en plusieurs catégories : les photobioréacteurs plans, les photobioréacteurs cylindriques, les
photobioréacteurs « Plastic bag » et un type particulier de réacteurs pour la culture de

microalgues en I’absence de lumicére : les fermenteurs.
11-1.2.1.Photobioréacteurs plans

Apparus dans les années 50, les photobioréacteurs plans ont des avantages pour la
culture de masse (Sierra etal., 2008). Les photobioréacteurs plans sont des réacteurs de faibles
épaisseurs, généralement inférieures a 10 cm (Chisti, 2007), cela permet de réduire le chemin
lumineux (Degen et al., 2001). lls sont disposés verticalement ou horizontalement avec une
certaine inclinaison pour maximiser 1’intensité lumineuse incidente (Chisti, 2007). Les plaques
utilisées peuvent étre des panneaux de verres ou des plaques alvéolaires en polymére (voire la

figure ci-dessous).

Figure 12:Photobioréacteur plan (Bitog et al., 2011)

La productivité de ce systeme va de 24 a 50 g.m-2.j-1. La circulation s’effectue par

pompe ou injection d’air. De maniére générale, moins 1’épaisseur de culture est importante, plus
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la productivité sera élevée, mais il existe une épaisseur optimale pour chaque espece de

microalgue permettant d’obtenir une productivité maximale. D’aprés Hu et al., 1998, les
photobioréacteurs plans d’une épaisseur d’un centimetre ont un meilleur taux de croissance et
une meilleure productivité. L’avantage de ce systéme est une grande surface d’illumination
(Razzak et al., 2013 ; Brennan et Owende, 2010). Le probléeme principal de ce type de
photobioréacteur est que le CO2 est tres mal absorbé. Ces systémes peuvent aussi accumuler
une forte concentration en oxygene dissous (Tredici, 2004), ce qui inhibe la photosynthese, et
le contréle de la température est difficile (Razzak et al., 2013 ; Brennan et Owende, 2010).

11-1.2.2.Photobioréacteur tubulaire

Le photobioréacteur tubulaire (PBR) est une association de plusieurs tubes transparents
en plastique ou en verre. La source de lumiére peut étre naturelle ou artificielle. Les tubes sont
géneralement de 10 cm de diametre, facilitant la pénétration de la lumiére a 1’intérieur du tube.
Ce milieu clos et hermétique évite les contaminations extérieures et permet la production de
biomasse a large échelle(Carvalho et al., 2006;Pulz, 2001). L’injection d’air permet de fournir du
carbone sous forme de CO2, de brasser le milieu et d’évacuer les poches d’oxygene toxique pour
les microalgues. Un systétme de dégazage est nécessaire pour évacuer 1’oxygéne accumulé
toxique pour les microalgues. La suspension microalgale circule du réservoir jusqu’aux tubes qui
vont capter la lumiére puis des tubes vers le réservoir ; la culture se fait de fagcon continue. Dans
le cas de la lumiére naturelle, 1’arrangement des tubes se fait souvent du nord vers le sud pour
assurer un ensoleillement maximal et parallele ou horizontal pour que chaque tube puisse
recevoir le méme taux d’ensoleillement (SanchezMiron et al., 1999). La lumicre artificielle des
PBR est techniquement réalisable mais elle représente un colt important comparé a la lumiére
naturelle. Le contrdle de la température est un élément important a prendre en compte pour les
photobioréacteurs. Un systéme d’échangeur de chaleur est nécessaire pour refroidir le milieu de
culture qui est recyclé. Les systemes fermés permettent d’exploiter une gamme de microalgues
plus larges, d’atteindre de meilleurs rendements et de s’affranchir des problemes de

contaminations (comme montré dans les figures ci-dessous).
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Figure 13: Photobioréacteurs tubulaires Figure 14: Photobioréacteurs vertical avec
enroulés (Andersen, 2005) éclairage artificiel (Andersen, 2005)

11-1.2.3.Photobioréacteur gaine « plastique bag »

Ces photobioréacteurs sont des gaines en plastiques, suspendues & chaque extrémité a
une structure en métal et généralement éclairées par des néons. D’environ une centaine de litres
de culture, le milieu est mélangé par aération. La culture peut se faire en continu ou en batch. Ce
systeme a un faible ratio surface/volume et peut avoir des problémes d’encrassement (figure 16).
Ce systéme est encore utilisé par certaines entreprises pour sa simplicité et sa facilité d’utilisation

(Rengel, 2010) (figure 15).

Figure 15: Systéme gaine « Plastic bag » (Pulz, 2007)
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11-1.2.4.Les fermenteurs

Un autre type de réacteur existe pour la culture de microalgues : les fermenteurs.
Certaines especes de microalgues peuvent croitre en hétérotrophie, c’est a dire sans lumiere et
avec comme source de carbone des composés organiques comme du sucre. Le systéme des
fermenteurs est une technologie bien connue, sophistiquée et qui existe a grande échelle(jusqu’a
500000 L). Tous les paramétres de la croissance sont facilement contrdlable (Apt et Behrens,
1999 ; Brennan et Owende, 2010). La culture en hétérotrophie est moins chére(< 6 €/kg de
biomasse produite (Tredici, 2004 ; Apt et Behrens, 1999)) que la culture photosynthétique en
photobioréacteur mais tous les composes moléculaires ne peuvent étre produits par cette
technique (Degen et al., 2001).

11-1.3.Comparaison entre le raceway et les photobioréacteurs

Chaque systeme de culture possede ses avantages et ses inconvénients. La plus grande
différence entre les systemes fermés et les systemes ouverts est le colit d’investissement et
d’exploitation, les systémes fermés étant beaucoup plus coilteux que les systémes ouverts. Mais
les systemes fermés sont plus efficaces (Grobbelaar et Kurano, 2003) de par leur contréle des
conditions de culture, la limitation du risque de contamination, de 1’évaporation de 1’eau et de la
perte de CO2. De plus, les systemes fermés permettent une culture mono-algale (Chisti, 2007).
L’un des inconvénients des photobioréacteurs est le risque d’encrassement et de « bio-fouling »,
c'est-a-dire la formation d’un bio-film s’accrochant sur les parois, diminuant la disponibilité de la

lumiére dans le photobioréacteur.

D’aprés Chisti 2007, la concentration en photobioréacteur peut atteindre trente fois celle
en raceway. De plus, la productivité volumique de la biomasse est treize fois plus élevee en

photobioréacteur. Le tableau 2 présente les plus importantes déférences entre les deux systémes.
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Tableau 2: Comparaison des avantages et inconvénients des bassins de type raceway et des

photobioréacteurs.

Systeme
Raceway Photobioréacteur
Paramétre
. o Fort, sauf pour les Tres faible si le proceés est
Risque de contamination \ \ . e s
especes extrémophiles maitrisé
Impacts qe§ conditions Important Faible
extérieures
Dimensions des réacteurs Hlimité Limité
ConC(?ntratlon en Faible Elevée, jusqu’a 10 g. 1-1
biomasse
Rapport S/V Faible (1 a 8) Elevé (de 20 a 100)
Perte en CO2 Important Maitrisables
Concentration en O2 Faible Elevée
Eclairement Dépendance totale aux Possibilité d’éclairement en
conditions climatiques continu
Agitation Nécessaire Nécessaire
Colt Elevée Faible a modérée
Refroidissement Non nécessaire Nécessaire

11-1.4.Récolte et purification des microalgues

Récolter des cellules de quelques microns de diameétre qui ont une densité proche de
I’eau n’est pas une tiche aisée. Cette étape clé est trop souvent passée sous silence et constitue
une réelle étape limitant dans une optique de production de biocarburants. Certaines espéces
peuvent se récolter simplement par filtration sur des soies (spiruline), apres décantation
(Odontellaaurita) ou par filtration membranaire (Rossignol et al. 2000) voire séparation
ultrasonique (Bosma et al. 2003). Pour beaucoup d’espéces il est nécessaire, aprés une étape de
pré-concentration, de centrifuger (Heasman et al. 2000) 1’échantillon pour diminuer son taux
d’humidité. Des méthodes de floculation (Poelman et al. 1997; Knuckey et al. 2006) peuvent
également étre envisagées. Suivant les sous-produits a récuperer, il peut étre nécessaire de sécher
le produit obtenu. Les étapes associées a la récolte et au séchage peuvent étre fortement

demandeuses d’énergies.

25




Chapitre Il : Culture des microalgues

* *
Les techniques classiques pour récupérer les lipides des microalgues consistent a utiliser

un solvant (type hexane). Des méthodes alternatives (CO2sc) qui offrent des bilans globaux
intéressants sont a 1’étude (Crampon et al. soumis). Les techniques classiques de trans-
estérification développées pour les plantes oléagineuses terrestres peuvent alors étre appliquées

pour la production d’ester méthylique d’huile végétale (biodiesel).
11-2. Modes de cultures des microalgues

Il existe plusieurs modes de culture de microalgues : culture en batch, en continu ou en

semi continu.
11-2.1.Culture en batch

C‘est la méthode la plus commune pour la culture de cellules de microalgues. Dans un
systeme de culture discontinue simple. une quantité limitée de milieu de culture complet et
I'inoculum sont placés dans un récipient de culture et sont incubés dans un environnement

favorable pour la croissance.

Une certaine forme d‘agitation. tels que des tremblements, est nécessaire pour assurer
I'échange des éléments nutritifs et gazeux a l'interface cellule-eau. Le récipient de culture peut
étre un flacon simple, conique ou un fermenteur contrélé. Dans une culture photo-autotrophe ou
mixotrophe. le CO; est fournit soit par la purge du ballon conique ou par gazage permanant avec
de 1‘air enrichi en CO; (5% v/v, CO, dans I’air).

La culture est éclairée par une lumiere artificielle au moyen de neéons placé
verticalement (Pohl et al., 1988;Javanmardian & Palsson, 1991; Mullcr-Feuga et al., 1998), ou
bien grace a la lumiere du soleil au moyen des fibres optiques (Mori, 1985;Matsunaga et al.,
1991; Ogbonna et al., 1999) placés dans le récipient de culture.

En pratique, les algues sont transférées a des volumes de culture plus larges avant qu'ils
atteignent la phase stationnaire. Elles sont amenées a une densité maximale puis sont récoltées.
(Yuan-Kun Lee et Hui Shen, 2004)
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11-2.2.Culture en continu

La culture en continu, c'est-a-dire une culture dans laquelle un milieu de culture neuf est
introduit dans la chambre de croissance au méme moment ou un méme volume du milieu utilisé

par les cellules est soutiré, permettant ainsi de maintenir un taux de croissance maximum.

Trois catégories de culture en continu sont distinguées : la culture en turbidostat (Yuan-
Kun Lee ct Hui Shen. 2004) .chemostat et cyclostat (Rhee et al., 1981).Le chemostat est
largement utiliseé en recherche, il permet un ajustement de la physiologie des cellules aux
conditions optimales de culture en maintenant le taux de croissance spécifique.(Pirt et al.,
1980:1ehana, 1983: Lee &Soh, 1991; Molina Grima et al., 1994).

11-2.3.Culture en semi continue

La technigque semi-continue prolonge la culture par l'utilisation de grands réservoirs.
(Lavens et al., 1996). Dans une culture Fed-batch, le milieu est ajouté par intermittence alors que
la culture est récoltée périodiquement ou a la fin du cycle de culture. donc le volume de la culture

ne peut pas étre constant et le taux de dilution varie avec le volume de culture (Lee, 1997).
11-3. Dynamique de croissance des microalgues

Comme beaucoup de micro-organismes, la croissance de culture axénique de
microalgues est caractérisée par quatre phases principales, ces derniers sont représentés par une

courbe de croissance (Figure 16) :
- Phase de latence

Durant cette phase il n‘y a pas d‘augmentation de la densité cellulaire, elle est
relativement longue lorsque les cultures sont transférées d'un milieu solide a une culture liquide.
Les cultures inoculées avec des cellules en phase exponentielle de croissance ont une phase
d‘adaptation courte. Le retard de la croissance peut étre attribué a une adaptation physiologique
des cellules (préparation du bagage enzymatique impliqué dans la fixation du carbone est la
division cellulaire). (Lavens et al., 1996, Yuan-Kun Lee et Hui Shen, 2004).

27



Chapitre Il : Culture des microalgues

* _ *
- Phase exponentielle

A la fin de la phase de latence, les cellules sont adaptées a I’environnement et
commencent a croitre et a se multiplier, la croissance est accélérée. (Yuan-Kun Lee et Hui Shen,
2004). Durant cette phase, la densité cellulaire augmente en fonction du temps selon cette

fonction :
Ce = Cyett
Avec :
- C et Cy la concentration des cellules a t et t, respectivement;

- u : taux de croissance spécifique dépendant de 1’espece d’algue, de 1’intensité lumineuse

et de 1a température (Lavens et al., 1996).
- Phase stationnaire

Les photons d’un flux lumineux traversent facilement une culture de faible concentration
cellulaire, mais lorsque la culture présente une forte concentration, la majorité des photons seront
capturés par les cellules, ces derniéres continueront a croitre jusqu'a ce que tout le flux empiétant
la surface de la culture soit absorbé. Une fois cette concentration cellulaire atteinte, la biomasse
s’accumule a un taux constant jusqu‘a apparition d‘un facteur limitant (épuisement du substrat,
inhibition par les produits) cest la phase stationnaire (Richmond., 2004). La phase Stationnaire
peut étre tres courte si la densité cellulaire est trop élevée. (Lavens et al., 1996). La relation entre
la densité du flux lumineux (1) et le taux de croissance spécifique est exprimée selon la formule
de Monod (Gobel.,1978)

1= unl(+Kp)
Mm : taux de croissance maximum

K. constante, densité du flux lumineux correspondant au demi du taux de croissance

maximum.
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- Phase de déclin

Durant cette phase, la qualité du milieu se détériore, le taux de nutriments est réduit a un

taux qui ne peut satisfaire I’exigence des cellules. La densité cellulaire décroit rapidement.

En pratique, le déclin peut étre di a une multitude de facteurs (Lavens et al.,1996).

Incluant :

Lag de la concentraticn celllaine >

L’épuisement des nutriments ;
Le manque d’oxygene ;

La surchauffe de la culture ;
La variation de pH;

La contamination.

temips

Figure 16: Courbe de croissance de microalgues.
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Chapitre 111 : Synthese des lipides des microalgues et leurs intéréts

* *
I-La photosynthése et la synthése des lipides chez les microalgues

I-1.La photosynthese

La photosynthése est le processus par lequel les microalgues transforment 1’énergie
lumineuse en énergie chimique et fixent le carbone inorganique dissous (CID). Il en résulte la
synthese de matiere organique et la production d’oxygeéne. Ainsi ’activité photosynthétique est la
fixation du CO2 et la production d’O2 via les mécanismes de la photosynthése. Elle se compose
de deux phases indépendantes chimiquement et physiquement, mais liées par des intermédiaires

communs et des régulations enzymatiques(Larosiére, 2012)

Le processus photosynthétique dans son ensemble peut étre décrit par I’équation suivante :

nCO2 + 2nH20 + Lumiere » [CH20],+ H20 + 02

Bien que les deux phases se deroulent toutes les deux dans le chloroplaste de la cellule,
elles se localisent au niveau de sites distincts. L’oxydation de 1’eau et la réaction
photochimique(Annexe3) ont lieu dans la membrane des thylakoides alors que la réduction de

COzse déroule dans le stroma des chloroplastes (Larosiére, 2012)

I-2. Fixation de CO; : cycle de Calvin

Dans la cellule COz2 va étre intégré au cycle de Calvin, au niveau du chloroplaste. De ce

processus va résulter la synthése de matiére organique.

Cette réaction peut s’écrire:
nCO,+ 2NADPH + 2H" + 3ATP — (CH,0), +H,0+2NADP*+ 3ADP+3Pi

C’est I’enzyme Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco) qui va
catalyser cette réaction de carboxylation. COz2 réagit avec le Ribulose-1,5-biphosphate pour
donner le glycéraldéhyde 3-phosphate (Figure 3)Cette réaction nécessite un apport d’énergie sous
forme d’ATP et de NADPH. Le cycle de Calvin va consommer 95% du NADPH et plus de 60%
de I’ATP générés lors de la phase photochimique (Falkowski & Raven, 2007)

Les 5/6 du glycéraldéhyde 3-phosphate vont étre utilisés pour fournir le cycle en Ribulose-
1,5-biphosphate et le 1/6 restant est exporté dans le cytoplasme de la cellule pour servir a la
synthése de molécules organique (Figure 17)Ces molécules organiques sont essentiellement des
glucides et en faible proportion des acides organiques et acides aminés. Ces différentes molécules
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seront utilisées par la cellule pour la synthese de nouveaux composés ou comme reserves

(Falkowski & Raven, 2007)La fixation du CO2 ne nécessite pas directement de lumiére pour

avoir lieu, c’est pourquoi elle est aussi appelé réaction sombre. Cependant de par sa dépendance

énergétique aux produits de la photosynthese, elle reste intimement liée a celle-ci.

€0,
//’_&stco

Ribulose .
1,5-diphosphate J-phosphoglycérate

m ) =

Ribulose
5-phosphate
T 1,3-diphosphoglycérate
@ «—4 =
6| NADP*
N @
Glycéraldéhyde Glycéraldéhyde
3-phosphate 3-phosphate

H—(C=0

Glycéraldéhyde
Sphosphate | H—(— OH
l CH:0(P)

I Glucides, acides gras, acides aminés |
Figure 17: 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. D’apres Albert et al.,1995.
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¢ 4
1. Molécules d’intéréts produites par les microalgues

L’intérét majeur de la culture de microalgue est la production de molécules a hautes valeurs
ajoutées. Les microalgues sont une source importante de lipides, des protéines, de
polysaccharides et de pigments. (ASFOURI, 2019)

11-1. Les lipides

Les lipides sont des constituants indispensables des cellules de microalgues. On les
retrouve au niveau structural (phospholipide constitutifs des membranes) et énergetique
(molécules de réserve).Globalement, les microalgues peuvent étre composées de lipides a hauteur

de 16-75% de leur masse seche en fonction des espéces (Harun, 2010)

Les microalgues stockent les lipides sous forme de triacylglycétols.les triglycérides sont
composés de trois molécules d’acides gras et d’un glycérol.les microalgues contiennent une grand
variété d’acide gras, dont la composition varie en fonction des especes. Ainsi il existe des

microalgues oléagineuses ayant de fortes teneurs en lipides. (Li, 2011).

I11-  Application des microalgues

Les microalgues sont au centre de beaucoup d’attention et intéressent les industriels dans de

nombreux domaines trés variés

I11-1. Alimentation et nutrition

L’importance de I’utilisation des microalgues dans 1’industrie alimentaire vient de sa
richesse cellulaire. En effet, elle est riche en caroténoides utilisés comme colorants alimentaires,

en lipides, protéines, en vitamines, en minéraux, acides aminés

Elle est aussi utilisé comme complément alimentaire (Halle, Janczyk, Freyer, & Souffrant,
2009)

I11-2. Cosmétique et santé
Les microalgues a egalement une utilisation dans le domaine de la cosmétologie. Elle sert
de colorant dans les émulsions et rentre dans la composition de cremes antirides car elle contient

des molécules stimulant la synthése du collagéne par la peau (Gouveia & al, 2008)(Spolaore & al,
2006)
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*
Aussi des nombreux applications pharmacologiques elle présent des propriétés intéressants

dans traitement contre hypertension (Okamoto & al, 1978)et propriétés immunologie (Pugh & al,

2001)(Konishi & al, 1990) et anti-cancéreuses (Justo, 2001)

111-3.Energie

L’Utiliser les microalgues pour fabriquer du biocarburant, aussi appelé biocarburant de
troisieme génération. En effet, de par leur contenu lipidique et leur capacité a croitre rapidement

elles se présentent comme des candidates intéressantes pour cette application

Il existe plusieurs manieres de convertir la biomasse microalgale en source d’énergie, elles
peuvent étre classées comme suit: réactions de conversions biochimiques, réactions chimiques,
combustion directe et conversion thermochimique (Dragon et al., 2010) .La Figure 18 résume

ces différents processus.
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Culture des

i Electricité
Biodiesel microalgues

i f

Transestérification Génération d'énergie

T électrique
Combustion
\ l directe
Microalgale

Réactions
Conversions
<thermoch|m|ques> ( bIOChImlques>

e

Réaction chimique
Biomasse

quuefactlon Production . .
. . Fermentation Digestion
Gazéification g photobiologique anaérobie
Pyrolyse d'hydrogéne g

g Bio-huile g
Bioéthanol

Gaz de Méthane et
synthése  Gaz de synthese Hydrogéne hydrogéne

g Acétone

Charbon actif

g Butanol

Bio-huile

&l

Figure 18: Diagramme représentant les processus de conversion de biomasse microalgale

pour la production de biocarburant. (Dragon et al,2010)
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I- Description de la zone d’étude

La wvallée de I’Oued Righ représente en réalit¢é une grande oasis qui s’étale des
terminaisons des piedmonts sud de 1’Atlas saharien au nord jusqu’a la ville de Touggourt au sud.
La vallée est soumise a un climat chaud et sec pendant toute I’année. Cette région est une cuvette
allongée avec des dénivellations pouvant aller jusqu’a 41 m au dessous du niveau de la mer. Elle
est composée d’une dizaine de plans d’eau qui représente un exutoire aménagé pour recevoir les

eaux usées et les eaux de drainage des palmeraies des oasis (voire figure 19).

\ Biskra

RIN“O3

Chott Tighdidine

Lac Merara

Lac hMerdjadja

T‘"‘SS“‘"". z Timacine

10 Km 1
—

Ouaargla

Choit Lgouz

Figure 19 : Principales zones humides de la vallée de I’Oued Righ (www.researchgate.net)
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* *
Dans cette étude nous avons choisi huit stations pour le prélevement des

eaux, quatre dans la Daira de Djamaa et quatre dans El Meghaier. Le tableau 6 et les figures 20 et

21 présentent les différentes stations de prélevement :

Tableau 3: description des déférentes stations de prélévement

) ) Cordonnées | Superficie | Altitude
Daira Station Commune | | .
géographiques (ha) (m)
Lac Ayata Sidi 33°29.86’N
30 +37~ +40
Sl Amrane 05°59.40’E
Lac Ain ) 33°32.17°N
Djamaa 0.3 +41
) ezzarga S2 06°00.37°E
Djamaa i
Lac Tindla ) 33°36.38’N
Tindla - +24
S3 05°59.13’E
Canal Oued _
) Djamaa - - -
Righ S4
Oued Sidi o _ 33°50.45°N
) Sidi Khelil - +2
Khelil S5 05°58.35’E
Oued _ 33°51.26’N
Meghaier 1200 -12
_ Khrouf S6 06°01.36’E
Meghaier
Lac _ 33°59.48°'N
Meghaier - -28
N’sigha S7 05°56.36’E
Canal Oued _
] Meghaier - - -
Righ S8
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L.

Figure 21: Description des déférentes stations de prélevement a El Meghaier
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I1- Matériel

11-1. Matériel d’échantillonnage

e Fileta 20um de vide de maille
e Formol 10% dilue

e Flacons en verre stérile

e Glaciére

e Pipettes.
11-2. Matériel de laboratoire

e Boite de pétri

e Bec benzéne

e Micropipette

e Autoclave

e Tube avis

e Lame et lamelle

e Microscope optique

e Balance

e Erlenmeyer

e Appareille multi parametres de type WTW Multi 340i/SET

e JBL Testlab (test rapide par virage de couleur)

I1l-  Methodes
111-1. Méthode d’échantillonnage

Rodier et al. (2009)on indiqué, suivant plusieurs méthode de références, que le mode
de prélévement de I’eau différe selon son origine, dans le cas de I’eau d’un lac ou d’une retenu
d’eau , il y’a lieu de choisir plusieurs point de prélévement afin qu’ils soient le plus possible
représentatif de tout le lac (méthode de référence FDT 90-523-1), c’est ce qui a été entrepris
par notre équipe en respectant la régle indiquée en choisissant 2 sites de préléevement dans chaque

station.
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Les prélevements ont été effectués a des profondeurs de 0 a 100 cm. A chaque point de‘
récolte, deux échantillons de 250 ml d’eau, un échantillon pour analyses physicochimiques et
¢échantillons pour 1’identification phénotypique des microalgues (I’eau est traitée par 10 ml de
formol 10%) sont prélevés par zone selon les sites et selon la disponibilité de 1’eau (profondeur).
L’opération a été réalisée au mois Octobre 2019, par temps ensoleillé au matin.( voire la figure

ci-dessous)

&
<}

‘f““

Figure 22: Mode de prélévement et échantillonnage (Khetteb et Toumi., 2020)

111-2. Analyses physicochimiques des eaux

L’analyse sur site devant é&tre effectuée immédiatement aprés le
prélevement. La nature et la composition de 1’eau conditionnent le développement et la
répartition de la flore aquatique. La connaissance de cette composition donne une idée sur la
nature chimique des eaux de chaque zone de prélevement. Les analyses physicochimiques ont été
effectuées sur terrain a I’aide test rapide par virage de couleur pour les différents sels dissous
(JBL Testlab).

Pour les analyses physiques, nous avons aussi réalisé les mesures en utilisant un multi-parametre

de type WTW Multi 340i/SET équipé de sondes : pH — thermometre et conductimeétre.
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I11-3. Identification phénotypiques des microalgues

La suspension contenant les microalgues doit é&tre montée sur la lame pour I’observer

sous microscope optique.

e On ajoute des eaux physiologiques dans les flacons si les échantillons sont condensés.

e Brasser la suspension et prélever quelque goutte d’échantillon.

e Déposer sur une lame quelques gouttes d’échantillon (Préparer deux lames pour le
méme échantillon).

e Ajouter une goutte du lugol et le déposer entre la lame et la lamelle

e Les lames sont prétes pour I’observation au microscope (x10 et x 40)

e L'identification a l'aid de guide bibliographique "Frechwater algae" (Edward et
David.,2010).
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* *
I-  Analyses physico-chimiques des eaux

La nature et la composition de 1’eau conditionnent le développement et la répartition de
la flore aquatique, la croissance de cette composition donne une idée sur la qualité des eaux de
chaque prélévement (Chader, 2009). 1l y a alors un intérét evident a regrouper les parameétres les
plus descriptifs en un ensemble homogénes permettant une interprétation adéquate des résultats

analytiques.
I-1. Détermination des parametres physiques

Les parameétres étudiés sont les plus influents sur la croissance des microalgues. La
température est un ¢lément essentiel qui affect la densité de I’eau, sa viscosité et la solubilité des
gaz, 1’0, en particulier (Aminot et Chaussepied.,1983). Le PH qui présente une indication

importante sur I’agressivité de I’eau. La conductivité de 1’eau qu’elle signifié¢ la salinité de 1’eau

(Rodier.,2009).

Tableau 4 : caractéristiques physiques des eaux prélevées.

Station Température (C°) PH Conductivité (uS/m)

Sl 27,06 7,97 19470
S2 29,15 7,70 36950
S3 31,26 7,80 65333
S4 28,75 7,62 11245
S5 26,96 7,78 169,63
S6 30,96 7,51 10440
S7 - - -

S8 22,16 7,67 32940

Selon les résultats obtenus :

e Le PH neutre légerement alcalin dans les différentes stations qui est un milieu favorable

pour la croissance des nombreuses especes microalgale.

e La conductivité de I’eau est élevée que la norme (10 a 1000 uS/cm) (Chapman, 1996)

dans tous les stations notamment dans le S3, cela due aux fortes concentrations en sels dissous.

45



Résultats et discussion

. 4
e Dans la S7, pour la protection de I’appareillage nous évitons de faire I’analyse car

I’eau de lac était sous forme de boue.

I-2. Détermination des parametres chimiques

Les eaux, qu’elles soient d’origine souterraine ou superficielle sont plus ou moins
minéralises par les sels naturels, il est important de connaitre précisément cette minéralisation

(Rodier., 2009). Les résultats de différents tests sont illustres dans le tableau suivant.

Tableau 5 : caractéristiques chimiques des eaux préleveées.

Site NH,4 NO; NO; PO4 SI10; Fe
S1 <0,058 - <0,5 0,4 >6,0 <0,02
S2 <0,05 <0,025 <0,5 <0,02 >6,0 <0,02
S3 <0,05 <0,025 <0,5 <0,1 >6,0 <0,05
S4 <0,05 <0,04 <0,5 1,23 >6,0 <0,02
S5 <0,0833 1,0 38,33 0,4 >6,0 <0,02
S6 <0,05 0,067 0,833 <0,03 >6,0 <0,02
S7 <0,05 0,6 1-5 <0,035 >6,0 <0,02
S8 0,1125 0,1125 0,7 0,2 >6,0 <0,02

I-2-1- Dosage de I’azote ammoniacal (NH4+)

La détermination de 1’azote ammoniacal est obtenue par méthode colorimétrique ; COmposé
couleur bleu qui formé par réaction de ’ammonium avec les ions salicylate et hypochlorite en

présence de nitropussiate de sodium
La présence des ions ammonium traduit une dégradation incomplete de matiére organique
I-2-2-Dosage des nitrites (NO%)

Les nitrites réagissent avec la sulfanilamide pour former un composé diazoique qui, apres

couplage avec NI N-aphtyléne-diamine-dichloride donne une coloration rose

Nitrite est forme a partir de nitrification des ions ammonium par les Nitrosomonas

46




Résultats et discussion
*

I-2-2-Dosage des Nitrates (NO*)
En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de sodium

coloré en jaune et susceptible d’un dosage colorimétrique

Ce nitrate est résultat de nitrification de 1’ion ammonium qui oxydé par la bactérie

Nitrobacter

I-2-2- Dosage phosphate (PO,)
Dans I’eau superficielle, le phosphore est essentiel aux végétaux, mais, en trop grande

quantité, il contribue principalement a modifier 1’équilibre biologique des milieux aquatiques

D’aprés nos résultats on remarque que les variations des valeurs moyennes de phosphate au
niveau les deux stations S1 et S2 varient entre <0.02 la plus basse et 0.2 la plus élevée; ces
concentrations est un petit peu faible cela est d0 a relativement moins disponible que les autres
éléments essentiels comme 1’azote a cause de faible source industriel ¢’est-a-dire le phosphore

naturellement présent en trés faible quantité dans les eaux
I1- Identification phénotypiques des microalgues

Apres ’identification phénotypique de différents échantillons, nous avons trouvé une
grande variété des souches microalgale dans chaque station. Le tableau suivant montre les

résultats obtenus
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Tableau 6 : Distribution des taxons dans les différentes Stations de prélevement.

STATION
SOUCHE

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

9]
(o)

Neochlorisaquatica

38

/

Coleosphaeriumsp

12

20

Eunotiarhmboidea

24

Gramatophoriasp

267

Amphiprorasp

9

Thalassionamanitzschioids

2

~ N~~~

Pinnulariasp

26

Thalasiossirriadecipiens

34

Cyclotellasp

4

Gryrosigma-chloroplaste

42

Phormidiumsp

10

Aphaenocapsasp

5

Skeletonemacostatum

26

Nitzschiaclosterium

N

= w N
~|~|~|0|~|o|~al~~o|N |~

Nitzschiasp

29

Chlorella

Navicula sp

~N O~~~ ~N N~ NP~~~ ~

106

Stephanodixussp

N
oo

Thalassiosiralylina

Pseudostaurosirabrevislnata

Fallaciahudsonis

Achnanthesclever

Melosiranummuloides

Nitzschiaovals

Cymbellacesatnsp

Nitzschia sigma

diatoma

Tryblionellallevidensis

Pseudo nitzschia australis

Closteriumsp

Chaetocerossp

Pseudo nitzschiadelicatissima

WMol Mo~ NO0 |~~~ [~~~

[EEN
\‘

Guinardiasp

-
O

Closteriumtumidulum

Cesmariumvexatum

Stephanopyxis

Cylindrothecaclosterium

Cylindrothecaclosterium

Cavirulalacustris

Coscinodixusgranu

Euglena

Sunrirellalinearis

Suriellaelagans

PN Y D DA PR PR PN P P P D DA P P P P P P P P P P P P P P P B N

~N NN NN NN N NN NNV NN VNN VNN NN NN NN NP W NV O~~~ VDM VNN~ ~

~Nl N ~N N NN NN NN NN NN N NN NN NN NN -~

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\H-bm«)(';\m\wl—»w\w\\\w\\\\

~N N~~~V ~wWoo|lo

\\\\\Bb\\\\\\\\\\l\)\\\\l—‘\\\I\)I—‘OO\\\\\\\

48




Résultats et discussion
*

Les résultats de I’identification montrent que la grande variété des souches microalgales
vivent dans cette zone mais aussi la différence est bien illustre entre les stations.

A la station de lac Ayata (S1) la souche dominante est Gramatophoriasp, cette station
contient plus que dix souches avec une gquantité importante. Par contre, les autres stations de la
daira de Djamaa Ain Ezzarga (S2), lac de Tindla (S3) et canal Oued Righ (S4) ont une variété et
nombre limités des souches ou les souches Nitzschiasp, Stephanodixusspet Coleosphaeriumsp par

ordre sont les dominantes. (Voire figure 23)

Figure 23 : les souches dominantes dans les stations de Djamaa
De I’autre cOté, la figure 24 montre qu’ a la daira d’El Meghaier on trouve dans les
stations d’Oued Sidi Khelil (S5), lac N’sigha (S7) et Canal Oued Righ (S8) un nombre des
souches limité ou les souches Navicula sp, CylindrothecaclosteriumetStephanopyxissont les
dominantes, par contre dans la station de Oued Khrouf (S6) on trouve un nombre des souches

important ou les souches dominantes sont Navicula spet Pseudonitzschiadelicatissima.

Figure 24 : les souches dominantes dans les stations d’El Meghaier
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Conclusion
<

*
Les microalgues riches en lipides ont des effets tres importants dans plusieurs cotés
économiques, ils peuvent étre commercialisées sous forme de biomasse seche ou sous forme
d’extraits. Il est évident que plusieurs utilisations et secteurs de marchés sont a développer ou a

inventer.

La grande popularité des acides gras a fait naitre une gamme de produits d’origine
animale a base de ce supplément. L’ajout de microalgues trés riche enlipide dans I’alimentation
des animaux de ferme pourrait s’avérer une avenue commerciale treés intéressante afin d’obtenir
des ceufs et du lait enrichis en lipide présentant un effet potentiel réel sur la santé des

consommateurs.

Les biocarburants liquides qu’ils sont produits a partir des microalgues riches en lipides
peuvent étre une alternative séduisante aux carburants de transport a base de pétrole. Il existe
deux types de biocarburant : le biodiesel et le bioéthanol. Ils sont produits par ce qu’on appelle la
biomasse ou source énergeétique renouvelable. Ils peuvent remplacer, respectivement, le diesel et

I’essence dans les voitures, directement ou apres de Iégeres modifications sur le moteur.

Dans notre ¢étude, les analyse physicochimique montre que les eaux la zone d’Oued Righ
sont neutre I’égerment alcalin et avec salinité modéré ce qui présente un milieu favorable pour le

développement des souches microalgale riches en lipide.

L’identification phénotypique des souches microalgale nous permettons de trouver une
large diversité des souches avec un nombre important, ce qui confirme la possibilité d’isoler des

souches riche en lipides.

L’ensemble des résultats expérimentaux obtenus montrent que notre région d’étude est
trés riche en fortune microalgale et peuvent étre un pole dans la culture et I’industrie microalgale

s’il y a un vrai investissement et exploitation correct de cette fortune.

En fin, nous invitons tous les chercheures de continuer ce travaille et aller plus loin par
la valorisation des composants des microalgues spécifiquement les lipides pour ce qui est
important d’orienter vers un mode de vie écologique et des aliments et produits consommables a

base naturel.
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