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I ntroduction

Pour un souci permanent de réduction des émisgsiengiaz a effet de serre et de
préservation de l'environnement, nous devons nutgseisser aux bioénergies, ces dernieres
semblent incontournables.

De plus, les pressions économiques liées a litiséalpolitique des régions d'extraction
pétroliere ou a l'augmentation des codts du pétjolent également un rdle dans le
développement des biocarburants qui apparait cotuanmedes réponses a ces difficultés.
Dans son discours sur I'état de I'Union en jan2@46, le président George W. Bush déclarait
: "Pour que '’Amérique soit compétitive, il faut dénlergie a un colt acceptable. Et c’est la
gue nous avons un seérieux probleme : '’Amériquedépendante du pétrole, qui provient
souvent de régions du monde instables. Le meilleayen de se débarrasser de cette
addiction est la technologie(ANONYME;_ 2006). Ce constat est fait par les Etats-Unis, est
valable pour tous les pays dépendants de I'énpégielieére, d'ou un intérét croissant pour la
bioénergie c'est-a-dire I'énergie renouvelable m#epar transformation chimique de la
biomasse.

Fabriqués a partir de matiéres organiques végétakebiocarburants sont classés en deux
catégories principales : I'éthanol, issu de la femtation de sucres, qui peut remplacer
I'essence et le biodiesel, produit a partir d’hsiilgui sont un substitut au diesel.

La matiére premiere utilisée pour la fabricatiomndbiocarburant définit sa génération. La
premiére génération issue de ressources agricolegntionnelles rencontre des problémes
dus a une compétition avec l'agroalimentaire. Ueexime génération repose sur la
biomasse lignocellulosique. Enfin, une troisiemaégétion de biocarburant provenant de
microalgues est en cours de développement.

Les microalgues sont utilisées pour la productiertaimposés a haute valeur ajoutée tels
les biocarburants qui se développent depuis plisieannées. Elles présentent des
caractéristiques biochimiques trés intéressanteis lgwr conferent un grand nombre
d’applications a I'échelle scientifique et induslie dans différents domaines a savoir : la
production de molécules a hautes valeurs ajoutgaeitées dans le domaine pharmaceutique
et cosmétique, I'alimentation humaine et animaléagbroduction d’énergie renouvelable a
travers la synthese biologique d’hydrogene, de anélet de carburant.

Toutefois, le colt de production de la biomassalalgonstitue un facteur limitant pour
le développement des différentes filieres.

Parmi les algues cultivées actuellement dans dpays, les espéces du gefigorella
sont exploitées dans l'alimentation, la médeciag;dsmétologie, aquaculture, etc...) et sont
largement étudiées en tant que biocarburant enorraide leur haute efficacité
photosynthétique et de leur capacité a produire liggges. Par ailleurs, leur trés grande
diversité spécifique, la plasticité de leur métabmk permet d’orienter ces organismes vers la
production du ou des métabolites souhaités, entitondes conditions de culture adoptées
(TAHRI etal., 2000).



I ntroduction

Chlorella sp. est une algue unicellulaire eucaryote de la familes Chlorellaceae
(HOEL etal., 1995) qui croit a la fois dans des conditionstptiophiques et mixotrophiques
principalement en eau douce, c’est un organisngeétédié dans les laboratoires du monde
entier pour différentes raisons telles que son w@encroissance élevé sous une variété de
conditions (tolérance a de fortes intensités lumdies, aux températures élevées et aux
concentrations élevées &0, et du fait de son exploitation dans le domaine 'éeefgie
renouvelable. (MATSUKAWA eal., 2000; SOROKIN, 1959).

En condition d'autotrophie, la croissance des agdépend étroitement de l'activité
photosynthétique (MAZLIAK, 1998, HELLER, 2002). #st donc clair que [l'utilisation
efficace de la lumiere est une condition préalabla réussite des processus de production
industrielle. Il a été démontré que les facteurgspjues de I'environnement a savoir, la
température, lepH et le type de milieu de culture peuvent jouer dékes dans le
raccourcissement des cycles et I'induction morphéggue (GHOBRINI eal., 2014).

L’objectif de notre travail est I'étude de la casice d’une culture de microalgues sous
I'influence de nombreux parametres physico-chimsogei sont: la lumiére (la photopériode),
et la nature du milieu de culture chez une chloyapbChlorella sp.souche isolée dans le
parc national du Djurdjura (forét de Darna).

Le travail exposé dans la présente étude comprenxl jparties lesquelles sont organisées
comme suit :

+ Une synthése bibliographique qui va mettre en alViemportance des microalgues dans
les différentes filieres citées ci-dessus ainsi ligtade des différents facteurs influents la
culture des microalgues afin d’optimiser la bioneagkyale et la rendre économiquement
viable.

+ La deuxiéme partie concerne la zone d’'étude, laéneés et méthodes utilisés.

+ La troisieme partie porte sur les résultats obtemaisdiscussion, et une conclusion
générale.






Les microalqueSaractéristiques et propriétés

1- Les microalgues
1.1- Caractéristiques générales

Les microalgues font partie des premiers organisnvesits apparus sur notre planéte (il y a
plus de trois milliards d’années). Elles représenie premier maillon de la chaine alimentaire
des océans et assurent le fonctionnement des gmyetes biologiques. De méme qu’elles
contribuent au maintien de la biodiversité et sgtifent les molécules organiques
indispensables a la vie (GHOBRINI aL, 2014). Elles sont a l'origine de la moitié de la
photosynthese réalisée a la surface du globe dtosee a la base de toutes les chaines
alimentaires en milieu océanique, a l'instar desnfds dans le milieu terrestre (NABORS,
2008), et leur transfert de I'énergie solaire ea biomasse s’avére efficace.

Les microalgues représentent une source d’alimentabur les premiéres étapes larvaires
comme pour les étres humains de par leur compoditachimique adaptée (FILALI, 2012).

Toutefois, les organismes du phytoplancton sonttex@¢ment sensibles aux variations de
température ainsi qu’a la pollution. Une modifioatide quelques degrés de la température de
I'eau ou une augmentation de la pollution ont udatehajeur sur la survie du phytoplancton, ce
qui, en fin de compte, affecte tous les organismexympris les étres humains, situés en aval
dans les chaines alimentaires (NABORS, 2008).

Les microalgues sont largement et principalemenhnges étant des organismes
photoautotrophes. L’autotrophie est un mode deitmmrtrdes microalgues leur permettant
d'utiliser les rayons solaires afin de synthétieer énergie. Les microalgues de métabolisme
autotrophe utilisent également une source de carbmrganique comme IO, et leHCO;3
pour la synthése du carbone organique. Ce dersieessentiel a la synthése de toutes les
composantes organiques nécessaires a leur survie.

D’autre part, plusieurs microalgues ont un métaood hétérotrophe de nutrition et celles-ci
n'ont pas besoin de I'énergie solaire. Elles witisplutét une source de carbone organique
pour la production de I'énergie et des composargaraques (CANTIN, 2010).

En outre, plusieurs especes de microalgues sordblesp de passer d'une croissance
photoautotrophe (grace a de la lumiere qui fodréitergie pour convertir I€0, en chaines
carbonées) a une croissance hétérotrophe (san®r@)mitilisant le glucose ou d'autres
substrats carbonés utilisables pour le métaboldunearbone et de I'énergie (PERSON, 2010).

1.2-Classification et phylogénie

Les microalgues, présentent une diversité plus dgrague celle de toutes les plantes
terrestres (GHOBRINI &dl., 2014). Il existe sur le globe au moins 200 0§ifeees différentes.
Certains auteurs avancent méme des chiffres supgreun million d’espéces (CADORET et
BERNARD, 2011).
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De nos jours, leur biodiversité est a peine exgloginsi, et environ 47 000 especes de
microalgues ont été répertoriées. A cet égardpdéssibilités de valorisation de cette richesse
naturelle apparaissent donc trés importantes. &uirseule une cinquante d’especes sont
étudiées de maniere détaillée au niveau de laborade recherches et une dizaine d’espéces
uniguement sont exploitées au niveau industriebetmercial.

Selon SHARMA et RAI (2011)les especes les plus importants en termes d’aboadsn
rencontrent toutes dans les quatre classes dodaésde Tableau I.

Tableau | : Les groupes d’algues les plus importants en tatt@eondance (SHARMA et
RAI, 2011)

Nombre Formes de )
Algues K . Habitat
d’especes Réserves
Diatomées 100. 000 Chrysolaminarine Océans, eaux douces gt
(Bacillariophyceag ' (Polysaccharides) et TAGs Saumatres
Algues vertes _
8,000 | Amidon et TAGs Eaux douces
(Chlorophyceag
Algues bleu-vert , e .
2,000 | Amidon et TAGs Différents habitats
(Cyanophycege
Algues brunes
i 1,000 | TAGs et hydrates de carbor Eaux douces
(Phéophyceade

" TAGs : Triglycérides (triacylglycérides)

Ces organismes constituent un groupe polyphylétejuees diversifié de procaryotes (les
algues bleues ou cyanobactéries) et eucaryote$ofouretrouve les algues vertes, rouges et
brunes). Le classement en divisions est basé sarsdis propriétés telles que la pigmentation,
la nature chimique des produits de stockage issusadphotosynthése, l'organisation des
membranes photosynthétiques et d'autres caramgaest morphologiques (PERSON, 2010).
Ainsi on y distingue principalement deux grandsuges de microalgues.

1.2.1- Les procaryotes

Ce sont des organismes unicellulaires qui sont w®ps d’'une membrane nucléaire et ne
présentent que tres rarement des organites cedisilai

1.2.1.1- Les Cyanophycées (Cyanobactéries)

Les cyanobactéries ou cyanophycées, encore appaigess bleues, auraient permis la
production d’oxygene dans I'atmosphére en réalidanphotosynthese, suivant la réaction
universelle de la photosynthese :

6CO, + 6H,0 + hy — CgH1,05 + 60,
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Selon PERSON (2010), sur la base de leur structuozaryote typique, elles sont
considérées dans les classifications actuelles @or@tant des bactéries photosynthétiques
oxygéniques (fig. 1).

Bien qu’étant des procaryotes, les cyanobactémesin systeme photosynthétique proche
des végétaux chlorophylliens. Elles possedent dehlarophylle a et un photosystéme II.
Comme les algues rouges, elles ont des phycoli#iimes comme pigments accessoires.

Elles peuvent étre retrouvées dans pratiquemeantlésuhabitats (eaux fraiches, eaux salées,
eaux saumatres et sols) étant donné leur aptitudsister a des températures extrémes et leur
résistance a la dessiccation. Les cyanophycées gasimant principalement leur énergie sous
forme d’amidon (amylose et amylopectine) ou encmes forme d’huiles (CANTIN, 2010).
Les especes les plus connues sBpirulina (Arthrospira) plantensjsNostoc communet
Aphanizomenom flos-aquae.

Une seconde classe de cyanobactéries, Reschlorophytd, présente une spécificité au
niveau de la pigmentation avec une absence togafshgcobiliprotéines, mais une présence de
chlorophyllea etb (FILALI, 2012).

Cyanophycées

A o

a3y

Nostoc i
colonie et filament Gloeocapsa

fi !

Figure 1 : Exemples de quelques espéces d’algues bleues. (F12A812).

1.2.2- Les eucaryotes

Les cellules eucaryotes possédent un vrai noyamiti€&lpar une enveloppe nucléaire. Au
sein du cytoplasme délimité par la membrane plasejilps organites subdivisent le cytosol et
constituent autant de compartiments différents @Rletal., 2013) (fig. 2).
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Figure 2 : Exemple des microalgues eucaryotes (modifi@é@tarmination de quelques
espéeces de microalgues par KHALDI et ZEGAOUI inudg, PDF d’ANDRE ILTIS).

a- Volvox aureus. e- Micrasterias foliacea.
b- Glosterium parvulum. f- Cresigenia fenestria.

c- Cosmarium binum. g- Lepocinclis ovum.

d- Pediastrum boryanum. h- Anabaenopsis circakari

1.2.2.1- Les diatomées (bacillariophycées)

Les diatomées représentent souvent le groupe datnida microalgues parmi les
populations de phytoplancton et sont extrémemepandues dans tous les types d’habitat
(CANTIN, 2010) avec plus de 100 000 espéces conr(disALl, 2012). Elles sont
unicellulaires et sont souvent réunies en chaiear paroi cellulaire (ou frustule) est composée
de substances pectiques associees a la silice (BRHB 1992).

Les diatomées emmagasinent leurs réserves souse faten chrysolaminarane, un
polysaccharide, ainsi que des huiles. Elles soatllelirs reconnues et exploitées pour leur
contenu en acides gras (CANTIN, 2010).

1.2.2.2- Les Chlorophycées (algues vertes)

Elles sont tres abondantes en eaux douces. Ellasepe se développer en mode
unicellulaire ou en colonies qui peuvent devenéstidenses. Elles accumulent I'énergie
gu’elles capturent, principalement par photosyrgdh&sus la forme d’hydrates de carbone et
d’huiles (DESCHENES, 2009). On dénombre actuellérBed00 espéeces, dont 1 000 sont des
chlorophytes marines.

Les especes les plus connues s@miorella, Chlamydomonas, Dunaliellainsi que
Haematococcu$FILALI, 2012), L’espece la plus étudiée &dtlorella vulgaris Cette espéece
est trés intéressante pour la production de bietles raison de sgoourcentage intéressant en
acides gras. Les principales sources de carbommikdses lesont sous forme de sucres et
d’acide acétique.
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D’autres espéces faisant partie de celtiese ont un potentiel intéressant pour la praaluct
d’algocarburants dont notammeieispeceChlorella protothecoide§CANTIN, 2010).

1.2.2.3- Les Chrysophyceées (algues dorées)

Les chrysophycéese retrouvent surtout en eaux douces et on en teoernviron 1 000
especes. Elles ressemblent aux diatomées maispelleent arborer plus de couleurs que ces
dernieres : du jaune au brun en passant par I'eta@bez plusieurs especes d’algues dorées
'enveloppe est principalement composée de silicereplus faible proportion de cellulose
(DESCHENES, 2009).

1.2.2.4- Les Rhodophycées

Ce sont des algues de pigmentation rouge qui smabdes de se développer dans les eaux
saumatres et salées. Cette classe comprend pAEdsspeces présentant dans la majorité des
cas un métabolisme photoautotrophe (FILALI, 2012).

1.2.2.5-Les Euglenophycées

Il existe plus de 800 especes d’euglenophycéesanti retrouvées généralement dans les
eaux saumatres et douces. Les principales résgevess algues sont constituées de paramylon,
une substance glucidique, et d’huiles (CANTIN, 2010

1.3-Caractéristigues morphologiques et physiologiques

D’une grande simplicité d’organisation (absencestlectures spécialisées), les microalgues
ont une taille de I'ordre du micrométre et se pnémet sous des formes variables : souvent
sphériques Rorphyridiun), en forme de croissan€Clostridiun), de spirale Arthrospira), de
gouttelette Chlamydomongset méme d’étoileStaurastrum (fig. 3) (SUMI, 2009in FILALI,
2012).

Du point de vue structure cellulaire, la microalqu&sente un noyau et une membrane
plasmique contenant des organites essentiels dosationnement tels que les chloroplastes,
les amyloplastes, les oléoplastes et les mitoclhemdElle contient trois principaux types de
pigments qui sont les chlorophylles, les carotéemiet les phycobiliprotéines.

Comme tous les organismes possédants des chldaesléess microalgues sont capables de
transformer I'énergie lumineuse en énergie chimigoer leur développement, par le biais du
métabolisme photosynthétique :

La photosynthése se déroule en deux étapes : wape gthotochimique et une non-
photochimique. Ce processus a lieu dans les cHiest®s qui sont des organites présents dans
le cytoplasme des cellules eucaryotes photosyntnesi(fig. 4).
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A : Gephyrocapsa E : Dunaliella tertiolecta J : Bacillariophycea
B : Haematococcus lacustris ~ F : Chaetoceros calcitrans K : Raphidophceae
C : Spirnlina platensis H : Dinophysis acuminate L : Bofryococcus

D : Chiorella vulgaris 1: Alexandrinm

La longueur du frait dans chaque fignre est égale a 10um.

Figure 3 : Diversité morphologique des microalgues (SUMI, 200BILLALI, 2012)

Thiylakoide 2
Membrane thylakoidal

E:_r_:'.'v.'!app-:' elui |_l||||r1|_|E|I.|'.:|-
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Espace intermembranaire _
Membrane interne

Stroma pH hout

Granum

Figure 4 : Schéma d’un chloroplaste (ANONYME 2014).
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L’étape photochimique (phase claire) se déroulesdas thylakoides des chloroplastes et
nécessite de la lumiére. La chlorophylle préseatesdes chloroplastes joue un réle important
dans le métabolisme photosynthétique, en effet €ids qui permet d’absorber les radiations
rouges, violettes et certaines radiations bleuds plus elle permet de convertir I'énergie
lumineuse absorbée sous une forme permettant dgiods de synthése de se produire,
comprenant des réactions photochimiques entraieatransfert d’électrons extraits de I'eau
vers le NADP et la création d’'un potentiel électrochimique lég#lde part et d’autre de la
membrane des thylacoides permettant la synthéseRd’Re transfert d’électrons de I'eau au
NADP" requiert de I'’énergie, celle-ci provient des plsggieémes.

L’étape non photochimique (phase sombre) est séqatialement et temporellement de la
phase claire. Elle comprend un ensemble de réactionymatiques formant le cycle de Calvin
au cours duquel le carbone est fixé et réduit ponner des triose-phosphates. Les enzymes du
cycle sont localisées dans le stroma et le cydlseiies produits de la phase claire, ce qui
conduit a la formation des glucides (fig. 5).

hy
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.:’bﬂa
’ 4
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_?;;‘-‘“ ATP
[ Thylakoide ADP + Pi

] RHZ

chloroplaste

CgHy20g

!:D Phaze photochimique

©=——p Phase chim igue

<" Couplage entre les réactions de la phase photochimigue
et chimigue

Figure 5 : Phases photochimique et chimique de la photosyatZ&dsONYME 2014).
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Certaines microalgues peuvent accumuler, commerdawégétaux terrestres, le carbone
sous forme de lipides. Les lipides ainsi stockémstituent une réserve de carbone pour
'organisme. En conditions normales, cela représ@® a 50 % de microalgues, de plus les
lipides sont principalement constitués de phospiu#s et de glycolipides. Mais certaines,
particulierement prolifigues sont capables d’accl@mijusqu’a 80% de leurs poids sec en
lipides. Ce stockage de lipides est di & un délgeutransitoire entre le flux de carbone issu
de la photosynthese et le flux d’autres élémentmsphore ou azote, nécessaires a la
croissance. La cellule alors carencée en l'un de &@éments, ne stoppe pas tout de suite
'acquisition de dioxyde de carbone nécessaire phlastosynthése. Elle stocke donc ce flux
sous forme de lipides.

Ainsi chez certaines microalgues, on observe dganites particuliers : les oléoplastes qui
sont des organites spécifiques des cellules véagtaksentant un stockage lipidique sous la
forme de plastoglobules.

1.4-Distribution et habitat

Les microalgues sont capables de se développer danarge éventail de conditions
abiotiques. A cet égard, I'évolution des espéceétéa accompagnée d’une diversification
ecologique, la majorité des especes se développedis environnements aquatiques (océans,
rivieres, lacs, ... etc.), humides et ensoleillesBSIBDRA et EDWARDS, 201 Cependant,
les microalgues présentent une capacité d’adaptatode survie telles qu’elles se sont
adaptées a différentes niches écologiques : desglaolaires aux zones désertiques, arides et
semi arides et aux sources d’eau chaudes. De nesmailieux hyper salins, alcalins et/ ou
acides sont colonisés par quelques especes (SIAIVETEYER, 2008). En outre, certaines
especes peuvent subsister dans les grottes, ass@ogs forme de symbioses avec tout type
d’organisme vivant et méme parasite, entre autithdenme. Elles sont également capables de
se développer sur des surfaces rigides, tels gumilgs ou les troncs d’arbres et méme le sol
(BECERRA-CELIS, 2009). Aussi, certaines espécedaptrticularité de croitre méme dans
des conditions ou la luminosiest tredaible (SUBHADRA et EDWARDS, 2010).

Cette capacité ubiquitaire des microalgues estselltat d'une part de leurs propriétés
morphologiques (absence de formation complexeéstgmce de structure pariétale particuliére)
de l'autre a un métabolisme orienté capable eniteeale synthétiser différentes variétés de
meétabolismes notamment secondaires (FILALI, 20GHOBRINI etal., 2014).

1.5- Composition biochimique

L'intérét des microalgues se manifeste par la gditerde leur composition biochimique,
mais également par des particularités qui justifitatilisation de certains procédés de
production. Ainsi I'absence de paroi autour detuted deDunaliella et I'existence de globules
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de B-carotene extraplastidiaux permettent I'extractide ce métabolite par des procédeés
utilisant des chocs osmotiques, ou des réactepismsiques usant la diffusion du pigment a
I'aide de solvants (do-décane), sans perte delit@@QIENCK etal., 2011).

Les microalgues représentent une source importaletequasi toutes les vitamines
essentielles B1, B6, B12 C, E, K1, et possedent un large panel de pigments, fluen¢s®u
non, pouvant aussi avoir un réle d’antioxydants.pirs de la chlorophylle (0,5 a 1 % de la
matiere seche) qui est le pigment photosynthétiguenaire chez toutes les algues
photosynthétiques, on trouve toute une gamme dengits supplémentaires de type
caroténoides (0,1 & 0,2 % de la matiere séche)hgtopiliprotéines (phycoérythrine et
phycocyanine). Les pigments principalement expdogént la phycocyanine, de la spiruline
(colorant bleu), la phycoérythrine (couleur rouga)Porphyridium purpureuml’astaxanthine
d’Haematococcus pluvialisu le béta-caroténe ddunaliella salina

Elles peuvent accumuler plus de 50 % de leur pegls en lipides. Ces derniers sont
principalement constitués de triglycérides, de pho$pides, et de glycolipides (PERSON,
2010). La microalgu®dontella auritaest par exemple une source importante d’acides gra
insaturés. Par ailleurs, I'huile extraite 8ehizochytriuma été récemment autorisée en tant que
nouvel ingrédient alimentaire.

A T'heure actuelle, la richesse en lipides des mmgues et leur relative facilité de
production font de ces derniéres une source irdéndés pour les secteurs de la pétrochimie afin
de produire des biocarburants.

Certaines microalgues ont des constituants paxétaarticuliers tels que des
polysaccharides sulfatés, pouvant donner des alagbsrides, dup-glucane ou des
glycoprotéines impliqués dans des processus d’atiodg cellulaire, utilisables comme
biofloculants (JENCK eal., 2011). D’autres encore peuvent produire des cot#é a activité
antivirales, antibiotiques, ou anti-prolifératricgsez I’'homme (PERSON, 2010).

Le contenu élevé en protéines, peptides et acid@sea (entre 12 et 65 % de matiére seche)
de plusieurs especes de microalgues est I'une desigales raisons pour les considérer
comme une source non conventionnelle de protéiaas Halimentation humaine et animale
(pisciculture) (PERSON, 2010).

La cyanobactérieArthrospira platensis est mondialement reconnue pour ses qualités
nutritionnelles supérieures a la viande et est@méée dans la lutte contre la malnutrition
sévere dans les pays en voie de développement Gethobactérie n’est toutefois pas la seule
source de protéines d'origine algale. Certainedeitiont mis en évidence la teneur élevée en
protéines d’autres algues, protéines constituéesladirs par des acides aminés essentiels.
Ainsi, Palmaria palmatacontient de la leucine, de la valine, de la mdtime et de I'acide
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aspartique tandis gqulva pertusaprésente une fraction protéique riche en histidheen
thréonine, a des taux comparables a I'ovalbumine.

1.6- Sélection de la microalgue

Différents parametres sont pris en compte dansélacton d’espéces d’algues. Ces
parametres peuvent concerner la morphologie dpdis la cinétique de croissance ainsi que
impact des facteurs environnementaux tels quertaere, le pH, etc.

D’aprés LEE et PARK (1995), la sélection de I'espeadgale repose sur les parametres
suivants :

* Tolérance importante vis-a-vis des concentrati@S@, élevee ;

» Vitesse de croissance importante en présencefdgdaconcentration cellulaire ;

» Tolérance vis-a-vis des gaz toxiques tels que laaxyde d’azote et le monoxyde de
soufre ;

* Thermo-tolérance (tolérance vis-a-vis des tempgzatélevées).

Au cours de notre travail nous nous sommes intéessaux espéces du ge@idorella, car
ces dernieres présentent un intérét certain pweigueunit les 4 conditions précitées.

1.6.1- Position taxonomique du genreChlorella

Chlorella sp est une algue verte découverte en 1890 par leodigdé hollandais
BEYERINCK, (ANONYME,, 2002) edepuis 1919, la position taxonomique de ce ger@ie a
un sujet a controverse. En effet, en raison dailad différenciation morphologique de leurs
cellules plus ou moins sphériques, leurs taxonomiété plutdt confuse (KESSLER et
SOEDER, 1962). Ainsi, les caractéristiques morpgigiees traditionnellement employées
(taille et forme des cellules et des chloropladtesijsibilité du pyrénoide, etc) pour les définir
se sont avérés étre trés variables et ambiguésH(BAI et KRAUSS, 1965). Selon
NEMCAVA et KALINA (2000) bien gu'il y ait une intgrétation constante des diverses
disciplines qui composent la botanique, c’est ppalement par des critéres physiologiques et
biochimiques que les especes du gé&tiorella continuent a étre définies.

Récemment, les études moléculaires ont eu pouégaesce des données dépendantes sur
I'histoire évolutive du genr€hlorella, ce qui a donné des résultats a des classificativaux
élaborées avec des groupes nécessairement pldas. pdti recensement récent dénombre
environ 4 espéces du gerZhlorellasensu strictdKRINITZ et al., 2004). Lesquelles sont :

+ C. vulgaris

+ C.lobophora
+ C. sorokiniana
+ C. kessleri

12
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Aussi, les qualités de la chlorelle font qu’on \aBuvent des appellations telles que :
- la chlorelle, I'algue détoxifiante.

- la chlorelle, I'aspirateur a toxines.

« la chlorelle, I'algue anti-métaux.

« lachlorelle, I'algue miraculeuse.

Les espéces du genr€hlorella sont unicellulaires eucaryotes de la famille des
Chlorellaceae et de I'ordre des Chlorococcales (HOEal., 1995) qui croissent a la fois dans
des conditions phototrophiques et mixotrophigueéacpalement en eau douce. Suivant la
nature du milieu, les cellules peuvent étre de &wrat de tailles variables, respectivement,
sphériques et/ ou ellipsoidales et mesurent engtel® p. Elles posseédent un noyau, une paroi
épaisse riche en dérivés de chitine, des mitochemeét un chromatophore de forme concave,
vert, tournant parfois vers le blanc, cas des lesll@gées ou des cellules en culture dans un
milieu organique riche en glucose, et doté d’'unépgide massif (fig. 6) (NEMCAVA et
KALINA, 2000, SHIHIRA et KRAUSS, 1969).

A

Figure 6 : A : Structure morphologique dghlorella (BEER et al., 2009) — B : Micrographie
électronique d’une cellule d&. vulgarisen section longitudinale (RICHMOND, 2004) —
C :Observation microscopique en DIC « Differentidérference Constat » de cellule@e
vulgaris (I: membrane plasmique ; Il: chloroplaste; Illagre d’amidon ; IV: mitochondrie ; V:
noyau ; VI : thylakoide ; VII: membrane nucléair€l|l : pyrénoide).

D'un point de vue expérimental, ces especes sest étudiées dans les laboratoires du
monde entier pour différentes raisons telles quesleaux de croissance élevés sous une variété
de conditions (tolérance a de fortes intensitésinaoses, aux températures élevées et aux
concentrations élevées €0,) (SOROKIN, 1959 ; MATSUKAWA etal., 2000). De méme
gue CHADER (2009), on travaillant sur une soucheatte espéce prélevée au sud Algérien a
démontré sa haute tolérance a des concentrati@v€edl en oxygene lors de production
d’hydrogéne en anoxie.
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Ce sont des organismes haploides se reproduiselosieement par voie asexuée pouvant

produire de 4 a 8 autospores par simple divisiototigue (KNOBLOCH et TISCHNER,
1989), capables de se développer en milieu inogganen utilisant la photosynthese pour
produire de I'ATP et des équivalents réducteursnddmns phototrophes), ou en milieu
organique (conditions hétérotrophes), dans ce @&dsrhiére n'est pas indispensable a son
développement.

1.6.2- Composition chimique de la Chlorelle pure

La chlorelle est une algue extrémement riche,celfdient les éléments suivants (fig. 7) :

Des protéines et des fibres: les protéines coestitplus de 50% de la composition de la
chlorelle (environ 58% de son poids, c'est-a-dirdois plus que le blé).

Les pigments parmi lesquels la chlorophylle (4 faliss que la spiruline qui est déja tres
riche en chlorophylle) et la lutéine sont en conicgion exceptionnelle. Ainsi, la chlorelle
peut étre considérée comme un super légume.

Les lipides de la chlorelle sont notamment desescgtas essentiels polyinsaturés de type
oméga 3 (comme dans la graine de lin ou la méache).

Les vitamines aussi sont présentes dans la clddeepllupart sont importantes:

- La vitamine A: la chlorelle contient 10 fois plds vitamine A que le foie de boeuf !

- La vitamine B :(B1, B6, B12 qui se trouvent d’itade dans la viande et les produits
laitiers et B12 : 80 a 180 mg/100 g.

- La vitamine C.

- Et la vitamine E : 8 a 11 mg/100 g.

Des acides aminés, environ 18.

De tres nombreux minéraux tels que le fer, calciomagnésium, zinc, potassium, souffre,
manganese...

Une tres faible teneur en lode, ce qui permet deolasommer en cas de problemes
thyroidiens. (Anonyme., 2004)

Elle est donc un complément alimentaire trés exuepé! !
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Flagelle Analyse simplifiée d'une microalgue
Chloroplaste Mithochondrie
+ | = \ &
moteur 1 moteur 2 TE:ChIlOIngE

|

Enveloppe organique Jusqu'a 70%
de son poids
en molécules d'interét

Fiaure 7 : Schéma d’une microala (FERMENTALG et CEA. 201:

1.7- Importance des microalgues

Les microalgues présentent I'avantage d’avoir utlecge division trés court, de I'ordre de
guelques heures, permettant la production rapideiateasse (plusieurs grammes de matiere
séche par litre) ce qui leur confére un rendemepéigeur a celui des plantes supérieurs (10
fois plus que les plantes terrestres) (tab. Il).des, leur avantage majeur réside dans le fait
gu'’il n’entre pas en concurrence avec les prodosti@pondant aux besoins de I'alimentation
humaine ou des industries de transformation, dastes continuent sur I'année (permaculture)
et pas d’apport de produits phytosanitaires (SUBIRADet EDWARDS, 2010). Toutefois, les
taux de croissance des microalgues sont forten@pdrdiants des espéces et des conditions de
cultureconsidérées en relation avec leur efficacité photihetique (ANDERSEN, 1992).

Tableau Il : Rendement en biomasse de difféerentes culturedalég¢CHISTI, 2007)

Culture Rendement (L/ ha/ an)
Soja 73
Camelina 94
Tournesol 155
Jatropha 307
Palmier & huile 970
Microalgues 1500 - 10000
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En outre Les microalgues représentent une sourtgodeasse qui intéresse les nombreux
secteurs des énergies renouvelables (ex. biocarisuteaitements des eaux usées).

Néanmoins, la quantité produite de chacune de oesces dépend du rendement
photosynthétique de l'espéce cultivée et des ciomdit de culture. Trois sources sont
couramment exploitées : la biomasse, I'huile @littgydrogene.

2- Culture des microalgues
2.1- Parametres du développement des microalgues

La culture des microalgues est soumise a linflaemde plusieurs parametres
environnementaux physiques ou biologiques qui sdépendants des caractéristiques
intrinseques de l'espéce algale et de la géeomdirisystéme de production. Ces parametres
affectent non seulement l'activité photosynthétiggiela productivité en biomasse, mais
également le comportement physiologique et métabelides microalgues dans la culture
(RICHMOND, 2004).

Ce sont des facteurs abiotiques tels que la lumiarsource de carbone, les nutriments
minéraux, la température, la salinité, le pH, leetg enO,. et des facteurs biotiques tels que
des pathogenes (bactéries, champignons, virus)caepétiteurs pour les ressources (algues
exogenes) ou des prédateurs (hydres, copépodes)c@oderniers le probleme est en grande
partie résolu pour les algues croissant en miliwémophile, comme les eaux hyper-salées
(telle queDunaliella saling ou hyper alcalines (telle que la spiruline) goitent la croissance
des prédateurs et des microorganismes concurt€didAR et al., 2010).

Ainsi, avec la lumiére, la température est le factenitant le plus important pour la culture
des microalgues. En effet, beaucoup de microalgumsvent facilement supporter des
températures allant jusqu'a 15 °C en dessous déclepérature optimale, mais la hausse de la
température de seulement 2 a 4 °C au-dessus deelaperature optimale peut entrainer la
perte totale de la culture (ANEX, 2012).

Le méme auteur ajoute, la salinité de I'eau petdctdr la croissance et la composition
cellulaire des microalgues. Chaque microalgue agameme de salinité optimale différente qui
peut augmenter dans des conditions météorologichesdes en raison de la forte évaporation.
Les changements de salinité affectent les micreslgu cause du stress osmotique, du stress
ionique et des changements de ratios ioniques |laiele en raison de la perméabilité
membranaire sélective aux ions. Néanmoins, la fégqhus simple de contrbler la salinité est
I'addition d'eau douce ou salée selon les bes@NEK, 2012).

2.1.1- Lumiére

La lumiére est un des facteurs indispensables atabwmiésme photosynthétique des
microalgues. L'apport de I'énergie lumineuse peupduire de maniere naturelle grace a
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I'énergie solaire ou artificiellement grace a daéises fluorescents émettant la lumiere a une
longueur d'onde bien spécifique.

La croissance algale dépend de la disponibilitdectefficacité de I'utilisation de I'énergie
lumineuse (SMITH, 2000). On notera I'importance tdajet lumineux, de la concentration
cellulaire (qui trop importante pour induit le ploémene d’auto-ombrage), des caractéristiques
pigmentaires des cellules algales (MALONE, 1982h &pport insuffisant de lumiere est
susceptible de limiter la productivité et la craisse méme si les autres paramétres sont a des
valeurs optimales (RICHMOND, 1999).

Toutefois, les organismes chlorophylliens ont nenlement développé des mécanismes de
conversion énergétique réalisée, par la photosgatltes chloroplastes pour croitre et se
développer, mais également des systemes multipieforchations sur leurs conditions
d’éclairement (BALLAREet al, 1987; MAZLIAK, 1998).

2.1.2- Température

La cinétique de croissance algale est influencédéapampérature (RICHMOND, 1999), en
général cette derniere augmente la vitesse desaraie. Ce parametre permet de réguler les
réponses cellulaires, physiologiques et morphologggdes microalgues (KUMAR etl.,
2010). La température peut provoquer des changsmdent structure cellulaire, et notamment
de son volume (RICHMOND, 2004). Ainsi, une températsupérieure a la valeur optimale
induit une augmentation du volume cellulaire (HABR1988).

Les microalgues toléerent en général une gammendpémeture comprise entre 15 et 26°C
avec une concentration cellulaire optimale a 23RONAR et al., 2010). Des températures
extrémes, supérieures a 35°C, peuvent constituesptimum pour certaines especes, alors
gu’elles peuvent étre létales pour d’autres espdgeslus, I'augmentation de la température
affecte le métabolisme de fixation @©, par les microalgues.

2.1.3-pH

Ce parameétre dépend principalement de la conciemtrde CO, dissous dans le milieu de
culture est régi par les équilibres chimiques elesedifférentes formes de carbone dans I'eau
(CO,, H,CO?, HCO® et CO; %). Un grand apport d€O, peut entrainer une acidification du
milieu, susceptible d'inhiber la croissance de iplus espéces de microalgues. De méme, la
présence de monoxyde de soufre, un élément tox@niegine une acidification importante du
milieu et par la méme une croissance limitée (KUMARal., 2010). En conséquence, un
contréle du pH des cultures est nécessaire afifavtwiser la croissance de certaines espéces
ayant des exigences environnementales particuliBesnaniére générale, la croissance algale
est favorisée pour un pH proche de la neutralité.
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2.1.4- Nutriments
2.1.4.1- Carbone

La source de carbone d’une culture algale en conditautotrophie est présente en phase
liquide sous forme de différentes espéces en égeiliCO,, H,COs;, HCO * et CO3 . Ces
équilibres sont régis par les équations de dis8oniade I'eau et du mélange carbonate
bicarbonate & une température de 25 °C (LIVANSKXQin FILLALI, 2012) :

kO «— H+OH pke =14
CeH,O «— HCO3«—» HCO;+H" pk =6, 38
HC® «» CG* +H' plk= 10, 37

Ces différentes formes de carbone constituentrlgoo@ inorganique total &IT ».

Durant la photosynthése, la consommationCd) entraine une augmentation progressive
du pH, alors qu’en présence de concentrations itapms deCO, dissous, le pH chute
entrainant une consommation moindre @&, par suite de linactivation de l'enzyme
« Rubisco» responsable de I'activité de fixation@@,. (SOBCZUK efal., 2010).

Une préférence de l'espéce algale peut étre digengis-a-vis de l'une des formes du
carbone CO, ouHCO3) selon le mécanisme biologique de concentratio@@giou «MCC».
Généralement, les microalgues présentent une pré&férvis-a-vis de l'assimilation dCiO,
comme source de carbone inorganique (CARVALH@Ie2006in FILLALI, 2012).

2.1.4.2- Azote

L'azote constitue un élément nutritif essentielrdawcroissance algale. La teneur en azote
des microalgues se situe aux alentours de 7 % mbati@re seche algale (BHOLA a&lt, 2011).

La source d'azote pour la culture peut étre orgemni@rée) ou inorganique (nitraldOs’,
ammoniaquéNH,) (ALCAINE, 2010). L'azote, étant un des constitisatles acides nucléiques
et des protéines, est impliqgué dans les principaless métaboliques des microalgues (GREEN
et DURNFORD, 1996). Ainsi, une augmentation de dmocentration d’'azote, jusqu'a une
certaine valeur limitée, entraine une productiegdulaire et protéique plus importante et une
synthese plus significative de chlorophylle.

La carence de cet élément induit une accumulatioportante de réserves lipidiques
(polysaccharides et acides gras polyinsatuf&sPT") (CHEN etal., 2011), une limitation de
l'activité photosynthétique et cellulaire (ALCAINE2010) ainsi qu'une augmentation de la
synthese des caroténoides.
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2.1.4.3- Phosphore

Le phosphore est impliqué dans plusieurs voies oétpes (CHEN efal., 2011). I
représente environ 1% de la matiére séche algaEHROND, 2004). Les microalgues sont
capables d'utiliser les formes inorganiques du pho® PO, >, H.PO, et HPO, %) ainsi que
ses formes organiques via le phénoméne d'hydray&ee a une enzyme de la famille des
phosphatases (ALCAINE, 2010).

La carence en phosphore joue sur l'activité photbgfique principalement au niveau de la
fonction de I'enzyme <«ubisco », indispensable a la fixation d0O, (MAZILIAK, 1998;
AGREN, 2004), sur l'accumulation des réserves ilijpids (WANG etal., 2008) et sur la
productivité en biomasse (BOROWITZKA, 1988). SeldN et al. (1997) il est nécessaire
gue le phosphore soit apporté en excés dans lewnudr il forme des précipités avec les ions
métalliques et de ce fait pas toute la quantitphlaEsphore ajoutée est disponible.

2.1.4.4- Micro-éléments

Plusieurs micro-éléments organiques et inorganicgoes nécessaires a la croissance des
microalgues, tels le soufr&)( le fer Fe), le magnésiumMg), le potassiumK), le sodium
(Na) ; il en va de méme pour les oligoéléments telsuigre Cu), le manganeseMn), le zinc
(Zn), le cobalt Co), le molybdéneNlo), etc.

Le soufre est un des éléments essentiels dansrposition de deux acides aminés : la
cystéine et la méthionine. Une carence en southeitiune inhibition de la synthése protéique
et de l'activité photosynthétique des microalgW8aNG etal., 2008).

Une carence en fer entraine des changements mdtalcellulaires a travers une
diminution de la densité et de la taille cellulagteune inhibition de la synthése protéique et
lipidique (VALERA et al, 2011in FILLALI, 2012). Cet élément intervient égalemeptrane
catalyseur lors de la synthese de la chlorophBEGERRA-CELIS, 2009).

Le magnésium est indispensable a l'activité nitnagé dans le métabolisme cellulaire des
microalgues (WANG eal., 2008). On a par ailleurs mis en évidence l'icgilon du cuivre, du
fer et du zinc dans diverses fonctions enzymatigiedies que l'activité de l'anhydrase
carbonique, enzyme impliquée dans le mécanismsimigation du carbone (BUITENHUIS et
al., 2003in FILLALI, 2012). De méme, une carence en cuivre ’stceptible d'affecter le
mécanisme photosynthétique des microalgues (ROCH2ADK1). Une carence en molybdene
peut influer sur le processus métabolique d'asaiioi de I'azote au niveau cellulaire (GLASS
etal., 2009).

La carence en certains oligo-éléments peut affgidtesieurs voies métaboliques telles que
'accumulation des triglycérides ouT«&G » (acide gras indicateur de stress environnemental
durant la culture de microalgues) (CHENaét 2011). Ces oligoéléments peuvent réagir avec
d’autres éléments présents dans le milieu et gtécipil est donc souvent nécessaire d’ajouter
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un agent chélatant commEDTA « Acide Ethyléne Diamine Tétraacétiquafin d'éviter toute
limitation en éléments nutritifs dans le liquiddL(EALI, 2012).

2.1.4.5- Salinité du milieu

Le changement de salinité du milieu induit un stresmotique et ionique (sel) qui peut se
traduire par la formation de précipités et une agigation de la teneur lipidique des algues.
Ainsi, BOROWITZKA et BOROWITZKA (1990in FILLALI, 2012) ont noté lors du stress
ionique chez certaines especes Dignaliella une augmentation de la concentration en
caroténoides s’ensuit une inhibition de leur cemse. En outre, selon LU at. (1999) une
augmentation de la salinité induit une inhibitianl@ctivité photosynthétique.

2.2- Production de la biomasse

La plupart des microalgues sont photoautotrophest-a-dire qu’elles utilisent I€0O, et
gu’elles tirent leur énergie de la photosynthese, D existe aussi des microalgues
hétérotrophes qui sont capables de se développguusitiser I'énergie solaire, mais une source
de carbone organique (SADI, 2012).

Le CO, absorbé constitue environ 50 % du poids sec déolaasse microalgale. G20,
doit étre apporté durant la période d’ensoleillemé&insi, un intérét majeur réside dans la
valorisation deCO, émis par des centrales électriques, par exemplgraduction a grande
échelle de microalgues requiert une culture comrtidurant le jour. Les lipides extraits des
microalgues peuvent étre transformés en biodiéselast la réaction classique de
transestérification. Les microalgues présententieégent la particularité de produire des
composés a hautes valeurs ajoutées permettant rilrereéconomiquement viables les
installations (OUELLET, 2013).

Les microalgues et les cyanobactéries peuvent @thivées en photoautotrophie, en
systemes ouverts ou fermés qui peuvent étre de ttilde géométrie variée et utiliser la
lumiére solaire et/ou artificielle, ou par hétéoptnie, bien connue et maitrisée depuis des
années pour la culture des bactéries (PERSON, 2010)

La culture des microalgues utilisant la lumiéresdleil peut étre effectuée soit dans des
bassins a ciel ouvert ou des photobioréacteursremef de tube, rectangle, réacteur a agitation
continue ou autres formes. (SADI, 2012).

2.2.1- Culture en photoautotrophie
2.2.1.1- Systemes ouverts (Raceways)

L’évaluation des technologies et leurs rendemeatsahversion biosynthétique, constitue
la base de l'analyse technique du concept. Ellenped’établir le potentiel de production et
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I'éventuelle faisabilité technique mais aussi dgejul’applicabilité pratique des variantes
énergétiques du concept algal (DESCHENES, 2009).

Par principe, la culture ouverte nécessite descespibustes a la contamination. Elle est
également peu contrélée (maitrise faible des paramphysico-chimiques) et tres dépendante
des variations saisonnieres et climatiques (préaluctestreinte aux saisons propices).
L’évaporation forte induit une consommation en ékavée (qui limite néanmoins la montée en
température de culture). Ce principe souffre soudame double limitation par la lumiere et
par I'apport en carbone, du fait d’'un contact imaot avec l'air ambianfPRUVOST etal,
2011).

Leur forme peut étre circulaire ou allongée, unigueconnectée I'un et l'autre. L'eau est
généralement maintenue en mouvement par des raudsezou des structures en rotation, et un
certain mélange qui peut y étre accompli par dégegbien congus (fig. 8) (PERSON, 2010).

Ces étangs sont utilisés lors d’'une culture coetines nutriments sont ajoutés face a la
roue a aube et la récolte se fait derriere la egarés un moment de circulation (SADI, 2012).
De nouveaux systéemes ouverts notamment amélioté&tdmstallés en Californie, Hawaii et a
Roswell (Nouveau-Mexique). La productivit¢ maximaddtenue est de 50 grammes de
microalgues par meétre carré par jour (fig. 8). Bess résultats ont été obtenus en utilisant des
especes natives qui se sont naturellement dévadepians les étangs. Au contraire, les especes
cultivées au laboratoire ne sont pas si perfornsaniges problémes liés aux basses
températures ont été rencontrés, particulierengemult, ce qui a conduit au développement
d’une certaine forme de contréle de température kvelbture des étangs (BECERRA-CELIS,
2009).

CULTURE EN RACEWAY
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Figure 8 : Principe du fonctionnement des systémes de cubtuverts (raceways)
(BECERRA-CELIS, 2009)
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Figure 9 : Culture en Raceways (ANONYME, 2011)

2.2.1.2- Systemes fermés (PBR)

La culture en milieu isolé de I'extérieur se fait ®ysteme appelé « photobioréacteur »
(PBR) (fig. 10) PRUVOST etal., 2011). Il est défini comme un systéme clos @atélieur
duquel se déroulent, en présence d’énergie luminedes interactions biologiques que I'on
cherche a contrdler en maitrisant les conditionsudiire. Au sein du systeme, une réaction
biochimique de photosynthése a lieu dans le byirdéuire de la biomasse végétale a partir de
microalgues, d€0; et de lumiére (OLIVO, 2007).

Les Photobioréacteursffrent différents avantages: ils permettent l#ura des souches
microalgales sensibles qui ne pourraient pas fage aux microorganismes polluants installés
dans les systémes ouverts. Les productivités smgitdement plus élevées et peuvent étre
obtenues par un ajustement des conditions optintedesulture. Les molécules destinées a la
fabrication de produits de beauté ou les soinsadééspeuvent étre produites en respectant les
normes de pureté et sdreté du produit. Ainsi, destgbioréacteurs pour la production des
molécules pharmaceutiques en suivant les lignextdices relatives aux bonnes pratiques de
fabrication (BPF) ont également été décrites (BERBRCELIS, 2009).

L'utilisation des photobioréacteurs revient plusmeh que les systemes d’étang a ciel
ouvert, cependant ils nécessitent moins de lun@ediespace pour la culture des microalgues.
Les scientifiques préférent I'utilisation des pHmtwéacteurs, car ils assurent la croissance
d’'une seule espece d'algue sans gu’elle rentreompétition avec une autre espéce ou qu’elle
soit contaminée (SADI, 2012).

La production des molécules intéressantes judtifigestissement porté a la culture en
photobioréacteur. La culture industrielle de cesratrganismes passe par le développement
de photobioréacteurs fermés, stérilisables, codr@t a haute productivité (BECERRA-
CELIS, 2009).
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Il est & noter que le transfert @O, de la phase gazeuse vers la phase liquide egtiséti
Par ailleurs, du fait de la forte productivité dgstemes, I'oxygene doit aussi étre éliminé en
continu pour éviter des inhibitions de croissarRERSON, 2010).

La culture des microalgues en milieu clos et pligcigément en photobioréacteurs permet
d’obtenir plusieurs sources d’énergie valorisables.

Figure 10 : PhotobioréacteufPBR) de laboratoire pilote a éclairage externe.
A : PBR solaire Plat (laboratoire GEPEA, 2012. Egn
B : PBR Tubulaire (Solar Biofuels Research Certlemagne)
C : PBR Cylindrique (laboratoire de I'lfremer, Fca)
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2.2.2- Culture en hétérotrophie

Les microalgues de métabolisme hétérotrophe santipalement cultivées dans des
bioréacteurs fermés appelés fermenteurs (SADI, P@IR 11). Bien que le mot « bioréacteur
» recouvre une grande variété de dispositifs, noausvons dire qu’il s'agit d’'un espace
contr6lé contenant des organismes vivants qui dgtesent avec différents substrats. En
suivant cette définition, nous pouvons trouverdepositifs de laboratoire (le plus souvent des
cultures pures), les bassins artificiels, maisidasscosystemes naturels (lacs ou lagunes).

Ces systemes sont composés de microorganismessutbetrats nécessaires pour leur
croissance (c'est-a-dir€, N, K, Na, Fe,...), des catalyseurs pour démarrer ou accélérer u
réaction et des produits synthétisés par ces nmganismes (BECERRA-CELIS, 2009). Il
serait possible de croire que ces microorganisneesgmt utiliser n’importe quelle source
d’hydrates de carbone pour remplacer le rayonnes@aire en tant que source d’énergie pour
leur métabolisme, alors que tel n'est pas le cAH(S2012).

Cependant, ce systeme nécessite des souches adaptéaode de culture, des colts
d’installation et d'investissement importants dusx aéacteurs, et surtout des sources de
carbone externes, stérilisées et en quantités @guites aux produits générés. Par ailleurs,
cette technologie n'est pas adaptée a la produc@mioénergie a partir d’énergie solaire.
Cette technologie est donc utilisée pour la pradactle produits de haute valeur ajoutée
(molécules organiques), il est a noter que ce systge permet pas la production de pigments
(PERSON, 2010).

Les photobioréacteurs se différencient des bioe@ast classiques par la nécessité de
fournir un substrat additionnel (lumiere) en plussdconditions générales de culture
(BECERRA — CELIS, 2009).

Les rendements du mode hétérotrophe sont indépendanrayonnement solaire et ils
dépendent des caractéristiques nutritives de lelieunde culture. L'énergie chimique est
répartie dans le volume méme du réacteur. Les meawlis des systemes hétérotrophes sont
exprimés en gramme par litre de milieu de cultdriésesont calculés sur des périodes variables
de croissance (g/ litre/ temps). Mais les rendemdat techniques autotrophes sont exprimés
en gramme par métre carré, par période de culjdime’( temps) (DESCHENES, 2009).
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Figure 11 : Fermenteur de production d'Oméga-3 a partir decaigues (FERMENATLG, 2013).

2.2.3- Récolte des microalgues

Récolter des cellules de quelques microns de dianggti ont une densité proche de I'eau
n'est pas une tache aisée, ce qui rend la récelted dernieres difficiles et délicates, car elle
consiste a séparer ces micro-organismes du mikes tequel ils se trouvent. Cette étape clé
est trop souvent passée sous silence et constiieéelle étape limitante dans une optique de
production de biocarburants (CADORET et BERNARDOZD

Les techniques de séparation solide-liquide largemmployées sont : la centrifugation, la
fraction de la mousse, la floculation. Néanmoiasimiéthode de la récolte dépend de I'espece
elle-méme, de la densité des cellules et souventaieditions de culture (SADI, 2012).

Ainsi, la filtration peut étre utilisée pour récupéde grandes quantités de biomasse par
l'utilisation d'un filtre (fig. 12). Mais pour cesines applications, elle s’avere relativement
lente, ce qui peut étre insatisfaisant. En effet,pococédé est plus adapté pour les grandes
microalgues telles qu€oelastrum proboscideurat Spirulina platensismais ne peut pas
récupérer les plus petites comBeenedesmyuBunaliellaet Chlorella (ANEX, 2012).
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LA FILTRATION

Les micro-algues
dans leur miliew

Le filtre

Bécher

Le filtrat

Figure 12 :Principe de la filtration (ANEX, 2012)

Pour les microalgues, c’est la centrifugation gsti le procédé le plus efficace (ANEX,
2012). C’est une technique qui utilise la forcetd&rge, c’est a dire I'action sur le nombre de
g : l'intensité gravitationnelle, pour séparer gesticules solides en suspension dans un fluide,
ici les algues en suspension dans leur milieu dieireu L'appareil utilisé pour réaliser cette
séparation est la centrifugeuse (fig. 13), qui prde séparer les éléments du mélange en les
faisant tourner a grande vitesse (PERSON, 2010ite Gechnique est toutefois considérée
comme étant trop dispendieuse et énergivore pourdauction d’algocarburants (SADI,
2012).

Figure 13 : Centrifugeuse modeldettich. (ANONYME, 2006)
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La floculation et I'autofloculation sont aussi degthodes communément utilisées pour
concentrer les microalgues. La floculation estiséal grace a I'ajout de floculants tels le
chlorure d’aluminium et de fer. Ces floculants pettent I'agglomération de la biomasse
algale qui, étant donné sa densité plus élevéejpitera et pourra étre facilement récoltée
(fig. 14). L’'autofloculation consiste en linductiod’'un stress tels un pH extréme, une
augmentation ou une diminution de la températuténape ainsi qu’une modification de la

concentration en nutriments qui entraineront uneutbtion de fagon naturelle des microalgues
(CANTIN, 2010).

Flacon de Gauche : Avant floculation

Flacon de Droite : Apres floculation
Figure 14 :La floculation (ANONYME, 2014)

Certaines souches peuvent avoir une tendance hatariotter, en particulier celles riches
en lipides. Pour les autres le phénoméne de flottast produit par une action sur la différence
de masse volumique et le diamétre des cellules §ZER 2010).

D’autres techniques plus naturelles comme ['utilisa de molécule organique d’origine
naturelle exemple : I€hitosansont utilisées (fig. 15). Toutefois, hormis lewaatage certain
puisque compatible avec la nutrition humaine etmaté, avec la cosmétique et la
pharmacologie, leur prix ainsi que leur disponiBiliestent inabordables.

Figure 15 : floculant naturel l&Chitosan(ANONYME, 2014)
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Aujourd’hui, nous assistons chaque jour a la nassae techniques plus innovantes les
unes des autres. Ainsi, des laboratoires de relchenct mis au point une nouvelle technique de
floculation dite I'Electrofloculation, qui consistn I'envoi de pulses électromagnétiques pour
déstabiliser les charges superficielles des migteed ce qui provoque leur floculation (fig. 16).
C’est une technique toujours au stade recherchelafgsement dont seul I'avenir nous dira si
elle fut bénéfique car au stade actuel elle résezgivore surtout dans le cas d’'une production
a grande échelle.

Figure 16 : Electrofloculation des microalgues (CABATUANDO@dt, 2011).

2.2.4- Séchage de la pate algale

Certains procédés demandent la déshydratation bier@asse qui augmente également sa
durée de vie et celle du produit final. Plusieu&thndes ont été employées pour le séchage des
microalgues telles gueéhlorella, Scenedesmuet Spirulina(RICHMOND, 2004).

Ces procédés courants sont le séchage par atanisktiséchage dans des tambours, la
lyophilisation et le séchage au soleil. En raisedadteneur élevée en eau de la biomasse algale,
le séchage au soleil n'est pas une méthode tiéaaffpour la production de poudre d'algues et
celui fait par atomisation, n'est pas économiquérfasable, pour les produits de faible valeur

comme les biocarburants (ANEX, 2012).

Le séchage par atomisation est une méthode de dtésiyon d'un liquide (jus, lait, ...) sous

forme de poudre par passage dans un flux dair dchhors de la déshydratation par

atomisation, le liquide est pulvérisé en fines tgattes, dans une enceinte cylindrique
verticale au contact d'un courant d'air chaud dfévaporer I'eau. La poudre obtenue est
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entrainée par le flux de chaleur jusqu'a un cyclameun filtre & manche va séparer l'air de la
poudre (PERSON, 2010) (fig. 17).

Le séchage par lyophilisation consiste a oter l'dam produit liquide, pateux ou solide, a
'aide de la surgélation puis une évaporation svige de la glace sans la faire fondre
(sublimation). La vapeur d’eau quitte le produitspest capturée par congélation a l'aide d’un
condenseur, ou d'un piége a froid. Cette technjperenet de conserver a la fois le volume,
'aspect et les propriétés du produit traité. Cettehnique reste la plus consommatrice en
énergie (PERSON, 2010).

Entrée produit —=

air chaud
et sec

L

—= Poudre

Figure 17 : Séchage par atomisation.

A : Schéma détaillé du procédés d’atomisation (CHEEet BESSANCON, 1977).
B : Tour de séchage pilote (ANONYME 2010).

2.3- Application des microalgues

Outre I'intérét écologique considérable comme aggnirateur des eaux usées, les algues
microscopiques jouent un rble important dans delwenx domaines (fig. 18) : elles sont
utilisées en agriculture comme engrais biologiqoerpa fertilisation des sols pauvres, en
particulier les sols sahariens squelettiques, Bostructure est amoindrie par 'abondance des
ions sodium dans l'eau d'irrigation, ce qui engendies conditions asphyxiantes tres
défavorables ; ainsi I'apport d’algues microscopgjuiches en azote a ce type de sol, peut
corriger l'insuffisance en matieres organiques.

Par ailleurs, les microalgues constituent égalernengisement prometteur de molécules
d’intérét pour de nombreux secteurs d’activité tgle la santé, la pharmacie, la parapharmacie,
la cosmétologie, I'agroalimentaire et la chimie.sLmolécules extraites des algues sont de
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nature trés variée et possedent de nombreusestéxtieconnues (ex. antioxydant, anti-
inflammatoire, cytotoxique et antimicrobien).

Ces mémes algues représentent une source potendiellprotéines alimentaires non
négligeable (50 a 60 % du poids sec) pour I'hnomtri@aimal qu’il soit terrestre ou aquatique.
En effet, ces organismes sont considérés commeetaigr maillon de la chaine alimentaire
(phytoplancton) pour les producteurs secondairésgpas, crustaceés, ...) ; elles représentent
indéniablement le nutriment essentiel en aquaault(aroissance et développement des
poissons).

Tableau Il : Les différents domaines de valorisation des migwsas (A.R.V.A.M.)

VALORISATION DES MICROALGUES

* Nutraceutiques, * Omega-3 (OHA, EPA),
» Complément alimentairefl « Antioxydant,

» Aquaculture » Marqueurs fluorescents
* Nutrition animale, » Molécules

 Colorants naturels recombinantes

ENERGIE ENVIRONEMENT CHIMIE

* Algocarburants,

* Bioéthanol, * Biomitigation du Ce,
» Biométhane * Bioremédiation

* Production H

» Antioxydant,

» Photoprotection,

» Régénération cellulaire
* Colorants naturels

» Source de Synthons,
* Colorants naturels,
» Molécules naturelles

Malgré le potentiel biotechnologique incroyable cte ressource, les microalgues sont
encore tres peu exploitées ; seulement quelquescespsont commercialisées actuellement
(tab. V).
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Tableau IV : Les principales espéces de microalgues commesalis

Espéces

Produits

Exemples d’applications

Aphanizomenon flosaqua

e3-carotene

Nutrition

Arthrospira(ou Spiruline)

Phycocyanine,

Complément alimentaire, Nutrition, Cosmétiqug

1%

Biomasse
i Complément alimentaNutraceutique, Complénjent
Chlorella Biomasse , , . )
alimentaire, Nutrition animale
Crypthecodinium cohnii | PUFA* Oméga 3 Nutraceutiqgue, Complément alimeatair
_ _ [-carotene, _ _ . )
Dunaliella salina . Nutraceutique, Pharmaceutique, Nutrition animale
Astaxanthine
_ . | B-carotene, _ _ . )
Haematococcus pluvialis Nutraceutiqgue, Pharmaceutique, Nutrition animale

Astaxanthine

Isochrysis galbana

PUFA* Oméga 3, §

Nutrition animale, Aquaculture

Nannochloropsis

Biomasse

Aquaculture, Algocarburants

Odontella aurita

PUFA* Oméga 3

Nutraceutique, Pharmaceutique, Cogoe

Phaeodactylum
tricornutum

Lipides, PUFA*

Nutrition, Aquaculture, Algocarburan

Porphyridium cruentum

Polysaccharides

Pharmaceutique, Cosmétique, Muatrit

Shizochytrium

PUFA* Oméga 3

Nutraceutique

*PUFA: polyunsaturated fatty acids (acides grayipshturés) (source: A.R.V.A.M.)

2.3.1- Domaine alimentaire

L'utilisation des microalgues comme source de ntwreg vient des pratiques ancestrales de
populations sujettes a la famine. Les chinois s#tiént la microalgu&ostoc communpour
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assurer leur alimentation il y a plus de 2000 &wsuellement, la plus connue dans ce domaine
est une microalgue appeléethrospira platensisou Spiruline (BECERRA — CELIS, 2009).

Aujourd’hui, environ 145 de ces végétaux aquatigaetent dans la catégorie des
microalgues alimentaires, 36 % appartiennent aurysobiontes, 48 % aux Rhodobiontes,
15 % aux Chlorobiontes et 1 % aux Cyanobiontespet types de microalgues parmi ce panel
couvrent a elles seules 99 % de la demande mondids algues rougeBorphyrg la
ChrysobionteLaminaria japonicaet une algue brun&ndaria pinnatifida de la famille des
Alariacées, plus communément connue sous la démiorinde Fougére de mer (PIERRE,
2010).

C’est dans un contexte de pénurie alimentaire d H@e les chercheurs se sont intéressés
aux microalgues en tant qu'aliments, a cause de tewmeur en protéines. La premiére
installation industrielle a vu le jour dans les @& 1960 au Japon et, dés les années 1980
I’Asie produit une vingtaine de tonnes par an ppalement le genr€hlorella (JENCK etal,
2011) (fig. 19a).

Les protéines sont d'une importance majeure damsitiition humaine, Certaines algues
contiennent jusqu'a 60 % de protéines. La cyanébiacArthrospira est une algue célebre,
actuellement cultivée pour sa forte teneur en presg&(PERSON, 2010) (fig. 19b).

Les microalgues sont considérées comme une soateptiglle d'omégas 3 et 6 utilisés en
nutrition humaine et animale.

En outre, les microalgues ont un potentiel intéesslans la production de pigments. Le
caroténe est un colorant, actuellement extraPalghyridium cruentumqui sert notamment a
colorer la margarine (DABBADIE, 1992), et comme iifldans I'alimentation animale (pour
donner une couleur orangée a la chair du poissan gtune d’oeuf de la poule) (BECERRA —
CELIS, 2009).

Une autre microalgue qui est toute aussi bien sgmtée edbunaliella salinaet qui en est
la plus riche en polysaccharides utilisés en taraggent gélifiant ou épaississant tel que le
caroténe. Le glycérol (molécule intervenant dans &ystémes d’osmorégulation des
microalgues), est exploité dans I'agroalimentaoeme édulcorant et c’est I'algizunaliella
salinaqui est la plus riche (FILALI, 2012).

Les microalgues peuvent étre intégrées a l'alimimtan aquaculture marine (GHOBRINI
et al., 2014). Elles sont essentielles au cours desepsnis d'écloserie et de nurserie de
mollusques bivalves, crevettes, et quelques élavalge poissons. Les microalgues sont
également utilisées pour produire du zooplancténgealement des rotiferes, qui sont donnés
comme nourriture aux poissons carnivores fraichénéefos (PERSON, 2010). De méme
gu’elles apparaissent également comme de bondistamts des sols pauvres puisqu’elles
apportent notamment du potassium, de l'azote etélfaments essentielles a la croissance
végétale (GHOBRINI edl., 2014).
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Figure 18 : Formes nutritives des microlagues.(ANONYME, 2011)
A : La Chlorelle Chlorella vulgarig
B : LaSpiruline @Arthrospira Platensik

2.3.2- Domaine pharmaceutique

Au vu de leur grande diversité biochimique, les noedgues représentent une source
intéressante de molécules bioactives et de toxin#sables dans le développement de
nouveaux médicaments (FILALI, 2012). Ainsi plusgeugtudes ont permis de mettre en
évidence I'implication des microalgues dans le dom@harmaceutique par l'identification de
nouvelles molécules naturelles (GHOBRINBé&t 2014).

Les microalgues contiennent une multitude de pigmassociés au captage de la lumiéere
incidente. Les caroténoides issus des microalgresseptent déja de nombreuses applications
sur le marché (PERSON, 2010).

Les caroténoides ont des propriétés intéressantdsrmes de protection par rapport a
certaines pathologies. Un effet thérapeutique pr#veis-a-vis du cancer est aussi parfois
attribué a ces molécules. Par contre, les phyqobtkines sont largement utilisées dans des
laboratoires en immunologie. En effet, leurs pré@s en font des réactifs fluorescents
hautement sensibles et tres puissants (BECERRA-EEI009).

Le p-carotene est un pigment synthétisé par l'algidunaliella (FILALI 2012), ce
caroténoide précurseur de la vitamine A est uroraydiant (JENCK eal, 2011).

Le criblage d’extraits de microalgues par les itdes pharmaceutiques et les laboratoires
de recherches dans le domaine médicale afin difdenides molécules actives et des
médicaments potentiels est en plein essor. Des culeke telles que lduberciding une
molécule cytotoxique, a été identifiée chez la patgueTolypthrixbyssoideainsi que chez
les cyanobactéries. Elle présente une action eféeah vitro contre un type de leucémie
lymphoide (FILALI 2012).
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Diverses microalgues marines produisent naturel¢nues acides gras polyinsaturés
(AGPI) (JENCK etal., 2011). Les AGPI) sont connus pour jouer un role important dans la
réduction des maladies cardio-vasculaires, I'o@étmétabolisme des cellules comprenant la
régulation de la fluidité membranaire, le transptes électrons et de I'oxygéne, ainsi que la
capacité d'adaptation thermique (PERSON, 2010).

De plus, la présence des glycolipides comme lakeaairas polyinsaturés a longues chaines
leur permettent d’entrer sur le marché des réabtdshimiques et de la recherche médicale
grace aux propriétés aiH prometteuses (BECERRA — CELIS, 2009).

2.3.3- Domaine cosmétique

Les extraits d’algues sont régulierement utiliséansd des crémes cosmétologiques.
Certaines molécules d'origine algale sont mémeisadés en tant qu’excipient dans
I'élaboration de produits dermatologiques (algisate

De nombreuses recherches tendent a valoriserdation des algues, notamment a la vue
des enjeux économiques considérables liés aux psodwsmétologiques d’appellation
biologique (PIERRE, 2010).

A cet effet, des extraits d'algues, ayant une iéti@ntioxydante, sont exploités sur le
marché dans la fabrication des produits de soiilla@ae, du visage et de la peau ainsi que dans
les cremes solaires (FILALI, 2012).

La dermochlorine extraite de la microalg@hlorella vulgaris permet de densifier et
protéger le collagéne et I'élastine du visage. foelypit améliore par ailleurs la régénération des
cellules du derme, le rendant incontournable desigtoduits cosmétiques anti-rides (PIERRE,
2010).

Aussi, des extraits protéiques de la soudmthrospira entrainent une réparation des
premiers signes de vieillissement de la peau.

Par ailleurs, les pigments issus des microalguas également utilisés dans le domaine
cosmetique (FILALI, 2012).

2.3.4- Domaine environnemental

L'utilisation des microalgues dans le secteur davironnement s’intégre dans une optique
de dépollution avec pour idée de transformer neheé en produits ; comme par exemple le
traitement des eaux usées chargées en nitratesphptes, I'épuration d’effluents gazeux
contenant dulCO, mais aussi divers oxyd@$Ox SOx et la bioremédiation possible des sites
pollués... (fig. 19) (PERSON, 2010).
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Figure 19 : Procédé de traitement des eaux par les microa(glieALI, 2012)

Au vu de leur capacité d’assimilation de nombreuttiments nécessaires a leur croissance,
les microalgues représentent une solution inténésgaour éliminer ces éléments ; elles sont
également capables de fixer des métaux lourdss Etnt ainsi les principaux éléments
biologiques de certains systemes de traitement elsx municipales et industrielles
(essentiellement traitement tertiaire). Grace askaption de l'azote et du phosphore, elles
contribuent a réduire le phénoméne d’eutrophisadi@rcertains milieux aquatiques (FILALI,
2012).

Pour éviter la pollution de la nappe phréatiquestl possible de cultiver des algues a partir
de ces déchets organiques, et de les épandre eermiitl'eau d'irrigation. Les matieres
organiques contenues dans les algues établirorg de&s liaisons avec les argiles du sol en
formant un complexe argilo-humique qui ne libéresas matiéres minérales que tres
progressivement, préservant ainsi la nappe phrga(igABBADIE, 1992).

Les centrales thermiques, les cimenteries, legeiés sont tres productrices G©,. Les
microalgues produisent de I'énergie tout en consanrdu carbone créant ainsi des bénéfices
environnementaux, mais également des retombéesmaques pour les entreprises polluantes

(fig. 20) (PERSON, 2010).
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Figure 2C : Représentation schématique du procédé de fixdeoCO2 par les mcroalgues a partir de gaz
d’échappement industriel (FILALI 2012).

La biomasse algale est connue pour améliorer laposition minérale des sols et leur
capacité de liaison avec I'eau. Ce sont les cyartébas qui, grace a leur capacité de fixer
'azote gazeux, contribuent a maintenir la fedilites écosystemes naturels ou de cultures. Leur
présence dans les champs de riz améliore la quddisérécoltes. Malgré tout, c’est une
technique qui n'a pas été adoptée largement paradggulteurs mais qui mérite d'étre
reconsidérée et améliorée. Par exemple, au J&darella vulgaris est utilisée pour stimuler
la biosynthese de chlorophylle ce qui améliore flaissance des plantes. Elle est aussi
considérée comme un engrais car elle favorisedssance d’actinomycetes et des bactéries
utiles dans le sol (BECERRA — CELIS, 2009).

2.3.5- Domaine énergétique
Aujourd’hui, nous avons besoin des biocarburantg pemplacer les carburants d’origine
pétroliere utilisés pour les transports. Ces desnentribuent au réchauffement climatique et

constituent une ressource épuisable (CHISTI, 20D&%. biocarburants obtenus a partir de
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matériaux organiques renouvelables se présentemimeo une alternative aux énergies
d’'origine fossile pour réduire les émissions de gaeffet de serre (GES) et assurer une
indépendance énergétique (BECERRA CELIS, 2009).

Le concept algal repose sur le principe de capitde €oncentrer des formes renouvelables
diffuses et irrégulieres d’énergie comme le rayomeet solaire ou I'énergie chimique de
certains rejets en les convertissant en biomagséealune forme stable et concentré d’énergie.
De la biomasse algale, il est possible d’extrage biocarburants, une forme concentrée, stable
et polyvalente d’énergie (GHOBRINI at., 2014).

La valorisation de la biomasse algale peut se traghar la production de bioénergie sous
forme d’électricité et/ou de chaleur par combustioecte, ou sous forme de biométhane apres
méthanisation ou sous forme de biocarburant ouddtfgene. Cependant, cette valorisation ne
sera concurrentielle qu’avec une forte productide® biomasse, une possibilité de récolte
mécanique simple et un codt de production plusitéglue les procédés mettant en ceuvre
d’autres types de biomasse (FILALI, 2012).

Le potentiel des microalgues pour la mise en ptheaouvelles filieres de bioénergie, a
partir de leurs constituants polysaccharidiqueséthianol, biogaz) ou lipidiques (biodiesel,
biokérosene) ou méme directement de leur biomassée thermochimique classique) est lié a
leur grande biodiversité non encore complétemeploeée, a leur productivité espérée et au
fait que leur production n’entre pas en compétiigac les cultures vivriéres (fig. 21).
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Figure 21: Procédés de production de biocarburant via raigtes (FILALI 2012).
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3- Expérimentation

Les expérimentations ont été effectuées au labiozade cytologie expérimentale et de
morphogenese végétale du Pr. YAKOUB-BOUGDAL, fague médecine, département de
pharmacie, Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou

Les essais ont porté sur la sélection des souah&hlbrelles isolées a partir de lots de

microalgues échantillonnées localement.

3.1. Echantillonnage et zone de prélevement

Les prélévements ont été menés au niveau d’Assiaehmam, situé dans la forét de
Darna, commune d’lboudrarene, Daira de Béni Yemers@nt nord du parc national du
Djurdjura) Sud Est de la wilaya de Tizi-Ouzou. lie sl'étude se situe a une altitude de 760
m, avec pour cordonnées angulaires 36°28-36,30%atitude Nord et 4°15- 04,17 de
longitude Est (fig. 23).
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Figure 22 :Localisation géographique de la région d’étude (ADARN etal., 2011).
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3.1.1- Généralités sur le site d’étude

a- Présentation du relief
La forét de Darna comporte deux zones physiquesdigtinctes :
« Une zone de montagnes délimitée et abritant I'esdemles agglomérations
villageoises.
* Une zone de vallées correspondant a I'Oued irrigdancommune d’'Assif el-

Hammam en contre bas du village de Darna.

La région de Darna est également caractériséerqardrétes rocheuses : Adrar Ait Darna,
Lemdhella, Tizi Oughilas (OUBELLIL 2011).

b- Hydrologie

La région d’étude est caractérisée par un chevetliaklique varié comportant de
petits ruisseaux (Ighzer Lahouana, Ighzer Bourgbfer Nassaaka...) et des Oueds (Assif El
Hammam et Thassift Ath Boudrare). Nous signalorssiala présence d’'un petit barrage qui
alimente l'usine hydrauélectrique d’Assif El Hammam Nord du site d’étude. La région
possede de nombreuses sources dont le régime Béwent est irrégulier.

Cette diversité des réseaux hydrographiques corddeeforet de Darna une grande diversité
du relief et une végétation caractéristique (OUBEL2011).

c- Climat

Le Djurdjura est soumis a un climat de type meéditaten. Ce milieu forestier de
montagne est caractérisé par deux saisons bierhtres :
» La saison froide coincidant avec la période pluseéeu
e La saison séche coincidant avec la période chaadtld durée moyenne est de deux

mois.

Au Djurdjura la neige persiste sur les sommets @eleumois de novembre jusqu’a la fin du
mois de Mai.

Par manque de données relatives aux températurés station de Darna, nous avons eu
recours sur la base de gradient thermique aux texrtypés de la région Ait Aubane situant sur

la méme altitude.
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Le tableau suivant rassemble les valeurs des tetypés relevées mois par mois pour la
région d’étude (MERABET, 2014).

Tableau V: Températures maximales, minimales et moyennesuabtes de 'année 2013

pour la région d’étude.

Mois I Il [l A\ \% Vi VII MIlI IX X Xl | Xl
M (°C) 10,0| 10,2 14,6| 18,8/ 23,0 27,6 324 32,8 275 20,1 14,7 10,
m (°C) 39| 26| 95| 125 159 20,2 245 245 20,2 155 10734

T.moyenne (°C) | 6,95| 6,4 | 12,1 157 194 239 285 289 23,9 18591291

(O.M.S, 2013)
M : la moyenne mensuelle des températures maxima.
M : la moyenne mensuelle des températures minima.

T.moyenne: la moyenne des températures mensuelles.

Les prélevements ont été effectués dans les pangipoints : début de I'Oued, le long et

les retenues spontanées du 'eau (fig. 24).

058
S

Figure 23 :Zone de prélevement du cours d’eau d’Assif El Hamm{Originale, 2014).
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3.2- Méthode de prélévement

Les prélevements ont été réalisés en Avril 2014sdancours d’eau a des profondeurs
allant de 0 & 20 cm. A chaque point de la réc@8ltéchantillons de 250 ml sont prélevés par

trois points de prélevement différents pour dedyaea biologiques.

3.3- Matériel

3.3.1- Matériel végeétal

Nos travaux de cultun@ vitro porteront sur les cellules des chlorelles g&hierella,

échantillonnées au niveau d’'Assif el Hemmam detéatfde Darna.

3.3.2- Matériel de culturein vitro

La culturein vitro doit étre totalement aseptique, ce qui impliquesti@rilisation
préalable du matériel suivant:

La verrerie : béchers, Erlen Meyers (1L et 2L),ldbtes de pétri, pipettes graduées
(Iml et 10 ml), entonnoirs, des anses et des fesombres pour sauvegarder les solutions
méres du milieu de culture.

L’appareillage utilisé est le suivant: étuve, hettiux laminaire horizontal, balance de
précision, cocotte-minute, chambre de culture,igéfateur, plaque chauffante dotée d’'un

agitateur, becs bunsen, appareil a photos.

3.4- Protocole suivi

L’expérience que nous avons faite a été réalisémenmajeures parties :

» Observation microscopique

- Lors de cette étape, nous avons essayé de deézrigis souches de chlorelles par
observation microscopique a l'aide d’'un microscppetonique, et les identifier selon leurs
couleur et caractéristiques morphologiques, pwesgne des photos.

- Nous avons aussi essayé de comparer la congentrdes chlorelles par point de
prélevement, celle qu'on a trouvé plus importantngd I'échantillon issu des retenus

spontanés du cours, en raison de leur accumulatiaet endroit.
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Identification des meilleurs facteurs pour le b@&veloppement de ces microalgues a savoir
le milieu de culture favorable pour leur croissaatk stérilisation du matériel utilisé :
La verrerie doit étre stérilisée comme suit :
- Lavage avec I'lsis liquide puis ringcage abondak¢a@u courante.
- Un autre lavage avec I'eau de javel (pendant 5.min)
- Ringage abondant avec I'eau distillée stérile.
- Couverture avec du papier kraft pour chacun.
- Mettre a I'étuve pendant 30 mn a 140°C.
- La blouse aussi doit étre propre stérilisée patMs
La chambre d’ensemencement :
- La hotte, la paillasse ainsi que le sol, tout espésé par un premier passage
avec I'eau de javel, suivi d'un®? passage a 'aide d’un chiffon imbibé dalcool
sur toutes les surfaces.

- Allumage des UV la veille de 'ensemencement.

» Préparation du milieu de culture

Au cours de cette étape on a préparé deux milieukate spécifiques pour la culture des
chlorelles : BB (Bod's Basal) et BG11.

> Mise en culture

Dans cette derniére partie, nous avons cultivéclhdsrellesin vitro, tout en respectant les

conditions de stérilisation pour une meilleure prcttbn de biomasse algale.
3.5- Isolement et culture

Dans notre cas, on s'intéresse plus particulierémanx souches microalgales
unicellulaires. Nous avons opté pour la méthodéteiation de culture purdasée sur le
principe des suspensions dilutions et repiquagestés sur boites de Pétri.

La méthode disolement se fait sur milieu solide 1BGspécifique pour la culture de
Chlorophyceae et des Cyanophyceae (CHADER, 200D EBRINI etal., 2014).
La composition chimique du milieu est représentéesde Tableau IV. Le pH est ajusté a 7

avant autoclavage et solidifié avec de I'agar &'7g.
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Par ailleurs, les éventuelles contaminations pabbtéries et les champignons sont évitées

par le maintien de conditions aseptiques et leatf@ous la hotte a flux laminaire horizontale.

MICROFLOW

LAMINAR FLOW WO

Figure 24 :Hotte a flux laminaire horizontale.(Anonyme, 2014)

La purification des souches est basée sur le pendés repiquages successifs sur boites de
pétri contenant le méme milieu. Les colonies cgoaslantes aux chlorelles ont été prélevées
et étalées sur de nouvelles boites de Pétri ebées a (25 £ 1) °C sous une photopériode de
jour long (16h lumiére/ 8h d’obscurité) et une irgiéé lumineuse de 3000 lux.

Cette opération sera répétée quatre fois avec loesn@tions réguliéres sous microscope

photonique, pour s’assurer de lisolement des deforcorrespondant a une souche de
chlorella.
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Tableau VI : Milieu de culture BG 11 (gY

Composés Solution mére
(@.I")
Macroélément
NaNG; 15
KoHPOy.3H,0 0.04
MgSO,. 7H,O 0.075
CaCh.2H,0 0.036
Acide citrique 0.006
Citrate ferrico-ammoniaquie0.006
(CeHs+ayFeNyO7)
EDTA 0.001
Na,CO; 0.02
Trace metal mix A5 2.86
H3BO3 1.81
MnCl, 4H,0 0.222
ZnSQ, 7TH,0O 0.079
CuSQ5H,0 0.39
(NH4)6M07;0,4 H,O 0.049
Cl,Co 6HO

3.2.2- Identification

Les échantillons d'algues purifiées ont été obsemé microscope et les propriétés

morphologiques des isolats ont été identifiees laubase des manuels et les clés de
détermination de VAN VUUREN (2006); LEE (2008) €EBLINGER et SIGEE (2010).

3.2.3- Culture des chlorelles

La phase de croissance et celle de la formatiomideasse algale de la souche de

chlorelle isolée se fait en culture discontinuet¢bamilieu non renouvelé) sur le milieu
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Bold’s Basal (BOLD, 1949) spécifique pour la cuétudes Chlorelles, additionné de 2.5%g.|

de glucose, (voir composition Tab. V).

La phase de croissance a été menée sur une pédedgisemaines dans un Erlen Meyer
de 500 ml. Ce dernier contenant les chlorellesnileeu de culture BB (250ml) et une barre
magnétique a l'intérieur, a été disposé sur unquaachauffante pour assurer une agitation
en continu de 137 rpm (fg.25).

n
=
ot
S
(=]
~
o
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Figure 2£ : Dispositif de production de biomasse en cultureahisinue sur le
milieu BB

Une culture de 8 x faellule/ml est alors incubée a (25 + 1) °C, sous imensité
lumineuse de 3000 lux et une photopériode de jong I(16h/ 8h). Cette étape a pour but
d’adapter notre souche de microalgue au milieu dkure (BB) avant la phase de la

production de biomasse.
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Tableau VII: Milieu de culture Bold’s Basal (BB)

Composés Quantités Solutions meéres
(g-L" dH0)

Macronutrients

NaNO; 25.00 10 mL
CaCl, - 2H,0 2.50 10 mL
MgSO, - 7TH,O 7.50 [0 mL
K;HPO, 7.50 [0 mL
KH,PO, 17.50 10 mL
NaCl 2.50 10 mL
Alkaline EDTA Solution | mL
EDTA 50.00

KOH 31.00

Acidified Iron Solution | mL
FeSO, - 7TH,0O 4.98

H,50, | mL
Boron Solution | mL
H;BO; [1.42

Trace Metals Solution | mL
ZnSO; - 7TH,0 8.82

MnCl, - 4H,0 |.44

MoO, 0.71

CuSO; - 5H,0 1.57

Co(NO;); - 6H,0 0.49

Pour la culture il faut additionner du glucose atkar de 0,25 %.

3.2.4- Mesure des taux de croissance

Le taux de croissance des algues a été mesuréepaanltul de densité optigue au
spectrophotometre (BEKMAN 500), a une longueur dmde 680 nm pendant 4 semaines, a
7 jours d'intervalle (CHANG et YANG, 2003). Les tuks ont été conduites dans des
conditions strictes de stérilisation.

Le milieu de culture Bold’s Basal liquide stérilieét inoculé a hauteur d’un volume de
20 % V/ Viotai (Viotar = 250 ml) & partir des cultures des Chlorelletigéas précédemment.

Les cultures alors sont soumises aux conditioivastes :
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Photopériode : jour long (16h de lumiéere et 8h dalité).

Température : la température diurne est de (25 ¥£Q@)et nocturne de
(23 = 2) °C durant la nuit.

Une agitation de 137 tr/ min.

Un pH de 7.
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4- Résultats et discussion

4.1- Prolifération et isolement des microalgues

En raison de la pureté des eaux prélevees, lasiiwanicroflorale est plus ou moins
réduite. Il est généralement admis que, les camditphysico chimiques du milieu ont une
influence directe sur la diversité et la répartitae la microflore aquatigue (CHADER, 2009).

Dans notre cas, les concentrations élevées en(@m%) favorisent la croissance de
guelques especes microalgales cosmopolites. Lemdaxajoritaires identifiés, dans le site
d’étude, sont les Chlorophycées, tres peu de Cypmeées, et pratiquement pas de
Diatomées, leur répartition est plus ou moins simél quelque soit la zone de prélévement

(GHOBRINI, communication personnelle).

A partir des échantillons d’eau, I'utilisation dulieu de culture solide BG11,a permis
des isolements plus ou moins similaires en termiuabe de prolifération sur toutes les zones
de préléevement (fig. 26). Ainsi, apres la périodeadibation, plusieurs colonies apparaissent

d’aspect et de consistance différents.

Toutefois, il est important de rappeler que I'obi@m de la culture microalgale sur ce
milieu a nécessité une incubation plus ou moinguendans la chambre de culture (6 a 21
jours). Ceci était indispensable, car les premgssais ont échoué du fait du séchage rapide
des cultures. La chambre de culture thérmostageaistoutes les conditions favorables a la
croissance des microalgues (28 °C de températutmeephotopériode de jour long (16 h de

lumiere/ 8 h d'obscurité).
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Figure 2€ : Prolifération des microalgues dans le milieu déuralsolide (BG 11) a partir
de différents prélévements.
En plus des microalgues, I'observation des cultufelement rend compte de la
prolifération des contaminations bactériennes eigiffues (fig. 27) écartées par des
repiquages répétitifs avec des milieux de cultueef® sous une hotte a flux laminaire

horizontale.

Figure 27 : Aspect des microalgues pendant la phase d’isolenmservées au microscope photonique,
avec apparaissions des contaminations, grossiss€@met0 « A » et Gx10 « B ») (Les fleches « a »

indiquent les hyphes mycéliens, et « b » indiquestcontaminations bactériennes).
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En ce qui concerne nos échantillons et en se basankes clés de détermination
utilisées, on trouvera principalement des chlorappyytes, ce qui est sans conteste, le
phylum le plus important, caractérisé par ses pigme chlorophylles a et If§, caroténe et
oxycarotenes ainsi que par le produit de réseraboét, représenté par le pyrénoide
intraplastidial entouré d’amidon (CHADER, 2009). Aaurs de notre étude, nous avons pu
isoler dans les différentes zones de prélévemeaetsouche de microalgues appartenant a la

classe des Chlorophycées (fig. 28a).

Les cellules sont unicellulaires, sphériques, aeegaplus ou moins allongées, d'un
diametre variant entre 3 et |@@n, avec absence totale des flagelles. Chaque eelist
constituée d’'une paroi fine qui entoure un plastdaeme de coupe généralement pariétal,
constitué de pigments chlorophylliens.

La reproduction est exclusivement asexuée avecdhiom d’'autospores a l'intérieur de la

cellule par division en deux, quatre ou plus (#8b).

c0ly/10/12 1L

Figure 28: Souche de microalgue appartenant a la familleCtdgrelles (a observation de la

culture d’isolement ; b : observation @klorella sp sous microscope optique G x 100).

Ainsi, la souche isolée est alors purifiee, cefp@ration de purification consiste a

prélever a part toutes les colonies vertes qui rgsent sur la surface des boites de pétri a
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'aide d’'une anse, ensduite les repiquer de nouwesastries sur le méme milieu qui a servi a
son isolement, dans notre cas le milieu solide B@&ig. 29).

2014710712 11:41 AM

Figure 2S: Technique de repiquage en stries et le résultanobt
(a: technique, b : résultat)
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4.2- Essais de production de biomasse par la soudselée

Au cours de cette étude, nous nous sommes intégeps@cipalement a la production de
biomasse algale a partir d’'une microalgue véiorella sp. en culture discontinue sur le
milieu liquide Bold’s Basal (BB).

Ainsi, le suivi des cultures pendant 30 jours anperde déterminer le taux de croissance
maximum deChlorella sp. sur le milieu de culture (BB). Ce dernier est engrttiel durant
toute la durée de l'expérimentation (fig. 30). Q@ gorrobore les résultats obtenus par
plusieurs auteurs notamment NASHIMA et PALANISAM20(2) sur plusieurs especes du
genreChlorella et Oscillatoria, (car le maximum de croissance atteint une DO,8& Pour
Chlorella et 0,47 poufOscilatoria).

14

Densité -
optique
Do

0.8

0.6
0.43 0,45

Chlorella sp

0.4

0 1 2 3 4
Temps (semaines)

Figure 30. Cinétique de croissance @hlorella sp. en milieu Bold's Basal (BB).

Par ailleurs, la production de biomasse évolue nessivement au cours du temps, pour
atteindre une DO d’environ 0,45 au bout de 4 seesade culture. Toutefois, la teneur finale
obtenue reste moyennement faible, par rapportl@ @portée par ces mémes auteurs, dans

ce cas, les milieux de culture ont été amélioréscaladdition d'une source d’azote,
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notamment du phosphate d’ammonium ¢¥RQO,, auquel sont associées des vitamines (B12
et B6).

Nous notons aussi que le pH = 7 du milieu n’a pageg le fonctionnement de la souche
isolée. De méme, aucune phase de latence n'a s¢évéle dans la production de biomasse; ce
qui implique que le temps de réactivité de notnecke sur le milieu Bold’s Basal (BB) est
tres réduit. Ceci peut étre attribué au passagdapphase de croissance (3 semaines de
culture en milieu liquide BB) qui avait pour objéat’adapter la chlorelle isolée pour qu’elle
puisse réduire son temps de réactivité dans lagpta production. De plus, la présence de
teneurs en sucre dans le milieu (BB) peut avoiefiet positif sur le temps de latence, en
effet, nous supposons que notre souche seraitraest cette période latence par I'utilisation
du sucre présent dans le milieu liquide pour sesares phases de développement.

Ceci dénote que la souche étudiée s’organise etofpbohie sur le milieu (BG 11) et en
combinant les deux modes phototrophique et hétgbinue sur le milieu (BB) du moins au
début de la culture ; ce qui est le cas de la rt@joies chlorelles : en effet, ces derniéres
peuvent étres phototrophes et/ou mixotrophes stuieanconditions de culture (GHOBRINI

communication personnelle).
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Conclusion

Les microalgues sont actuellement envisagées codem@®rganismes capables de produire
de I'énergie ainsi que des substances a trés halger pour l'industrie. D'autre part, les
microalgues sont considérées comme un moyen detiédudes émissions de gaz a effet de
serre.

Toutefois, il est difficile aujourd’hui d’attribueune part de marché a chaque secteur
d’application potentiel des microalgues, en paligcyparce que tous ces secteurs en devenir
sont dans l'attente d’'une production de biomasablest de qualité et a moindre codt, non
atteinte a ce jour.

Dans notre étude, nous avons répartis et isolénit@ealgues issues du cours d’eau d’Assif
El Hammam localisé dans le parc national du Djuedgur un milieu de culture solide BG 11.
La méthode adoptée pour lisolement et la purificatde la soucheChlorella a permis
d’obtenir des souches de chlorelles valorisables [@oproduction de biomasse.

L'impact des parametres de culture a permis d’agémles conditions de culture de la
chlorelle pour une production sélective de biomaggesi, I'analyse du taux de croissance
maximum deChlorella sp. sur le milieu de culture Blod’'s Basal (BB), renduessible grace a
une technique spectrophotométrique, révéle unessance exponentielle de la culture, avec
absence de période de latence qui fait suite aaagage la culture par une phase de croissance
sur le méme milieu de culture (Blod's Basal) etaaprésence d’'une source de carbone
assimilable par les microalgues isolées. Dans criatecas, la souche dehlorela isolée
utiliserait un mode de nutrition hétérotrophe embmaison avec le mode phototrophe (du
moins au début de I'expérience), ce cas de figarecerne la majorité des chlorelles qui
peuvent étre a la fois phototrophe et/ ou mixoteoph

Pour parfaire notre travail, il serait plus judiciede faire varier le pH des cultures pour en
déterminer I'optimum de I&€hlorella isolée, mais aussi d’analyser les sucres totaux\aau
du milieu de culture pour confirmer notre suppositguand a une éventuelle utilisation du
saccharose par la soucheGldorella isolée.
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Résumé

Les microalgues semblent étre une solution inté@résspour la production des biocarburants.
Ces végétaux microscopiques ont la possibilitérel’€éultivés de différentes manieres afin
d’extraire par la suite des substances du treshealéur pour l'industrie.

Pour produire de la biomasse algale on utilise mé¢hode basée sur I'isolement puis la
purification des souches par repiquage répété asibeshde pétri contenant du milieu solide
BG11 suivi de leur culture sur un autre miliBold’s Basal (BB). L’analyse du taux de

croissance maximum dehlorella sp. sur le milieu de culture (BB), est rendue posstvkce

a une technique spectrophotométrique.

Mot clés : Micralgues Chlorella sp, biomasse, production.

Abstract

Microalgae appear to be an interesting solution tfeg production of biofuels. These

microscopic plants have the ability to be growndifferent ways to extract the following

substances of very high value to the industry.
To produce algal biomass method based on thatigol and purification of strains by

repeated subculture on petri dishes containingd sokedium BG11 follow their culture on

another medium Bold's Basal (BB) is used. Analg$idthe maximum growth rate of

Chlorella sp. On the culture medium (BB) is made possible bypectrophotometric

technique.

Keywords: Microalgae Chlorella sp, biomass, production.



