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L'industrie laitiere génere d'importants déchets liquides, dont I'élimination nécessite un

important investissement en capital.

Environ 85 % du lait total utilisé pour la fabrication du fromage est rejeté sous forme de

lactosérum.

La plupart des usines laitiéres ne disposent pas de systemes de traitement appropriés pour
I'élimination du lactosérum. Sa mise en décharge constitue une perte importante d'aliments, car
le lactoserum conserve environ 55% des nutriments totaux du lait. Parmi les plus abondants le

lactose, les protéines solubles, les lipides et les sels minéraux.

Bien que plusieurs possibilités d'utilisation du lactosérum de fromage ont été explorées, une

grande partie de la production mondiale de lactosérum de fromage est rejetee.

Son élimination en tant que déchet pose de sérieux problémes de pollution pour le milieu
environnant, car il affecte la structure physique et chimique du sol, entrainant une diminution
du rendement des cultures, et lorsqu'il est rejeté dans les masses d'eau, il réduit la vie aquatique
en oxygene dissous. Ainsi, le lactosérum constitue une menace majeure pour I'environnement

et la santé humaine, Une solution efficace et permanente est nécessaire de toute urgence.

La plupart des pays industriellement développés ont une législation stricte régissant
I'élimination de ces effluents. Les technologies de traitement biologique des eaux usées peuvent
contribuer a une élimination plus sire du lactosérum dans le respect des spécifications

environnementales, mais elles sont coliteuses.

Pour surmonter ce probleme, une meilleure alternative consiste a soumettre le lactosérum a des
processus qui permettent de fabriquer des produits a valeur ajoutée qui contribue a
I'amélioration de I'environnement et qui peuvent contribuer entiérement ou partiellement a la

diminution des co(ts d'élimination.

La disponibilité du lactose dans le lactosérum et la présence d'autres nutriments essentiels a la
croissance des micro-organismes font du lactosérum une matiere premiére puissante pour la

production de différents bioproduits par des moyens biotechnologiques.

Les micro algues sont apparues comme une solution dans une optique de durabilité
environnementales. En effet, elles pourraient permettre de retirer efficacement les nutriments
en fortes concentrations dans les rejets industriels, avec comme second avantage de produire

une biomasse pouvant étre utilisée comme matiére premiere a la production de nombreuses
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substances a haute valeur ajoutée. Dans ce cas, le lactosérum constituerait une source peu

coliteuse de substrat de culture.

Les microalgues sont un groupe diversifié d'organismes avec un potentiel important pour les
applications industrielles : comme matiére premiere dans l'aquaculture ainsi que dans la
production de bioproduits précieux tels que les lipides, les chlorophylles, les caroténoides et les
enzymes. De plus, les variations des facteurs de biotransformation (c'est-a-dire la température,
le pH, la lumiere, la source de carbone, la salinité, les nutriments, etc.) ont été utilisées pour

améliorer a la fois la biomasse et les productivités de bioproduits spécifiques.

Notre choix s’est porté sur la Chlorella vulgaris, car ¢’est une souche micro algale verte d’eau

douce capable de survivre et s’adapter au milieu de culture.

La présente étude est constituée de quatre chapitres, le premier (bibliographie) composé de deux
parties regroupant, la recherche bibliographique sur toutes les notions et phénomeénes facilitant
la compréhension des études expérimentales. Le deuxieme chapitre présente le site d’étude et
la caractérisation, quantification de I’effluent ciblé (le lactosérum). Dans le chapitre trois on a
I’incubation et le suivie des différents bioréacteurs dans le but d’une optimisation des conditions
opératoires. Et pour finir le chapitre quatre aborde la caracterisation et la valorisation des sous-

produits a partir de la biomasse algale produite.
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1.1 Le lactosérum

1.1.1 Introduction

Autrefois considéré comme un déchet dans la fabrication du fromage et donc comme un sous-
produit, le lactosérum est désormais considéré comme un coproduit. Il représente la
transformation d’au moins 85% du lait en fromage, et son recyclage est une préoccupation a
la fois économique et écologique, car il a une demande chimique en oxygéne (DCO) de 50 a
70g/L, ce qui en fait un produit polluant qui ne peut pas étre rejeté dans la nature. L’intérét
relativement nouveau pour le produit est principalement di a Sa composition riche en
protéines, lactose et vitamines hydrosolubles. Le lactosérum frais sous forme liquide n’est pas
facilement valorisé pour la consommation humaine, il n’est donc presque jamais utilisé sous
cette forme.

Cependant, depuis 1970, plusieurs produits a haute valeur ajoutée ont vu le jour sous la forme
concentrée et fractionnée de ce lactosérum. C’est notamment le cas des protéines, grace a
leurs fonctions intéressantes dans I’industrie agro-alimentaire Il serait également intéressant
d’étudier différentes manieres de valoriser tous les composants de ce sous-produit. C’est
pourquoi cette étude comprendra 1’étude du lactosérum dans sa globalité, et les différentes

voies de sa valorisation.

1.1.2 L’industrie fromagere

La fromagerie est une technologie alimentaire qui conduit & la production d’une trés grande
variété de fromages frais ou affiné, solide ou semi-solide obtenu par coagulation du lait, lait
écréme, lait partiellement écréme, grace a l'action de la présure ou la chymosine (coagulation
enzymatique dominante) ou d'autres agents coagulants appropriés tels que les levains ou
ferments lactiques (coagulation fermentaire prépondérante), suivi d’un égouttage plus ou

moins poussé selon le type de fromage qui permet de générer le lactosérum [1].

1.1.3 Evolution de la transformation laitiére en Algérie

Actuellement, I’industrie laitire se distingue par un marché en croissance constante. Son
activité a progressé de fagon continue au rythme tres élevé de 9,2 % / an [2].

Ce développement est di essentiellement & une forte croissance de la demande interne qui
s’explique par une croissance démographique relativement importante, une forte urbanisation

et surtout une nette amélioration du pouvoir d’achat du consommateur. (Tableau 1.1)
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Tableau 1. 1 Evolution du nombre d’industries laitiéres par année en Algérie[2] [3]

année 1967 1988 1992 2000 2004 2012 2018

Nombre d’industrie 3 11 17 40 139 177 210

Par conséquent de 1’augmentation du nombre d’industrie laiticre, la quantité de lactosérum

générée augmente. (Figure 1.1)

06 % = 13 laiteries utilisants
exclusivernentPDL

32 % = b8 laiteries LPC avec
exclusivement lait de vache

B LAITENSACHET APARTIR DE LAIT DE VACHE(100%)

51% =107 laiteries
mixtes (PDL + Lait de
vache )

W LAITDE VACHE DESTINE AUXPRODUITS DERIVES

¥ LAIT DE VACHE INTEGRE+ LAIT RECONSTITUE | Mixte)

W LAIT EXLUSIVEMENT RECONSTITUE

11% = 22 Laiteries utilisants
laitde vache pour les dérivés

Figure 1. 1. Typologie des laiteries conventionnées avec I’ONIL (données 2018) [3]

1.1.4 Lactosérum

1.1.4.1 Définition

Le lactosérum est un sous-produit issu de la
fabrication du fromage. En général, il est défini
comme la partie du liquide ou du sérum de lait
résiduel qui reste aprés la coagulation du lait et la
séparation du caillé. En effet, le lactosérum

représente environ entre 85% a 95% du volume du

lait et conserve environ 55% des éléments nutritifs

du lait[4] [5]. (Figure 1.2) (Figure 1. 3) Figure 1. 2. Lactosérum généré du camembert
(personnelle).
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Réception et analyse du lait
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acide acide diou doux
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Figure 1. 3. Production des différents types de lactosérum [6]

1.1.4.2 Compositions et variétés

Le type et la composition du lactosérum dépendent principalement de la coagulation des
caséines du lait. Les deux types de lactosérum sont le lactosérum doux et le lactosérum acide.
(Tableau 1.2)

Le type le plus souvent connu de lactosérum provient de la fabrication de fromages ou la
transformation est basée sur la coagulation de la caséine par la présure. La présure induite par
la coagulation de la caséine se produit a un pH d’environ 6,5, donc, le lait produit pendant le
traitement enzymatique est désigné comme lactosérum doux [7][8].

Le second type de lactosérum est du lactosérum acide (pH inférieur a 5), qui est généré grace
a des acides organiques ou de chymosine afin de coaguler la caséine [7]. La principale
différence entre les deux types de lactosérum réside dans leur contenu minéral (calcium et
phosphates) et leur acidité (pH). Le lactose est le principal composant des deux lactoserums, il

constitue approximativement 63 a 73% des solides totaux.
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Tableau 1. 2 Composition des deux types de lactosérum [7]

Compostions (g/L) Lactosérum doux Lactosérum acide
Solides totaux 63-70 63-70
lactose 46-52 44-46
protéines 6-10 6-8
Acide lactique 2 6,40
Matieres grasses 1 0,5
Calcium 0,4-0,6 1,2-1,6
phosphate 1-3 2-4,5
chlorure 1,10 1,10
pH 6,5 45

1.1.5 Le pouvoir polluant du lactosérum

L’industrie laiticre doit faire sa part pour contribuer a la sécurité alimentaire mondiale de
manicre durable. Le lactosérum a une trés grande importance dans I’industrie due au volume
de production et sa composition nutritionnelle. De par les importantes quantités produites, le
lactosérum est la substance la plus polluante issue de la fabrication de fromage dd a son haut
contenu de matiére organique [9]. En effet, la demande chimique en oxygene (DCO) du
lactoserum est 100 000 mg O2/L [10] et la demande biologique en oxygéne (DBO) varie entre
40 000 et 60 000 mg de O2/L alors que la limite de rejet pour une industrie traitant ses
effluents de maniére autonome est de 30 mg de O, /L[11].

Le rejet direct du lactosérum dans les cours d’eau (rivieres, ruisseaux, etc.) provoque une
baisse de la teneur en oxygene dissous, des problémes d’eutrophisation et de toxicité qui

modifient les propriétés physico-chimiques des écosystéemes aquatiques [1].

1.1.6 Production mondiale de lactosérum

Les industries laitieres du monde entier génerent de grandes quantités de lactosérum par litre
de lait traité, en fonction des procédés employés et des produits fabriqués.

La production mondiale de lactosérum de fromage est de I'ordre de 145 millions de tonnes
[12].
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Sur ce total, 85 millions de tonnes peuvent étre considérées comme étant utilisées
industriellement et transformées en produits a valeur ajoutee.

Les quelques 60 millions de tonnes restantes sont utilisées directement dans les aliments
liquides pour animaux, pulvérisées sur les champs comme engrais ou simplement jetées.

Sur la base de la répartition mondiale de l'utilisation du lactosérum, environ 60% est utilisé
industriellement, ce chiffre passant de 80 & 90 % aux Etats-Unis et en Australie et seulement
60% d'utilisation en Europe.

La transformation industrielle du lactosérum provenant du reste du monde est encore a des
niveaux comparativement faibles [13].

En Algérie, I’industrie fromagere rejette quotidiennement 6000 litres de lactosérum par jour,
soit 4 a 12 kg pour 1 kg de fromage réalisé [14]. Depuis 2013, la production algérienne de

fromage est de 1540 tonnes, ce qui se traduit par une production d’environ 14millions de litres

de lactosérum [15]. (Figure 1.4)

Principaux exportateurs mondiaux (source : GEB-Institut de I'Elevage, d'aprés FAO et Trade Map)
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Figure 1. 4 production mondiale de lactosérum [16]

1.1.7 Domaines d’utilisation du lactosérum

Le lactosérum peut étre utilisé aussi bien sous sa forme la plus simple en tant qu’aliment, que
sous sa forme la plus élaborée pour la pharmacie, pour la diététique ou pour I’alimentation
humaine. Ces extrémes sont économiquement possibles et encadrent toute une série de

possibilités technologiquement faisables.
1.1.7.1 Usage agricole

a. Nutrition animale

Depuis de nombreuses années, le lactosérum fait partie de 1’alimentation porcine. Ainsi que
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70% des animaux en consomment. Certaines entreprises préférent récupérer le lactosérum
dans les coopératives, puis elles le déshydratent avant de 1’incorporer dans la composition de
granulés pour les animaux. Entre quinze et vingt litres de petit-lait correspondent a la valeur
nutritionnelle d’un kg d’aliment destiné a I’engraissement. L’intérét de [’utilisation du
lactosérum a des fins de nutrition dans le domaine animalier permet de valoriser un sous-

produit de bonne valeur énergétique mais aussi de réduire la pollution organique [17].

1.1.7.2 Usage alimentaire

Le but est de récupérer les composés a haute valeur nutritive et fonctionnelle tels que les
protéines et le lactose (environ 10g et 50g respectivement dans chaque litre de lactosérum)
[18].

a. Lactose
Il est considéré comme étant un sucre pur soluble et de faible pouvoir sucrant, capable
d’améliorer la texture des aliments. Le lactose récupéré peut étre utilisé directement ou alors
apres sa transformation, ce qui présente un grand intérét pour I’industrie alimentaire puisqu’il
possede une forte valeur nutritive et de nombreuses propriétés il est utilisé dans les industries

alimentaires, notamment en charcuterie, confiserie, boulangerie et biscuiterie[17].

b. Protéines
Les protéines du lactosérum sont un groupe de protéines globulaires qui représentent environ
20% des protéines totales du lait bovin. Elles possedent une haute valeur nutritionnelle mais
sont aussi utiles pour élaborer des produits diététiques et thérapeutiques. En effet, ces
protéines laitieres présentent plusieurs caractéristiques intéressantes, elles sont employées
pour leurs bonnes solubilités, leurs propriétés moussantes et émulsifiantes. Elles sont aussi
employées dans l'industrie agroalimentaire, telles que la fabrication des potages en poudre,

des fromages fondus, des cremes glacées, des mousses de foie et la panification[17].

1.1.7.3 Usage pharmaceutique

Elle utilise de grandes quantités de lactose raffiné comme charge dans la préparation de
nombreux médicaments. En effet le lactose est considéré comme 1’un des glucides les mieux
adaptés a la préparation des milieux de fermentation destinés au développement des

moisissures dans la fabrication des antibiotiques[19].
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1.1.7.4 Usage biotechnologique
Le lactosérum par sa composition biochimique en particulier le lactose qui est principalement
Utilisé comme source de carbone et d’énergie pour les milieux de fermentation par plusieurs

microorganismes et microalgues ce qui permet sa valorisation pour des fins énergétiques[14].

1.1.8 Procédés physiques de valorisation du lactosérum

Le lactosérum doit étre traité des que possible, car sa composition favorise la croissance des
bactéries. Ces derniéres sont les responsables de la dégradation des protéines et de la
formation dacide lactique [20]. La récupération de fines, la séparation de gras, la
concentration de solides totaux, le fractionnement de solides totaux sont quelques procédés

physiques de valorisation du lactosérum [21].
1.1.8.1 Récupération des fines et séparation de gras

a. Clarification ou filtration de fines
Il consiste en I’étape de récupération de petites agglomérations des caséines connues aussi
sur le nom de fines [21]. Ces derniéres doivent étre les premiéres a étre enlevées afin de
diminuer leur influence dans la séparation des graisses et de prévenir des probléemes de
colmatage [5]. La teneur en fines séparables dans le lactosérum varie entre 0,05% et 0,20%
pour les fromages a pate ferme et semi-ferme tandis qu’elle est de 1% pour des fromages a
pate molle [22]. Différents dispositifs de séparation peuvent étre utilisés, tels que des

cyclones, des séparateurs centrifuges ou des tamis vibrants ou rotatifs [20].

b. Ecrémage
C’est le processus de séparation de la matiere grasse contenue dans le lactosérum. Cette étape
utilise le principe de la centrifugation : la matiére grasse de basse densité est dirigée a
I’intérieur des canaux de 1’équipement pendant que le lactosérum écrémé se déplace vers
I’extérieur des canaux [5]. La teneur en matiére grasse du lactosérum écrémé est de moins de
0,05%. La creme de lactosérum, souvent d'une teneur en matieres grasses de 25 a 40%, peut
étre partiellement réutilisée dans la fabrication du fromage [22]. Dans certains cas, la creme

de lactosérum est convertie en beurre de lactoserum [20].
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1.1.8.2 La concentration de solides totaux
La concentration a comme but d’éliminer la quantité d’eau présente dans le lactosérum. Ce
procédé permet de réduire le volume du lactoserum afin de faciliter le transport et de produire

un produit de valeur ajoutée comme le lactosérum en poudre [21].

a. L’osmose inverse
Les technologies membranaires comme 1’osmose inverse (OI) et la nanofiltration (NF) sont
des technologies utilisées pour la concentration du lactosérum. Elles se distinguent par le
diamétre de pores et la pression d’opération utilisée.
L’osmose inverse est un procédé baromembranaire qui permet de concentrer les solides totaux

du lactosérum de 6 a 18% [23].

b. L’évaporation
C’est un procédé qui permet de retirer par ébullition 1’eau présente dans le lactosérum.
Normalement, le produit est chauffé avec de la vapeur dans un échangeur de chaleur qui a
besoin d’une grande quantité d’énergie pour faire bouillir I’eau [5]. La chaudiere pour faire
bouillir I’eau est habituellement alimentée au mazout, au charbon ou au gaz 5 [20].

L’évaporation permet la concentration de solides totaux entre 45 et 60%.

c. Leséchage
Le séchage consiste a chauffer le produit dans des conditions contrdlées afin d’évaporer la
majorité de I’eau qu’il contient. Le séchage sur rouleaux, le séchage sur lit fluidisé et le
séchage par atomisation sont quelques technologies utilisées. Cependant, le séchage par
atomisation est le plus courant dans 1’industrie laitiére au Québec [5].
Le séchage par atomisation consiste a transformer un liquide en brouillard ou en
gouttelettes. Les gouttelettes sont formées par un atomiseur, une roue rotative ou a haute
pression. Ces gouttelettes sont mises en contact avec de l'air chaud et sec dans une chambre
de séchage, la poudre produite en continu est évacuee de la chambre de séchage et récupérée
en utilisant des cyclones, des filtres a manches ou une combinaison des deux [24].
En fonction des besoins du processus, des tailles de 10 a 500 microns peuvent étre obtenues
[20].
Grace au séchage par atomisation, la production de lactosérum en poudre est possible. Le
séchage doit étre réalisé en deux phases. Dans la premiere phase, le lactosérum est évaporé

jusqu'a une teneur en matiere seche comprise entre 58 - 62%. Dans la deuxieme phase, le
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concentré est transformé en poudre dans un séchoir a pulvérisation [20]. L'évaporation est
nécessaire pour produire une poudre de haute qualité. La poudre de lactosérum est aussi
utilisée dans plusieurs produits laitiers tels que la creme glacée, les desserts congelés et les
préparations de fromage fondu. Ces solides du lactosérum pourraient remplacer la poudre de
lait écrémé ou une partie de celle-ci. Cette substitution est trés avantageuse due au colt
inférieur du lactosérum en poudre. D’autres industries alimentaires telles les boulangeries,
I’industrie de la confiserie et I’industrie de la viande utilisent aussi la poudre de lactosérum

afin de développer de nouveaux produits [25]. (Figure 1.5)

Solution
protéique

£

Figure 1. 5 schéma d'un atomiseur co-courant[17].
1.1.9 Procédés biotechnologiques de valorisation du lactosérum
Le lactose est la source de carbone ou nutriment principal pour les microorganismes a
l'origine de la fermentation permettant la production de biogaz, de biomasse, d’alcools,

d’acides organiques, d’acides aminés, d’enzymes ou de lipides [5].

1.1.9.1 Production de biogaz

La méthanisation est un procédé de traitement par digestion anaérobie qui transforme la
matiére organique en méthane et gaz carbonique. La méthanisation permet d'éliminer la
pollution organique tout en consommant peu dénergie et en générant une eénergie
renouvelable le biogaz ou CHs [26]. les microorganismes de 1’espéce Methanobacterium
fermentent le lactose afin de produire du biogaz avec 50-70% (v/v) de méthane, 30-40% (v/v)

de dioxyde de carbone et 1-10% (v/v) d’hydrogéne [27].

11
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1.1.9.2 Production de bio hydrogéne

L’hydrogene (H>) est derivé du traitement du combustible (la pyrolyse des hydrocarbures); ou
de l'eau (I'hydrolyse), mais 1’Hz peut également étre obtenu par fermentation anaérobie.
Actuellement, seulement 1% de la production mondiale de H. est produite par une
fermentation anaérobie a l'aide de microorganismes tels que Clostridia [28][29]. La
production a été largement étudiée en tant que source d'énergie pour remplacer les

combustibles fossiles en raison de son pouvoir calorifique de 142 kJ/g [30].

1.1.9.3 Production de biomasse

Le lactosérum contient du lactose (source de carbone organique), des protéines solubles
(source d’azote protéique) et des sels contenant 1’azote (source d’azote non protéique) requis
pour la croissance de certains microorganismes. Ils contiennent également des vitamines
hydrosolubles et constituent donc un excellent milieu basal pour tout type de culture

(bactéries, champignons, microalgues) [31].

1.1.9.4 Production d’acide lactique

Les microorganismes de 1’espéce Lactobacillus sont les plus utilisés pour la conversion de
lactose contenu dans le lactosérum en acide lactique [32].

L'acide lactique a plusieurs applications dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et
chimiques [27][26]. Au cours des derniéres années 1’intérét de la production d’acide lactique
a augmenté puisqu’il peut étre utilisé pour la production d’acide polylactique. Ce dernier est

un polymere utilisé pour la production de plastiques biodégradables [8].

1.1.9.5 Production d’alcool

Ethanol : La production d’éthanol a partir du lactosérum a été trés étudiée dans le monde di a
la haute teneur en carbohydrates disponible dans ce résidu fromager [33][34]. Le lactose est
fermenté en utilisant des conditions de levure et des conditions d’opération anaérobies afin de
produire de 1’éthanol et du CO2. Aprés la fermentation, I'éthanol produit est séparé par
distillation puis déshydraté pour pouvoir étre utilisé comme carburant.

Butanol: Le butanol (CsHyOH) présente plusieurs avantages par rapport a I'‘éthanol
principalement par rapport a la facilitt de melange avec I'essence, un contenu énergétique
élevé, une faible miscibilité avec I'eau et une faible volatilité [26]. Le butanol posséde un
pouvoir calorifique supérieur de 36,1 kJ/g, qui est plus élevé que celui de I'éthanol (29,8 kJ/g)

et peut étre utilisé comme biocarburant [35].

12
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1.2 Les micros algues

1.2.1 Introduction

Les microalgues sont des microorganismes trés anciens. lls ont transformé et oxygéné
I’atmosphere terrestre primitive et ils participent encore au maintien de son équilibre
chimique. Il existerait au moins 100 000 espéces de microalgues, dont une cinquantaine
seulement sont bien connues parmi les 40 000 déja étudiées. 1l reste donc encore un tres grand
potentiel a explorer. Ces microorganismes primitifs capturent, concentrent et fixent
efficacement I’énergie diffuse de la lumiéere ou de sources organiques dans la biomasse algale.
Cette biomasse peut alors générer divers biocarburants. De plus, les microalgues peuvent
aussi produire des substances nutraceutiques rentables, de grandes quantités de protéines et
des fertilisants. Les procédés de production de biomasse algale sont variés.

La production industrielle de microalgues se présente donc, de plus en plus, comme une
solution durable intéressante pour faire face aux problématiques énergétiques,
environnementales actuelles. Des facteurs de production, comme : le climat, la localisation,
les souches de microalgues, la disponibilité des ressources de base et le marché des produits a
valeur ajoutée, peuvent grandement influencer la productivité. Ainsi, ces facteurs influencent

le niveau d’applicabilité des projets basés sur le concept algal.
1.2.2 Les micros algues

1.2.2.1 Définition

Les microalgues sont des micro-organismes végétaux photosynthétiques eucaryotes ou
procaryotes, elles peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires. Ce sont des organismes
microscopiques de 1’ordre de quelques micrométres délimités par une membrane plasmique
[36].

Elles ont la capacité de se développer rapidement et croitre dans des conditions extrémes
(especes halophiles dans les milieux trés salés, et especes thermophiles dans les milieux trés
chauds). Les microalgues sont présentes dans quasiment tous les écosystemes terrestres. |l
existe une biodiversité trés vaste de microalgues (50000 a 1 million d’espéces estimées pour
30000 étudiées) [37].

Ces micro-organismes photosynthétiques sont considérés comme les premiers producteurs
d’oxygéne indispensable a la respiration de la majorité des étres vivants. lls présentent des

caractéristiques similaires aux plantes, mais leur structure permettant une meilleure
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accessibilité de I’eau, du dioxyde de carbone et d’autres nutriments, leur permet d’avoir une

efficacité photosynthétique supérieure [38].

1.2.2.2 Composition

Les microalgues ont une composition biochimique naturelle. Elles sont constituées
majoritairement de carbone [39].

La composition interne en métabolites varie selon les especes, mais peut aussi varier
énormément selon les conditions du milieu [40].

En effet, leur teneur en protéines présentes 1’une des principales raisons pour les considérer
comme une source non conventionnelle de protéines [41]. En outre, comme les cellules micro
algales sont capables de synthétiser tous les acides aminés, elles peuvent fournir les acides
aminés essentiels aux humains et aux animaux [42].

Les glucides peuvent étre trouvés dans les microalgues sous forme d’amidon, de glucose, de
saccharose et d’autres polysaccharides, sa capacité a auto-fermenter son amidon en fait un
bon candidat pour la production d’éthanol .Leur digestibilité globale est élevée, c’est pourquoi
il n’y a pas de limitation a I’utilisation de microalgues enticres séchées dans I’alimentation
animale et humaine [43].

La teneur moyenne en lipides des cellules micro algales varie entre 1% et 70%, et sous
certaines conditions elle peut atteindre 90% de poids sec [44].

Les lipides des microalgues sont composés de glycérol et de bases estérifiées en acide gras
saturés ou insaturés. D’une part, certains acides gras en famille Oméga-3et Omega-6
présentent un intérét particulier. Ils peuvent étre utilisés dans 1’industrie cosmétique (pour la
préparation de creme anti rides grace a leurs grandes capacités de régénération de la peau).
D’autre part, la forte teneur en lipides neutres de la classe des triglycérides de certaines
espéces de microalgues pourrait devenir une source de biodiesel intéressante [45].

Les microalgues sont également riches en pigment tel que la chlorophylle. Ce pigment leur
permet d’avoir une couleur, et leur confére la capacité de synthétiser la matiére organique
nécessaire a leur développement a partir de molécules simples comme le gaz carbonique et
I’eau[46].

Les microalgues représentent également une source possible de presque toutes les vitamines
essentielles (A, B1, B2, B6, B12, C, E, le nicotinate, le biotine t I’acide folique) [43], en effet,

les vitamines améliorent la valeur nutritionnelle des cellules d’algues, mais leur quantité peut
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étre effacée par plusieurs facteurs tels que 1’environnement, le traitement de récolte et la
méthode de séchage des cellules [47].

Les microalgues ont plusieurs avantages dans la synthese industrielle des enzymes par rapport
a dautres cellules microbiennes en raison de leurs faibles besoins nutritionnels (lumiere
naturelle ou artificielle, CO2, eau, source d'azote et quelques sels minéraux), ce qui réduit les
colts de production, les progres les plus récents des techniques de lyse cellulaire ont fourni un
rendement d'extraction élevé de plusieurs métabolites a partir de microalgues. Différentes
classes d'enzymes ont été signalées, y compris les hydrolases, les oxydoréductases et les
lyases [48].

Ainsi, cette composition donne des qualités intéressantes aux microalgues, qui peuvent étre
introduites dans la nutrition humaine et animale. Cependant, avant la commercialisation,
I’innocuité des microalgues doit étre testée afin de vérifier la présence ou non de composés

toxiques [49].
1.2.3 Principe de fonctionnement :

1.2.3.1 La photosynthese

C’est le processus biologique permettant aux organismes autotrophes, tels que les algues, les
plantes, certaines bactéries et cyanobactéries, de convertir I'énergie lumineuse en énergie
chimique. Chlorella vulgaris appartient a la famille des Chlorophytes, son unique chloroplaste
contient les chlorophylles (Chi) a et b, ainsi que les caroténoides comme pigments
accessoires. C'est au sein du chloroplaste que l'appareil photosynthétique, comprenant le
photo systeme | (PSI) et le photo systéme Il (PSII), est sollicité (Figure 1.6) Le PSII absorbe
les photons dans une longueur d'onde maximale de 680 nm, générant un oxydant capable de
séparer I'eau en proton (H"), en électrons et en oxygene (O2) (Figure 1.6) Les électrons sont
par la suite transférés par une série de transporteurs d'électrons vers le PSI, ou des photons ont
été absorbés sous une longueur d'onde maximale de 700 nm, afin de réduire la ferrédoxyne et
la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Le NADPH, le CO,, ainsi que
I'adénosine triphosphate (ATP) sont ensuite utilisés dans le cycle de Calvin pour la réduction
du carbone néecessaire a la croissance cellulaire. L'excés de carbone produit par la
photosynthése est conservé dans la cellule sous forme de glucides ou de lipide, selon la

souche algale [50].
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Cette phase se déroule dans le stroma et ne nécessite pas directement de la lumiére. Cette
phase va reduire le CO, en matiéres organiques (glucides, lipides et protéines)[52]. L’ATP et
le NADPH, H" formés lors de la phase photochimique sont nécessaires pour la fixation du
carbone. Le CO, va interagir avec le ribulose 1-5, diphosphate dans une réaction catalysée par
I’enzyme nommée RubisCo. Cette enzyme est donc responsable de la fixation catalytique du
CO, dans la cellule [53]. La fixation de carbone est dépendante des produits créés pendant la
phase éclairée mais ne dépend pas directement de 1’énergie lumineuse. Par contre cette phase
a besoin d’un apport continu en ribulose 1-5, diphosphate. Cette molécule est régénérée lors

du cycle de Calvin. (Figure 1.7)

ho

Revue bibliographique

hv

> @
Membrane Anderne L IERN
thylakoidienne L

Artenne

'
ATP Synthétase
T s S Fared B HADE § o
CMa % avirie

psi/

A

Figure 1. 6 La chaine photosynthétique [51]

Phase d’assimilation du CO2 ou phase obscure (cycle de Calvin)

Le cycle de Calvin est composé de trois phases :

Pour une molécule de CO, fixée, trois molécules d’ATP et deux molécules de NADPH, H*

la phase de carboxylation (intégration du CO,)

la phase de réduction

la phase de régénération[51].

sont consommeées.

Dans des conditions optimales, 10 a 16 moles de photons sont nécessaires pour fixer une

mole de CO, [54]. En theorie huit moles de CO, sont nécessaires. Les moles en plus

correspondent aux besoins minimums de la cellule en énergie [55].
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Figure 1. 7 Le cycle de Calvin [56]

1.2.4 Types des micros algues

1.2.4.1 Diatomeées

Plus de 100 000 especes de diatomées sont connues. Elles forment des colonies qui
apparaissent généralement brunes ou jaunes [57]. Elles sont caractérisées par leurs armures de
silice qui présentent des structures géométriques complexes et extrémement variées. Les
enveloppes de silice des diatomées sont tres résistantes et persistantes. Elles ont fait I'objet de
recherches intensives aux Etats- Unis parce quelles produisent des huiles et des protéines

intéressantes [57]. (Figure 1.8)

Figure 1. 8 Diatomées (bacillariophycées) - Emilianahuxleyi [58]
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1.2.4.2 Algues vertes

Les chlorophycées sont tres abondantes en eaux douces. Elles peuvent se développer en mode
unicellulaire ou en colonies qui peuvent devenir tres denses. Elles accumulent I'énergie
qu'elles capturent, principalement par photosynthése, sous la forme d'hydrates de carbone et

d'huiles. Elles peuvent tolérer plusieurs types de conditions. Elles se sont d'ailleurs adaptées a

des milieux étonnement variés [59]. (Figure 1.9)

Lo

Figure 1. 9 chlorella visualisation personnelle
1.2.4.3 Algues bleues

Cette famille trés ancienne de micro algues compte environ 2 000 especes dans divers
habitats. Elle absorbe et fixe l'azote directement a partir de I'atmosphére. Des espéces de
cyanobactéries peuvent étre aussi rouges, jaunes ou brunes. Mais leur couleur caractéristique
bleue signale trop souvent des eaux polluées. Elles ne nécessitent essentiellement que de
quatre sources vitales : eau, lumiére, azote et on peut en trouver dans tous les habitats,
aquatiques ou terrestres. Les spirulines (Spirulina sp.) sont parmi les plus produites dans le

monde essentiellement pour la consommation humaine [60]. (Figure 1.10)

Figure 1. 10 Figure visualisation microscopique de la spiruline
(visualisation personnelle)

1.2.4.4 Algues dorées
Se trouvent surtout en eaux douces et on en compte environ 1 000 especes. Elles ressemblent

aux diatomées mais elles peuvent arborer plus de couleurs que ces dernieres : du jaune au
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brun en passant par l'orange. Chez plusieurs especes dalgues dorées, l'enveloppe est
principalement composée de silice et en plus faibles proportions de cellulose[57]. (Figure
1.11)

Figure 1. 11 Algues dorées (chrysophycées) Uroglenopsis [61]

1.2.5 Culture des micros algues

1.2.5.1 Les systemes de cultures

Deux moyens principaux de cultures de microalgues ont été développés, aussi bien a 1’échelle
laboratoire qu’a 1’échelle industrielle. Les systemes ouverts, ou une partie importante de la
culture est exposée a 1’atmosphére, appelés bassins. Les systémes fermés, ou les cultures
n’ont pas, ou peu, de contact direct avec I’atmosphére, ces systeémes sont appelés
photobioréacteurs [62]. Le choix du systeme de production dépend du degré de controle
nécessaire a la production du produit voulu et de sa valeur [63]. Au niveau industriel, les
microalgues sont souvent cultivées en bassin mais la production de molécules a haute valeur

ajoutée ne peut pas se faire en systeme ouvert [64].

a. Systémes ouverts
Les systémes ouverts sont les systémes d’exploitation qui ont été majoritairement utilisés pour
la culture industrielle des microalgues dans les dernieres décennies. Les systemes ouverts sont
plus faciles et moins chers a construire et a exploiter que les réacteurs fermés. Les bassins
varient par leur forme, le type de matériaux utilisés, le systeme de mélange du milieu [65].
Plusieurs familles de bassin existent :

e Les bassins naturels (Figure 1.13)

e Les bassins circulaires

e Lesraceways (Figure 1.12)
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Figure 1. 13 Culture de spiruline en
raceway Californie [77]

Figure 1. 12 Bassins naturels[77]

b. Systemes fermés

Les photobioréacteurs (PBR) sont des réacteurs fabriqués a partir de matériaux transparents.
Leur conception est basée sur la surface €clairée, I’efficacité du mélange et le controle des
parametres de culture (température, teneur en dioxyde de carbone et en oxygene, pH), pour
atteindre une productivité maximale. Les systémes fermés ont été congus pour pallier les
problémes des bassins [65]. Les PBRs offrent un contr6le des conditions de culture et des
risques de contamination beaucoup plus étroit. Ils permettent ainsi une meilleure productivité
pouvant atteindre 47 g.m—2.jour—! [66][67].

Il existe différents types de PBRs qui peuvent étre opérés en mode « batch », continu ou semi-
continu, et la recherche se poursuit afin de développer de nouveaux systéemes permettant une
production a grande échelle [68]. Cependant, la conception des photobioréacteurs doit étre
optimisée pour chaque espéce de microalgues, par rapport a ses caractéristiques
physiologiques et a ses caractéristiques de croissance. De plus, les photobioréacteurs restent

trés chers a produire et a exploiter [69].

e LesPBRstubulaires

Approprié pour la culture extérieure, ce systeme permet d’optimiser la surface exposée a la
lumiére. Les cultures microalgales sont pompées a travers de longs tubes transparents. Qu’ils
soient horizontaux, verticaux, inclinés ou en hélice, la configuration dépend des spécifications
du systéme et de I’espece cultivée. Les systemes verticaux offrent un meilleur transfert de
masse et une économie d‘énergie par rapport aux systemes horizontaux, qui eux sont plus
envisageables a grande échelle mais qui requierent une plus grande superficie [70]. (Figure
1.14)
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Figure 1. 14 PBRs tubulaires (Greenwell) [66]

e LesPBRs colonnes
Les PBRs colonnes peuvent étre brassées mécaniquement mais plus souvent par bullage. Les
colonnes sont placées verticalement, aérées par le bas et éclairées a travers leurs parois
transparentes. Elles présentent plusieurs avantages dont un contréle accru des conditions de
culture, un brassage efficace et un taux de transfert gazeux supérieur. Plusieurs PBRs
expérimentaux se présentent sous cette forme et ces systémes peuvent étre envisagés pour la
culture de masse entre autres a cause de 1’optimisation de I’utilisation des superficies, qu’ils

offrent [71]. (Figure 1.15)

v

———

Figure 1. 15 Les PBRs colon

ne;s [71]

e Lesairlifts
Les photobioréacteurs dits airlifts ou a circulation par air sont des systemes gaz/liquide
caractérisés par la circulation du fluide qui est cyclique [72].
Deux types d’airlifts existent : le photobioréacteur est désigné airlift interne a cause de la
présence d’une chicane ou de deux cylindres concentriques, ou il peut étre nommé airlift
externe [72]. Ils sont caractérisés par leur efficacité de 1’aération, 1’excellent contact entre les

phases gazeuses et liquides (permet 1’enlévement des gaz produits, le mélange du milieu, et la
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diminution du stress lié au cisaillement sur les cellules), et Faible énergie de fonctionnement.
Mais aussi des inconvénients tel qu’un grand colt de construction et une faible surface

d’illumination[72].

e Les photobioréacteurs plans
Apparus dans les années 50, ces photobioréacteurs ont des avantages pour la culture de masse
Les photobioréacteurs plans sont des réacteurs de faibles épaisseurs, généralement inférieures
a 10 cm cela permet de réduire le chemin lumineux [73]. Ils sont disposés verticalement ou
horizontalement avec une certaine inclinaison pour maximiser I’intensité¢ lumineuse incidente

[45]. (Figure 1.16)

Figure 1. 16 Les PBRs plans [74]

e Les Photobioréacteur « Plastic-bag » ou gaine
Ces photobioréacteurs sont des gaines en plastiques, suspendues a chaque extrémité a une
structure en métal et généralement éclairées par des néons. D'environ une centaine de litres de
culture, le milieu est mélangé par aération. La culture peut se faire en continu ou en batch. Ce
systtme a un faible ratio surface/volume et peut avoir des problémes d'encrassement. Ce
systéme est encore utilisé par certaines entreprises pour sa simplicité et sa facilité d'utilisation

[75]. (Figure 1.17)

Figure 1. 17 Systéme -plastic bag- [76]
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e Les fermenteurs
Un autre type de réacteur existe pour la culture de microalgues : les fermenteurs. Certaines
especes de microalgues peuvent croitre en hétérotrophie, c’est a dire sans lumicre et avec
comme source de carbone des composés organiques comme du sucre. Le systéme des
fermenteurs est une technologie bien connue, sophistiquée et qui existe a grande échelle
(jusqu’a 500000 L). Tous les parameétres de la croissance sont facilement contrdlables [65].

(Figure 1.18)

Figure 1. 18 Les Fermenteur de production d’Oméga-3 & partir de
microalgues

1.2.6 Les phases de croissance des microalgues

Dans un mode de culture batch, la biomasse et les nutriments sont incorporés au début et
aucun ajout n’est effectué par la suite. Dans un tel cas, la croissance de la biomasse est donc
ralentie lorsqu’un des éléments essentiels pour la division cellulaire n’est plus présent en
quantité suffisante pour soutenir le métabolisme. Cette méthode de culture est

particuliérement utile pour 1’étude des conditions limitantes pour la croissance cellulaire.

En effet, lorsqu’il n’y a aucun ajout de nutriments, 1’évolution théorique de la croissance se

fait selon cing phases : (Figure 1.19)

e Phase de latence : Les cellules ont besoin d’un certain temps d’acclimatation au nouvel
environnement [77].

e Phase de croissance exponentielle : La croissance est exponentielle et est maintenue
constante jusqu’a ce que la composition du milieu ne soit plus optimale [77].

e Phase stationnaire : Un des éléments du milieu devient limitant. Les quantités de cellules
qui se divisent et qui meurent sont égales, ce qui produit un plateau de croissance. Les

lipides et les glucides peuvent continuer a s’accumuler dans cette phase [77].
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e Phase de décroissance : La plupart des cellules ont épuisé leurs réserves intracellulaires de
composants et elles n’ont plus suffisamment d’énergie a leur disposition pour poursuivre la

maintenance cellulaire et meurent [54].

1.2.7 Modes de nutrition

Le carbone inorganique disponible pour les cellules se présente principalement sous la forme
de CO2 ou de HCOz3". Le CO> est la seule forme de carbone qui peut traverser librement la
membrane cellulaire ou ’enveloppe du chloroplaste par diffusion. Le CO, et le HCOs™
peuvent étre transférés dans la cellule via un mécanisme de transport actif dans la membrane.
Les microalgues ont démontré une capacité a utiliser différentes formes de carbone, méme

celui présent sous forme de composés aromatiques [78]. (Tableau 1.3)

{log)

= Temps
>

Latence Croissance Phaze Décroissance
exponentielle stationnaire

Figure 1. 19 courbe de croissance d'une micro algue

1.2.7.1 Autotrophie
Les autotrophes utilisent la lumiere comme source d’énergie et le CO2 gazeux, ou carbone

inorganique, comme source de carbone. Il s’agit du processus de photosynthése [78].

1.2.7.2 Hétérotrophie

Les hétérotrophes sont des organismes qui peuvent fonctionner sans lumiére en utilisant, pour
se développer, I’énergie chimique et le carbone issus d’autres maticres organiques. Plusieurs
especes produisent des lipides et d’autres composés recherchés. La production est effectuée
en mode fermé dans des bioréacteurs semblables a des fermenteurs. Les niveaux élevés de

productiviteé enregistrés sont prometteurs pour la production de biocarburants [78].

1.2.7.3 Mixotrophie
Il s’agit de la capacité a modifier sa source de carbone selon les besoins (autotrophe ou
hétérotrophe). Certaines especes de microalgues sont mixotrophe, ou également appelées

photoautotrophes facultatives, puisqu’elles sont en mesure d’utiliser le CO2 comme source de
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carbone et la lumiére comme source d’énergie. Cependant, elles peuvent également utiliser le

carbone organique pour combler les besoins en carbone nécessaires a leur croissance[79].

Tableau 1. 3 les différents modes trophiques des micros algues

Modes i , L Voies
. Nutriments Molécules générées , .
trophiques métaboliques
A h H.0, CO,, et sels O2 et composés .
utotrophe S ? mp Photosynthese
minéraux organiques
s COy, H20O et
Heéterotrophe MO, O, COmMpOsés Respiration
organiques
: 02, CO2, H20 et .
Mixotrophe H>0, CO, Oz, MO, ’ o Photosynthese et
COMpOSEs

sels minéraux Respiration

organiques

1.2.8 Les conditions influencant la culture

1.2.8.1 Source de lumiere

La source de lumiére utilisée pour éclairer le photobioréacteur peut étre interne ou externe. La
distance entre les cellules et la source de lumicére influence grandement I’efficacité
d’éclairement. En effet, une distance plus petite est théoriquement préférable puisqu’elle
assure une utilisation maximale de la lumiere par les algues et limite les effets d’ombrage
entre les cellules. Une luminosité bien répartie permet donc d’atteindre des densités de
biomasse plus importantes, puisque méme les cellules se trouvant au centre peuvent avoir
acces a la source de lumiere. Toutefois, selon le type d’éclairage sélectionné, un éclairage
interne peut étre impossible d0 a la production importante de chaleur par certaines sources de
lumiére conventionnelles [68]. Les diodes électroluminescentes (LED) deviennent populaires
pour ce genre d’applications puisqu’elles ont 1’avantage de produire peu de chaleur, de
consommer peu d’énergie et peuvent avoir de petits diametres qui permettent de les inclure a
I’intérieur des photobioréacteurs étroits [68]. La lumicre, bien qu’essentielle pour la
croissance des algues en photoautotrophe et photohétérotrophe, ne doit pas étre utilisée en
excés. Dans la plupart des cas, les algues ont une cinétique de croissance en fonction de
I’éclairement. Une augmentation lin€aire de la croissance est observée initialement avec
I’augmentation de 1’éclairement jusqu’a un niveau de saturation qui est spécifique a chaque
espéce. Dans le cas de I’algue Porphyridium purpureum par exemple, la saturation survient

autour de 100 (uE/m2 s). La valeur de saturation lumineuse de 1’espéce ciblée est donc
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importante a connaitre puisqu’elle permet de réduire les pertes d’énergie qui pourraient
résulter d’un éclairage excessif. De plus, des phénoménes de photoinhibition peuvent survenir

a des niveaux d’éclairage beaucoup trop importants[80].

1.2.8.2 Latempérature

Une variation importante de la température peut affecter les diverses réactions biochimiques a
I’intérieur de la cellule. Ces effets peuvent affecter les vitesses et les capacités d’acquisition
des nutriments. De la méme facon, la température peut modifier la composition chimique
intracellulaire en modifiant la nature des composés présents dans le milieu. Elle affecte
¢galement la croissance algale. Le taux de croissance augmente avec la température, jusqu’a
I’atteinte de la température optimum de croissance. Par la suite, ’effet s’inverse et la
croissance peut alors étre ralentie par une température trop élevée. Il a été démontré avec
Chlorella que le métabolisme cellulaire est ralenti a de faibles températures, mais que la
quantité de lumiére regue est la méme. La cellule recoit donc plus d’énergie qu’elle ne peut en
transformer [81]. Les modifications du métabolisme sont alors semblables a celles utilisées
pour contrer la photoinhibition. Chlorella vulgaris est une espece mésophile qui a une

température optimale de croissance autour de 25 °C [82].

1.2.83 LepH

Comme pour la température, chacune des espéces a son propre pH idéal. Le pH joue un réle
important sur la forme des composés carbonés et des minéraux disponibles dans le milieu
[83]. Il influence aussi la capacité de diffusion du CO> vers I’intérieur de la cellule [84] et
permet de réguler ’activité enzymatique intra- et extracellulaire [85]. Le pH optimal de C.

vulgaris est situé entre 7,5 et 8,0 [86].

Un pH élevé favorise la précipitation de certains sels du milieu, en particulier les ions
calcium, magnésium ou phosphates lorsqu’ils sont présents en grande quantité, ce qui peut

entrainer la floculation de la biomasse [87].

1.2.8.4 Les nutriments

La plupart des especes de microalgues sont photoautotrophes. Leur énergie provient de la
lumiére et elles nécessitent seulement 1’apport supplémentaire de minéraux pour se
développer. Cependant certaines microalgues peuvent également avoir un métabolisme

hétérotrophe en présence de composés organiques. Elles sont ainsi capables de les utiliser
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pour produire leur énergie [88]. Certaines especes, comme C. vulgaris, sont aussi capables
d’utiliser simultanément 1’énergie lumineuse et 1’énergie provenant de carbone organique
[89]. Ce métabolisme est appelé mixotrophie. Les principaux nutriments pour la croissance

autotrophe sont le carbone, I’azote et le phosphore.

1.2.8.,5 Le dioxygene dissous

En réalisant la photosynthese, les microalgues produisent du dioxygene et augmentent la
concentration en dioxygene dissous dans leur milieu. Or de fortes concentrations en
dioxygene ont des impacts négatifs sur la productivité des microalgues. Chez C. vulgaris, une
perte de productivité est observée a partir de 10 mg/L en dioxygéne dissous et lorsque la
concentration en dioxygene dissous est égale a 20 mg/L , la perte de productivité s’éléve a 50
% [90]. En présence d’une forte concentration en dioxygeéne dissous, des mécanismes
alternatifs a la photosynthése se mettent en place. En effet, de nombreuses études montrent
que dans ces conditions, le ratio CO2/O; diminue ce qui favorise des phénomeénes de
photorespiration [91]. Chez C. vulgaris, la perte de productivité en présence d’une forte
concentration en dioxygéne dissous a aussi ¢té expliquée par une augmentation de 1’activité
respiratoire [92]. Afin de diminuer la concentration en dioxygene dissous, il est possible
d’augmenter 1’aération de la culture a ’aide par exemple d’un bullage a 1’azote. Cependant
une trop forte aération n’a pas pour seule conséquence la diminution de la concentration en O>
mais également la diminution de la concentration en CO., nécessaire a la fois a la croissance
des micro-algues et a la régulation du pH. C’est pourquoi des régulations combinées du pH et

de I’oxygene dissous sont parfois mises en place [93].

1.2.9 Utilisation des microalgues
Les microalgues peuvent trouver des applications dans l'alimentation / nutrition humaine,
l'alimentation animale, la chimie, I'énergie ou encore la fabrication de produits cosmétiques et

pharmaceutiques. (Figure 1.20)
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Figure 1. 20 Les principales voies de valorisation des microalgues [94]

1.2.9.1 Traitement des eaux usées

Les microalgues sont capables d'assimiler de nombreux nutriments nécessaires a leur
croissance, elles peuvent donc éliminer certains éléments présents dans les eaux usées. Elles
permettent ainsi de baisser les taux de phosphates et nitrates. Elles ont aussi une action
détoxifiante et dépolluante et peuvent agir selon deux modes, soit directement grace a leur
capacité a fixer les métaux lourds, soit indirectement afin de fournir de I'oxygéne dissous aux
bactéries permettant donc la dépollution des eaux contaminées [95]. Des travaux ont déja été
menés sur I'élimination des métaux lourds présents dans les eaux usées et sur la dégradation
de contaminants toxiques comme le tributylétain « TBT » par Chlorella vulgaris [96]. (Figure
1.21)

Figure 1. 21 Traitement des eaux usées par les microalgues (Alguae Control Thrive water — Alternative
Wastewater Treatment Solutions,) [96]
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1.2.9.2 Bioenergie

Les microalgues peuvent étre une source d'énergie non négligeable. Comme toute biomasse,
celles-ci peuvent produire du biogaz par méthanisation. Certaines microalgues sont riches en
sucre et peuvent produire alors du bioéthanol. D'autres riches en lipides permettront la
production de biodiesel[94]. La biomasse produite peut étre valorisée par d’autres fagons que
par la production de biodiesel. Selon la composition du contenu intracellulaire, les voies de
valorisation peuvent étre la méthanisation, la fermentation alcoolique, la combustion ou la
gazéification. Si la biomasse est riche en glucides, elle peut étre utilisée comme substrat a la
fermentation alcoolique afin de produire de 1’éthanol, par exemple. La biomasse riche en
carbone peut également étre transformée en méthane. Ces deux voies ont 1’avantage de
diminuer les colts de séparation et d’éliminer le besoin de séchage de la biomasse. La
combustion et la gazéification sont des processus difficilement applicables a cause du contenu
en eau important et ils ne permettent pas de mettre en valeur les divers sous-produits
potentiels de la biomasse. Finalement, si la biomasse est plutét riche en lipides, leur extraction

reste possible pour en faire la valorisation en biodiesel.

1.2.9.3 Alimentation humaine

Les microalgues sont utilisées pour la nutrition humaine sous différentes formes telles que des
comprimés, des capsules et des liquides. Elles peuvent également étre incorporés dans des
pates, des bonbons ou des gommes et des boissons [97]. En raison de leurs diverses propriétés
biochimiques, elles peuvent agir comme additif alimentaire ou comme source de colorants

alimentaires naturels [47].

1.2.9.4 Cosmétique

Les extraits des microalgues sont fréquemment utilisés dans le cosmétique comme agents
épaississants, agents liants ou antioxydants. Certaines especes, notamment Chlorella Vulgaris
sont actuellement utilisées dans le marche des soins de la peau dans les cremes anti-age, les

produits de soins rafraichissants ou régenérant et les anti-irritants [98].

1.2.95 L’industrie pharmaceutique
Les microalgues représentent une source riche de métabolites primaires et secondaires. Ces
métabolites peuvent étre des composés potentiellement bioactifs trés utiles dans I'industrie

pharmaceutique [99].
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1.2.10 Chlorella vulgaris

De maniére genérale, les microalgues sont appréciées pour leur croissance rapide, leur grande
efficacité photosynthétique, et leur production de biomasse comparée aux autres sources de
biocombustible. Chlorella vulgaris est une micro-algue vertes, unicellulaire, eucaryote, qui se
développant dans les eaux douces, elle fait partie de la classe des chlorophytes. Cette algue
sphérique mesure entre 2 et 8 um et possede un noyau bien spécifique et une membrane
cellulosique. Grace a la photosynthése, elle se reproduit tres rapidement : une fois par jour,
chaque cellule se divise en quatre [100]. Cette espéce a des propriétés proches de la spiruline
dans ses utilisations. La Chlorella vulgaris est déja utilisées au Japon et en Europe comme
compléments alimentaire. Plus de 2000 tonnes de différentes espéces ont été produites en
2009 principalement en Allemagne, & Taiwan et au Japon. Elle a une croissance optimale
entre 25 et 30°C, et s’adaptent également aux changements de température mais sont
incapables de se développer au-dela de 38°C. Elles sont aussi les plus productrices de
lipides[101]. (Figure 1.22)

Les microalgues, notamment la Chlorella vulgaris, semble étre la meilleure solution dans la
production de biomasse et donc la création de biocarburants. Avec un rendement bien
supérieur aux autres sources disponibles. Avec 80% de biomasse dans sa masse seche, une

croissance rapide, une capacité mixotrophe permettant I’utilisation de la photosynthese [102].

Figure 1. 22 Visualisations de chlorella vulgaris (personnelle)

La biomasse algale de chlorella se compose de :
e 50 a 60% de protéines, Les proteines issues des microalgues constituent une fraction

importante de la biomasse, et sont une source importante d’acides aminés[103].

30



Chapitre 1

Revue bibliographique

de nombreux minéraux (cuivre, fer, magnésium...) d’acides gras dont certain oméga-3
et de pigments tels que la chlorophylle qui représente de 2 a 4% de son poids sec, ce
qui lui permet une bonne photosynthese[103].

Les lipides constituent un groupe hétérogéne de composés qui sont definis non pas par
leur structure mais plutot par le fait qu'ils sont solubles dans les solvants non polaires
et relativement insolubles dans l'eau [104]. Dans des conditions de croissance
optimales, Chlorella Vulgaris peut atteindre 5-40% de lipides par poids sec de
biomasse [83]. qui sont principalement composés de glycolipides, de cires,
d'hydrocarbures, de phospholipides et de petites quantités d'acides gras libres [105].
Néanmoins, lors de conditions de croissance défavorables, la teneur en lipides
(principalement composée de triac glycérols) peut atteindre 58% [106].
Contrairement aux autres lipides, les triacylglycérols ne jouent pas un réle structurel
mais s'accumulent sous forme de gouttelettes lipidiques denses de stockage dans le
cytoplasme.

I1 est constaté dans plusieurs recherches que 1’augmentation de la teneur en lipides des
microalgues pouvait étre induite par divers stress comme la réduction en nutriments
mais aussi que ces stress sont accompagnés par une diminution du taux de division
cellulaire. En fait, la moyenne de rendement de la production de lipides diminue lors
des périodes de restriction nutritive ce qui annulerait les gains atteints [57].

Rendement

Des expériences d’optimisation effectuées avec 1’espece Chlorella ont rapporté des

rendements maximums de 116,2 g de biomasse séche par litre par semaine pour environs 50 g

en lipides / litre / semaine, représentant ainsi une productivité de 1,02 g / litre / heure [107].

Le mode hétérotrophe permet généralement d’atteindre des teneurs élevées en lipides. Ainsi,

avec un m® ou 1 000 litres de solution de culture on produirait aux environs de 6 042 kg / m*/

an de biomasse seche contenant 2 920 litres d’huile (ou 2 600 kg selon une densité des lipides

de 0,89 kg / litre). Un rendement moyen en lipides de 50 g par litre est possiblement atteint en

une semaine, ce qui se compare avantageusement avec les 30 a 50 g / litre, mesurés dans les

fermenteurs éthyliques conventionnels. [107].
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Chapitre 2

Récupération et traitement du lactosérum

2.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous allons entamer la partie pratique de notre étude, on parlera du stage
effectué a I’industrie Numidia, de la quantification des différents rejets de lactosérum et de
leur caractérisation ce qui nous a orienter vers un traitement par atomisation afin de faciliter

I’étape suivante.

2.2 Présentation de la laiterie Numidia
La laiterie NUMIDIA est la deuxieme unité de production laitiere de I'Est algérien apres celle
de Annaba.
Les batiments de la laiterie sont aménagés sur un terrain d'environ 5,4 hectares et se
répartissent comme suit :
e La laiterie, la fromagerie et la yaourterie
e Locaux de conditionnement
e Locaux de stockage des produits finis
e Locaux abritant les services généraux
e Locaux de stockage et de liquéfaction des matieres premieres
e Batiments administratifs
o Atelier de camembert
o Atelier pate pressée
Par ailleurs, I'unité est équipée de deux laboratoires d'analyse et de contréle de la qualité
e Un pour analyses physico-chimiques
e L’autre pour analyses microbiologiques.
e Une installation automatique de nettoyage et de désinfection (C.I.P)
e Une centrale de traitement des eaux.
Chague jour, environ 26 000 litres de lait de vache sont collectés pour la laiterie par différents

fermiers ou ils sont d’abord analysés avant d’étre stocker.

| — _
k ANALYSER

TRAIRE
AMNALYSER

REFRIGERER
COLLECTER STOCKER A LA LAITERIE

Figure 2. 1 Etape de réception du lait de vache.
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2.3 Produits de la laiterie
Plusieurs produits sont fabriqués au niveau de la laiterie Numidia & citer, le lait avec sa

variance, le yaourt, le petit suisse, le flan, charbet et fromages.

Parmi leurs nombreux produits, seul quatre process de fabrication génerent du lactosérum et
un seul le babeurre qui peut étre considéré comme un lactosérum a cause de sa richesse en

élément nutritifs (Figure 2.2).
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camembert créme camembert gouda adam
S S S S

Figure 2. 2 Les différents produits issus de la laiterie

2.4 Procédeés produisant du lactosérum et babeurre

Comme cité précédemment quatre procédés génerent des quantités assez importantes du
lactosérum et du babeurre, un suivi de ces différents procédés a été nécessaire afin de
déchiffrer la composition de ces effluents et d’orienter leurs utilisations (Figures 2.3, 2.4, 2.6
et 2.8) Les matieres premieres utilisées, la cadence de production ainsi que les volumes
génerés sont regroupes dans les Tableaux 2.1, 2.2, 2.3 et 2.4. Une production journaliére de

lactosérum d’environ 6500 L sans la fraction rejetée du babeurre.

2.4.1 Pate molle -camembert
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Figure 2. 3 Chaine de fabrication du camembert

Tableau 2. 1 Matiéres premieres utilisées/ cadence de production et volume du lactosérum généré dans la

fabrication du camembert.

Produits finis Camembert
Matiére premiere utilisée Lait de vache pasteurisé
Présure
Fréquence de production /semaine 3-4 fois par semaine
Volume de lactosérum / quantité de produit Pour produire 500 camemberts de 250g,
fini 600L de lactosérums sont rejetés

2.4.2 Pate pressée-gouda et edam

FERMENTS LACTIQUES
+ PRESURE

mﬁi@a

SAUMURE

)
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TRANCHER CHAUFFER MOULER SALER EN CAVE FROIDE ACHEVER L'AFFINAGE
FAIRE CAILLER LE CAILLE EM BRASSANT PRESSER DEMOULER 815 C 1EsN C:’\:"ECCHAUDE

PASTEURISER

Figure 2. 4 Chaine de fabrication de la pate pressée

st

Figure 2. 5 Unité de production de I’edam

34



Chapitre 2

Récupération et traitement du lactosérum

Tableau 2. 2 Matiéres premiéres utilisées/ cadence de production et volume du lactosérum généré dans la
fabrication du gouda et edam.

Produits finis Gouda et edam

Lait de vache

Matiére premiére utilisée Ferments (Flora, R707, STI112, Filak)
Présure
colorant
Fréquence de production /semaine 2 fois par semaine pour chacun
Volume de lactosérum / quantité de produit Pour produire 550 a 580 boules de 1kg et
fini 150 boules de 0,5 g ,6400L de lait sont
utilisés.

2600L de lactosérums sont rejetés.

2.4.3 Petit suisse

f B } @ E - PETITS
= . :E:s;‘:‘_v SUISSES

REFROIDIR

EREEMENCER ET EOUTTER
LAISSER CALLER

PASTEURISER CORDITEIRMER

ET METTRE Al FROD & 4°C

Figure 2. 6 procédé de fabrication du petit suisse

Figure 2. 7 ligne de production du petit suisse
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Tableau 2. 3 Mati¢res premicres utilisées/ cadence de production et volume du lactosérum généré dans la
fabrication du petit suisse.

Produits finis Petit suisse
Matieére premiére utilisée Lait de vache
Présure

Créme fraiche

Fréquence de production /semaine 1 fois par semaine
Volume de lactosérum / quantité de produit Une barquette de 180g consomme 0,72L de
fini lait,

20% de lactosérum sont rejetés initialement

2.4.4 Beurre (babeurre)

i%

Ge

FERMENTS
ECREMER REFROIDIR Lacrlauesm n
DOSER LA CREME

(STANDARDISATION)

EMSEHEMCER ET LAISSER MATURER BARATTER LAVER, MALAXER

Figure 2. 8 Chaine de fabrication du beurre

PASTEURISER

Figure 2. 9 baratte a beurre

Tableau 2. 4 Matiéres premiéres utilisées/ cadence de production et volume du lactosérum généré dans la
fabrication du beurre

Produits finis beurre
Matiére premiére utilisée Lait de vache
Ferments lactiques et de 1’eau glacée pour le
lavage
Fréquence de production /semaine 4 a 5 fois par semaine
Volume Du babeurre/ quantité de produit fini 500L de créme + 200L d’eau glacée pour

produire 220kg de beurre
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2.5 Analyses physico chimique du lactosérum

Plusieurs parametres ont permis de caractériser ces effluents, certains ont ét€¢ accomplis in situ
et d’autres dans les laboratoires universitaires, une conservation par congélation a été utilisée
afin de protéger les échantillons de toute détérioration possible puisque les effluents sont tres

riches en nutriments et donc favorables a une croissance microbienne.

2.5.1 Au niveau de ’industrie
2.5.1.1 Mesure du pH
Les mesures sont effectuées par un pH meétre de marque CRISON. L’expression des résultats

est directe, il suffit juste de lire sur I’écran du pH métre.

Figure 2. 10 pH éRIN)

2.5.1.2 L’acidité

L’acidité du lactosérum est déterminée par dosage de ’acide lactique a ’aide de 1’hydroxyde
de sodium (NaOH) en présence de quelques gouttes d’un indicateur coloré Phénol phtaléine.
Ce dosage s’effectue par introduction de 10 mL de lactosérum et des gouttes de phénol dans
un bécher, et titrer jusqu’au virage (I’obtention d’une couleur rose). Lorsque le virage est fait

on lit le volume, on le multiplie fois 10 pour avoir la valeur en degré Dorlic (°D).

Figure 2. 11 titrage par la soude
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2.5.1.3 L’extrait sec
L’extrait sec ou la matiére séche est obtenue par dessiccation de 2g de lactosérum. Le

dessiccateur permet de connaitre I’humidité et 1’extrait sec.

Figure 2. 12 dessiccateur (RADWAG)

2.5.1.4 La matiere grasse

Pour ce dosage on a utilisé la méthode de GERBER. C’est une dissolution de MG par acide
sulfurique et d’alcool iso amylique. Sous I’influence de force centrifuge la MG se sépare en
couche claire.

Dans un butyrométre on introduit 10mL d’acide sulfurique, ImL d’alcool iso amylique, et on
équilibre avec 11mL de lactosérum. La centrifugation est effectuée a une vitesse de

1200tours/min pendant 2 a 3 min a une température de 70 °C.

Figure 2. 13 butyrométre pour lait Figure 2. 14 centrifugeuse utilisée pour la
quantification de la matiére grasse.

2.5.2 Au niveau du laboratoire

2.5.2.1 Demande chimique en oxygene

Elle représente la concentration d’oxygéne nécessaire pour oxyder la totalité de la matiére
organique présente dans 1’échantillon. Pour sa mesure on utilise des tubes propres et secs, on

y introduit 2mL de I’échantillon a analyser et 4mL de la solution de digestion (acide
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sulfurique, dichromate de potassium, sulfate d’argent et sulfate de mercure) qu’on fait
chauffer dans un bloc chauffant pendant 2h a 150 °C. ensuite on les place dans 1’obscurité
jusqu'a refroidissement. La lecture de la DCO se fait par spectrophotométrie & 420 nm et les
concentrations de la matiere organique exprimée en DCO seront calculées selon une courbe
d’étalonnage prés établie (DCO (mg/l)=477,68113(A blanc - A échantillon)) [108].

v

Figure 2. 16 sbectrophotométre Figure 2. 17 bloc chauffant

2.5.2.2 Conductivité et salinité
Les mesures sont effectuées directement par un conductimetre (WTW multi 3430). La sonde

est trompée dans 1’échantillon, la valeur est directement affichée sur 1’écran.

~

Figure 2. 18 conductimétre WTW multi 3430

39



Chapitre 2

Récupération et traitement du lactosérum

2.5.3 Caracteérisation des échantillons
Pour chaque effluent 1 & 3 prélevements ont été effectués, la totalité des lactosérums sont
caractérisés par une charge organique trés élevée avec une valeur moyenne de 79.25 g/L, en

revanche le babeurre a présenté une charge plus importante variant entre 142.769 et 174 g/L.

Tableau 2. 5 caractérisation préliminaire des différents prélevements du lactosérum et du babeurre.

MG | Extrait | Acidité DCO . ... | Conductiv-

PH | 06y | sec @) | (C) | (mgiy | SN | g (ms/em)
Gouda 1| 65 | 06 | 6420 | 12 |78650,20| 32 6,05
21672 | 06 | 5981 | 125 |80302,97| 37 6,91
camembe- 11641 | 06 | 5309 | 12 |7252155 | 32 6,01
21640 | 03 | 633 | 12 |8330281| 33 6,20
31646 | 08 | 4385 | 125 |8310696| 373 6,13
Babeurre * | 475 | 0 | 1408 | 652 | YIS 33 6,01
2| 5 |01 | 81 | s55 |0 3p 6.2
499 | 33 | 9382 | s55 || 33 6,1
edam 1 | 653 | 03 | 9848 | 12 |7148498 | 32 5,94
SZ?:'S‘; 11498 |015/| 708 | 555 |8545238| 48 8,94

Le lactosérum issu des procédés de fabrication du Gouda, Camembert et Edam ont présenté
un pH doux, par contre le lactosérum issu du procédé de fabrication du petit suisse est acide,
méme constations pour le babeurre. La totalité de ces effluents ont présenté une conductivité
et une salinité assez importante, les concentrations en extrait sec sont assez faibles et plus
faibles en matiére grasse, en revanche ces concentrations sont plus importantes dans le
babeurre pour certains échantillons.

2.6 Impact du rejet sur I’environnement

Les industries laitieres produisent annuellement des centaines des millions de kilogrammes de
lait et de ses dérivants. Cette transformation entraine le rejet d'énormes quantités de résidus
qui présentent un probléme environnemental considérable [14]. Les principaux rejets sont les

eaux blanches, le lactosérum et le babeurre. La forte charge en DBO de ces rejets, supérieure
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a 50 g/L, constitue un sérieux probleme puisque son déversement direct dans les stations

d'épuration est non seulement colteux mais surcharge les installations de traitement [109].

1 litre de lait transformé = 60 g de DCO

/ N\

50 g provient 10 g provient
du lactosérum des eaux blanches

Figure 2. 19 DCO généré par la transformation du lait [110].
Ainsi, les rejets d’un atelier fromager ne doivent pas étre négligés en terme de pollution

Si seules les eaux blanches sont rejetées, on obtient 1’équivalent des rejets de 15 personnes.
En revanche, si le lactosérum est rejeté avec les eaux blanches, on passe a une équivalence de
120 personnes.

Tableau 2. 6 comparaison des différents rejets[ 110].

Volume par
Type d’effluent pH litre de lait DCO (g/l) DCO/DBO
(litre)
Eaux blanches 5,5- 6,2 3-4 2-3 1,3-1,4
lactosérum 4,3-6,4 0,75 50-70 1,5
Mélange 4-6 4-5 10-12 1,7-1,8
anx 7.8 150 litres par 0.8 19
domestiques personne

Ainsi, si le lactosérum est rejeté ou non, I’impact en terme de pollution de I’activité fromagere
est tres différent, et les modes de gestion devront étre adaptés a la nature des rejets.

De ce fait, le contenu de matiere organique du lactosérum pourrait générer des problémes
d’eutrophisation et de toxicité qui modifient les propriétés physico-chimiques de 1’écosystéme
en faisant de lui un polluant majeur. La revalorisation de ces effluents contribuera

certainement a une préservation environnementale sur tous les plans

2.7 Atomisation

Aprés avoir prélever plusieurs échantillons de lactosérum de différentes concentration et
d’extrait sec, on a eu recourt a une atomisation du lactosérum de camembert au niveau de
notre faculté pour pouvoir contréler le rapport S/X et mieux préserver nos échantillons et

garder leurs propriétés. Pour le lactosérum acide avec un extrait sec assez faible on a dd lui
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ajouter un coagulant (maltodextrine) qui est un mélange de plusieurs sucres (glucose, maltose,
maltotriose, oligosides et polyosides) afin d’augmenter le rendement et pour éviter le dépot

sur les parois a I’intérieur de 1’atomiseur.

Figure 2. 20 lactosérum avant et aprés atomisation

Pour la production en continu d’une poudre fine a partir de suspensions colloidales, le procédé

le plus utilisé et le plus performant est le séchage par atomisation (spraydring en anglais).

Figure 2. 21 atomiseur utilisé se localisant dans la Faculté de Génie des procédés.

L’atomisation permet de retirer I’eau ou d'autres volatiles de matériaux pateux, ou bien de
sécher des solutions ou des suspensions liquides[111]. Les parameétres qui influent sur la
pulvérisation sont les caractéristiques du fluide (masse volumique, viscosité, tension de
surface), les propriétés de la buse (angle de spray, forme de spray, taille de 1’orifice) et les
parametres opeératoires (pression et débit du fluide, tempeérature) Le sechage par pulvérisation
est un processus continu qui se fait en une seule étape. Une fois produites par le systeme
d’atomisation, les gouttes sont séchées par mise en contact avec de l’air chaud a une
hygrométrie relative bien définie. La capacité d’une unité de séchage peut varier de quelques

kilogrammes a plus de 50 tonnes par heure. Le processus complet peut étre résumeé ainsi :
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e Le liquide d’alimentation est pompé depuis le réservoir et dirigé vers le dispositif de
pulvérisation (disque rotatif, buse sous pression, buse pneumatique, voir buse
ultrasonique).

e [’air de séchage est conduit depuis I’atmosphére a travers un ventilateur, un
réchauffeur puis un distributeur.

e Les gouttes sont mises en contact avec 1’air chaud dans la chambre de séchage ; une
partie des grains séchés est entrainée par 1’air et dirigée vers le cyclone ; - la
séparation est ensuite effectuée au niveau du cyclone.

Il ressort clairement de la littérature que le choix du systéeme d'atomisation est crucial dans
une opération unitaire de séchage et qu’il doit étre sélectionné avec la plus grande attention.
En pratique, selon la nature du produit a sécher et le produit final recherché, les industriels
s'orientent vers une technique plut6t qu'une autre[112].

Parmi les nombreux autres facteurs a prendre en compte pour dimensionner un séchoir, il faut
tenir compte de la sensibilité des matériaux aux changements de température mais aussi
minimiser la tortuosité des trajectoires des gouttes. Dans ce dernier cas, le but est de
minimiser les collisions goutte-goutte et goutte-paroi (qui modifient la granulométrie finale et
engendrent des dépdts qui perturbent le fonctionnement du séchoir a moyen terme) [113].

Le design d’un atomiseur est réalisé en fixant un certain nombre de parametres (débit de
production de solide, température de l'air de séchage...), puis en choisissant le systéme de
pulvérisation, en fixant les conditions opératoires et les besoins énergétiques de I'opération, en
dimensionnant la chambre de séchage (pour obtenir le produit désiré en termes de
granulométrie, densité, homogénéité, régularité de forme ...). Le volume de l'installation et le
régime de fonctionnement choisis doivent étre en adéquation avec des facteurs qui influencent
la cinétique de séchage : la nature des produits a sécher, I'importance de I'eau présente dans
les produits et la granulométrie des gouttelettes produites lors de la pulvérisation. L'équilibre
thermodynamique du systéme étudié doit permettre le changement de phase de I'eau présente
dans le fluide pulverisé. Il dépend notamment des débits fluides (mélange liquide a sécher,

gaz de séchage) [114].
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@

6)

6)

Figure 2. 22 Schéma de principe du procédé de séchage par atomisation[114].

(1) suspension, (2) systeéme d’atomisation, (3) séchoir ; zoom sur les étapes clés du séchage
d’une (4) goutte colloidale, (5) goutte de gel et (6) grain sec, (7) air chaud, (8) cyclone et

autres systemes de filtration ; (9) poudre.

2.7.1 Rendement d’atomisation

Une caractérisation de 1’échantillon atomisé a été effectuée en estimant le rendement

d’atomisation suivant le pH et ’extrait sec initial. Deux échantillons ont été atomisés

présentant des pH différents et une quantité en extrait sec trés faible, les rendements

d’atomisation n’ont pas dépassé les 25.92 %, méme en ajoutant le coagulant.

Tableau 2. 7 paramétres caractérisant 1’étape d’atomisation.

Extrait Quantité | Quantité Taux
pH sec initiale obtenue | d’humidité | Rendement
(%) (Litre) (@) (%) (%)
Lactosérum
6,41 6,59 4,5 76,88 3,56 25,92
doux
Lactosérum
) 5,35 4,61 4,5 30,32 2,66 14,62
acide

2.7.2 Analyse de I’échantillon atomisé

2.7.2.1 Au niveau du CRBT
Le Milko scan est un analyseur de lait (et ses dérivés) qui permet de ne pas recourir aux

méthodes d’analyse traditionnelles et lentes et d’optimiser 1’utilisation des matiéres premieres

pour I’analyse [115].
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C’est un spectrophotométre a FTIR (Fourrier Transformed Infrared Spectroscopy)
automatique de grande capacité (120 échantillons analysés par heure). 1l utilise la technologie

d'absorption spectroscopique en moyen infrarouge a transformee de Fourrier [115].

Figure 2. 23 Milko scan utilisé pour la caractérisation de la poudre atomisé

Il est simple a utiliser et fournit six paramétres en 1’espace d’'une minute (MP, MG, Lactose,
ES, ESD en % et le point de congélation en °C), il suffit de :

1. Positionner I’échantillon sous la pipette.

2. Cliquer sur déemarrer.

3. Lire le résultat sur 1’écran.

Figure 2. 24 échantillonnage et lecture du résultat dans le Milkoscan.

L’échantillon doit étre homogene et a une température de 40 °C, pour chaque analyse,
I’appareil utilise 6mL de I’échantillon dont seulement 0,2 mL passe dans la cuve et le reste
sert au rincage du circuit pour éviter toute contamination entre les échantillons.

Notre analyse a été menée au niveau du CRBT (centre de recherche en biotechnologie) de
Constantine, on I’a effectué pour les échantillons a 1’état initial puis pour une solution

préparée a partir de la poudre atomisée (en utilisant deux concentration).
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On a réalisé 1’opération deux fois pour chaque échantillon pour vérifier les résultats [115].

Tableau 2. 8 Résultats du Milko scan pour les échantillons liquides

Parameétres Acide (initial) Doux (initial)
MG % 0,31 0,33 0 0,01
MP % 0,43 0,44 0,20 0,20
Lactose % 3,01 3,00 3,04 3,05
ES % 4,30 4,32 3,77 3,77
ESD % 3,94 3,94 3,74 3,73
Point de congélation °C 0,35 0,35 0,35 0,35

Une bonne reproductibilité a été constatée dans les mesures effectuées. Concernant les
solutions préparées de concentration 0,5 g/L et 1 g/L, les résultats affichés sur 1’écran du
Milko scan était des valeurs négatives, qu’on considére étant un Zéro.

On peut donc déduire que le Milko scan ne peut pas détecter les faibles concentrations.

En comparant les valeurs de I’extrait sec obtenues par Milko scan et par le dessiccateur pour
le méme échantillon, on peut dire que le Milko scan n’est pas fiable a 100% pour le

lactosérum.

2.7.2.2 Au niveau du labo LIPE

a. Mesure de laDCO
De la méme méthode détaillée précédemment, on fait une mesure de la DCO pour des
solutions moins concentrées préparées a partir de la poudre de lactosérum (acide et doux).
[108].

b. Mesure de la DBO
La DBO est la quantit¢ d’O2 necessaire pour la destruction des matiéres organiques
décomposables par des processus biochimiques [108].
Dans le cas des eaux usees industrielles, qui est le ndtre, il faudra passer par un
ensemencement de pO, 1’ensemencement utilisé doit présenter une densité optique de 0,57-
2,1 a 620 nm, on a récupéré un échantillon d’eaux usées d’un des réacteurs du labo, et aprés
quelques dilutions, on a obtenu une absorbance de 0,82 [108].
Avant tout, on commence par fixer la gamme de DBO de chacune des 3 solutions a analyser,

cela se fait en calculant les 80% de la DCO de cette solution.
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Ensuite, une fois la gamme et le volume choisi on passe a 1’ensemencement, on a réalisé 2
essais de ce dernier, une fois avec 10% du volume et une autre 20%.
L’échantillon est versé dans des bouteilles d’incubation de 300 mL fermé avec un bouchon

muni d’un capteur de pression qui traduit la consommation d’O> [108].

(LI ]/ 7227 "
sessst#/

Figure 2. 25 OXITOP utilisés pour la mesure de la DBO5

On a aussi incubé une bouteille pour connaitre la DBOs de I’ensemencement avec une gamme
de 0-800 préalablement fixée.

L’oxydation de la matiére organique provoque une formation de CO2, qui risque de fausser la
mesure, on a ajouté 2 pastilles de KOH dans chaque bouteille pour le piéger.

On a aussi, en fonction de la gamme, ajouté des gouttes d’inhibiteur pour arréter la
nitrification qui absorbe aussi I’Ox.

L’appareil de mesure est enfin placé dans un réfrigérateur a 20°C, et la consommation d’O2
est suivie en fonction du temps puis corrigée par un facteur correctif qui dépend de la gamme
choisie.

Aprés un écoulement de 5 jours, le calcul de la DBOs se fait comme suit :

DBOs (ens) = facteur de dilution x DBO (du 5éme jr)
DBOs (échantillon) = facteur de dilution x DBO (du 5éme jr) - %d’ens x DBOs (ens)

Apres comparaison des DBOs des deux ensemencements, on choisit la plus grande valeur
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Tableau 2. 9 Résultats de quantification de la DCO et la DBO5 des solutions de poudre des lactosérums

reconstituées.

Acide Doux Doux Ensemence
0,5¢/L 0,59/L 1g/L -ment
DCO (mg/L) 323,5334 354,1050 824,8598 800
80% de DCO (mg/L) 258,82672 283,284 659,88784 640
Gamme de DBO 0-400 0-400 0-800 0-800
(mg/L)
Volume (mL) 164 164 97 97
Volume d’ens (mL) 16,4 32,8 16,4 32,8 9,7 | 194 97
Gouttes d’inhibiteur 3 3 2 2
Facteur de dilution 10 10 20 20
% d’ensemencement | 10% 20% @ 10% 20% | 10% 20% /
Suivi de la DBO 08 08 07 06 06 03 04
pendant 5 jours 13 12 12 10 11 09 07
17 15 15 13 14 13 09
20 17 18 15 17 16 11
23 20 21 18 21 18 12
DBOs (mg/L) 206 152 186 132 | 396 | 312 240
DBOs (mg/L) choisie 206 186 396 240
DCO/DBOs 1,57 1,90 2,08 /

Les valeurs de DBOs obtenue sont comprises dans I’intervalle de la gamme initialement fixée,

ce qui valide nos résultats.

Le rapport de DCO/DBOs des trois échantillons est entre 1 et 2, indiquant une bonne

biodégradabilité ce qui fait de lui un bon substrat de culture en plus de sa richesse en protéines

et lactose.
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Chapitre 3
Incubation et suivi des réacteurs

3.1 Introduction
Dans ce chapitre nous allons aborder 1’incubation des réacteurs dans différents modes de
culture en suivant 1’évolution par la mesure de plusieurs paramétres (pH, A, T, O2) en varient

le rapport (substrat / biomasse).

3.2 Incubation et suivi des réacteurs
Notre étude consiste sur la culture des microalgues Chlorella Vulgaris (industrielle et
naturelle), la souche naturelle provient de 1’école supérieure de biotechnologie tandis que

I’industrielle provient des pharmacies (souche déshydratée).

Figure 3.1 Chlorella industrielle et naturelle.

Les microalgues ont été cultivées en mode batch. 36 photobioréacteurs (PBR) sont incubés
pour réaliser 1’étude. Les PBR sont sous formes de flacons en verre de 250 mL et 500 mL

stérilisées préalablement avec de 1’éthanol.

Figure 3.2 Flacons utilisés pour incubation.
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Quelques PBR sont équipés dans des conditions stériles avec un aérateur afin d’assurer
I’évacuation du CO2 a travers un tube d’échappement vers 1’extérieur et un tube stérile pour
les prélévements.

Certains PRB sont soumis a un éclairage artificiel. Pour ce systeme de culture, les Réacteurs
ont été placés dans un incubateur a 30 °C, équipé d’un éclairage a 1’aide de lumié¢re LED a
une intensité de 3,3 uwatt/cm? (tout autour de I’incubateur), I’intérieur de la porte a été
couvert d’aluminium afin que la lumiére soit homogéne toute autour des PBR. L’éclairage a
¢été réglé a 1’aide d’un programmateur afin d’assurer une illumination de 18h et 6h d’obscurité
[80]. Une agitation douce a été assurée par une plaque a 6 postes en utilisant des barreaux

magnétiques identiques pour une bonne reproductibilité des résultats.

Figure 3.3 Programmateur et installation de I'éclairage artificiel dans I'enceinte thermique.

D’autres PBR sont soumis directement a un éclairage naturel. L’évolution des réacteurs est
suivie en mesurant matin (8h) et soir (13h) I’absorbance a longueur d’onde de 673 nm, le pH,
I’oxygene dissous, la température (Annexe 1), une visualisation microscopique a 1’aide d’un
microscope OPTIKA en utilisant ’agrandissement x 10 et en faisant varier le rapport S/X.

=

Figure 3.4 Microscope OPTIKA utilisé durant le suivi.
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Toutes les conditions d’incubation dans les bioréacteurs sont résumées dans le Tableau 3.1,
rappelant que deux modes d’incubation ont été testés, un mode chimiotrophe et un mode
mixotrophe puisque la souche utilisée Chlorella VVulgaris peut utiliser le carbone minérale ou

organique comme source de carbone et la source d’énergie soit celle récupérée des réactions

Incubation et suivi des réacteurs

d’oxydo- réaction ou d’une source lumineuse (radiation solaire ou éclairage artificiel).

Tableau 3.1 Conditions d’incubation des bioréacteurs fonctionnant en différents modes

Abréviation Eclairage Rapport Mode de cultivation | Type de
appliqué substrat
R1 Obscurité 0.2 et 0.4 (filtré Chimiotrophe Acide
et non filtré)
R2 Obscurité 0.2 et 0.4 Chimiotrophe doux
R3 Obscurité 126,12 Chimiotrophe doux
R4 : :
Eclairage naturel 04,1,6,12 Mixotrophe doux
R5 Eclairage naturel Mixotrophe doux
AVECUNe 5 0.4,1,6, 12
aeration externe
VR 250 mL
R6 Eclairage naturel Mixotrophe doux
AVeCUNe 5 04,16, 12
aeration externe
VR 500 mL
R7 Eclairage Mixotrophe doux
artificiel 0.2,04,2,6
chronométré
R8 Eclairage naturel | 0.4 et 1 plein et Mixotrophe doux
a moitié
R9 Eclairage Mixotrophe doux
artificiel CCetCN
chronométré
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e Expérimentation réalisées et discussions des résultats

3.3 Premier essai (R1)

On a effectue cet essai en mode chimiotrophe (obscurité), dans de petits réacteurs de 250 mL
de volume, avec une agitation continue et en maintenant une tempeérature constante a 30°C.
On a préparé 4 réacteurs partant d’une solution de 0,5 g/L de lactosérum acide et de chlorella
commerciale, en faisant varier le rapport S/X une fois avec un lactosérum filtré et une autre

non filtré. L’incubation a été réalisée pour un temps de séjour de 8 jours.

Figure 3.5 Réacteurs en condition chimiotrophe pour les échantillons filtré et non filtré

Figure 3.6 Visualisation microscopique de la chlorella commerciale prélevée des PRB fonctionnant en mode
chimiotrophe (agrandissement x10)
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3.3.1 Discussion des résultats

On a prépare pour le méme rapport un réacteur avec un lactosérum filtré et un autre non filtré.

L’ultrafiltration est une des techniques de stérilisation pour assurer 1’absence des micro-

organismes dans notre solution afin d’éviter qu’il y ait une compétition avec les microalgues.

En comparant les résultats du suivi entre les réacteurs filtrés et non filtrés, on a observe

aucune différence considérable.

On constate qu’il y a des fluctuations dans les mesures journalieres de chaque parametre

qu’on a expliqué par :

La chute du pH peut étre li¢ a ’accumulation du CO> au sein du réacteur malgré que
Chlorella est de nature mixotrophe pouvant utilisé le carbone minérale et organique
simultanément, il y a eu une chute de pH, le carbone organique est plus consommé
que le carbone minéral.

La concentration de ’oxygéne dissous (OD) a connu une hausse a partir du 4°™ jour
d’incubation.

L’instabilité de 1’OD est probablement causée par une compétition entre les
microalgues et micro-organisme (bactéries et levures), soit la filtration n’a pas été
efficace pour stériliser, ou une contamination a eu lieu pendant la prise des mesures
chaque jour, les visualisations microscopiques effectuées démontrent une légere
contamination ( Figure 3.6 ), sinon I’OD aurait diminué a des seuils trés inférieurs,
qui n’est pas le cas car la concentration en oxygene dissous dans tous les PBR n’a pas
diminué au deca de 4 mg/L.

La quantit¢ de biomasse produite a été suivie par la mesure de 1’absorbance, une
croissance nette, exponentielle est observée dans la majorité des réacteurs sans
marquer aucune phase de latence et I’abaissement de 1’absorbance peut étre expliqué
par I’agglomération des microalgues en grosses particules et leur dépot sur les parois
du réacteur.

Il est important de noter que la concentration de chlorella dans les PBR n’a pas pu étre
quantifiée malgré que 1’absorbance a été suivie durant les 8 jours d’expérimentation,
suite a la non linéarité de la courbe d’étalonnage établiec (annexe3). causé par la non
solubilité de chlorella dans la fraction liquide.

La température d’incubation n’a pas tres fluctué.
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3.4 Deuxiéme et Troisieme essais (R2, R3)

Dans cet essai on a réalisé 6 réacteurs batch en mode chimiotrophe avec une agitation
continue a une température constante de 30 °C et a partir d’une solution de 0,5 g/L de substrat
(lactoserum doux et filtre) et de biomasse (chlorella commerciale). L’incubation a été réalisée

pour un temps de sejours de 12 jours.

Figure 3.16 réacteurs R2 et R3 aprés incubation

Les résultats des mesures effectuées sont illustrés dans les figures Figure 3.17 - Figure 3.24.
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3.4.1 Discussion des résultats
Les reacteurs utilisés sont des flacons de 250 mL couverts pour assurer une obscurité totale, le
suivi de leur évolution est mené pendant 12 jours. On a effectué une visualisation

microscopique pour I’observation de la croissance des microalgues et I’interprétation des

résultats obtenus.

g T’: éﬁﬁ o x.&& B;:‘ro i -r' il
O LA RO i !
SRR e =4 o

o
D R e
D s wl o AT
AR Lo 2 .
FKRe W /3 caerd % Vb o“"
<y 5 /
&mg < EF ‘.§q‘ SNy G i~ ‘1;
“ . o NCNE ve
o ‘,_‘.t « :
3

Figure 3.25 visualisation macroscopique des réacteurs R3 (agrandissement x10)

On a pu observer :

e La présence de micro-organismes qui peut étre due a une contamination externe.

e Le pH baisse considérablement dans les deux premiers jours, et pendant les jours qui
suivent une variation entre [4-5]. Ce qui signifie une accumulation du CO- dans les
réacteurs.

e La fluctuation de 1’02 est probablement due a une compétition entre les micro-
organismes et les microalgues. la concentration d’OD n’a pas diminué dans la majorité
des bioréacteurs au dessous de 6 mg/L car la croissance algale est plus dominante.

e Une croissance exponentielle de I’absorbance dans les bioréacteurs fonctionnant avec
les rapports S/X de 2, 6 et 12 a été enregistrée.

e Un dépdt de résidus dans les parois des réacteurs et d’autres en suspension dans la

solution et aussi la diminution du volume dans tous les réacteurs.
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3.5 Quatrieme Essai (R4)

On a effectué cet essai en mode phototrophe sous une intensité de lumiére de 3-3,2 pwatt/cm?,
dans des réacteurs en forme de colonne, sans agitation et a une température ambiante.

On a préparé nos 4 réacteurs partant d’une solution de 0,5 g/l de lactosérum doux et de
chlorella commerciale, (sans filtration du lactosérum).Tout en testant les rapports S/X 0,4, 1
,6 et 12.

Les resultats des mesures effectuées sont illustrés dans les figures Figure 3.27 - Figure 3.34

Figure 3.26 réacteurs en colonnes R4 en condition mixotrophe (éclairage naturel).
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3.5.1 Discussion des résultats
e Pour des réacteurs en mode phototrophe, on a utilisé des colonnes qu’on a rempli

jusqu’a 90cm de hauteur, avec 1,5 L en volume pour avoir une grande surface de
contact avec la lumiere.

e On a étudié I’évolution de ces réacteurs pendant 10 jours sans agitation pour pouvoir
évaluer son influence sur la culture des microalgues.

e Toute la quantité de chlorella qu’on avait mise au départ se dépose toujours au fond
des réacteurs et on a remarqué aucun changement visible au cours de ces 10 jours.

e Durant ces 10 jours on a observé une chute consécutive du pH qu’on a lié a
I’acidification du lactosérum, et pour cela on a effectué un suivie sur ce dernier, en

utilisant la méme concentration. Notre hypothése a été confirmée.

Tableau 3.2 Suivie de ’acidification de la solution du lactosérum doux

jours | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
pH | 6,64 |587|4,31| 434|433 |4,31|4,34|4,38| 4,35 |4,35]|4,29

e Les fluctuations de 1’absorbance sont les conséquences de notre mauvaise agitation
manuelle lors de la prise d’échantillon et peut étre aussi le blanchiment d’une partie

des microalgues.

Figure 3.35 blanchiment des R4

e L’instabilité de I’oxygéne dissous est causée par la présence des microorganismes.

Figure 3.36 visualisation microscopique des R4 agrandissement x10
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3.6 Cinquieme et sixieme essai R5, R6
On a incubé plusieurs réacteurs différents, a partir d’une solution de lactosérum doux et non
filtré de 1g/L et de chlorella commerciale de 1g/L, en mode mixotrophie (éclairage naturel), avec
une agitation et une aération continue et en assurant 1’évacuation de I’air, a une température

ambiante (24°C). L’intensité de lumicre naturelle a été mesurée a partir d’un radiometre.

L_d

RADIOMETER

@UVP

Figure 3.37 UVX radiométre UVP

Tableau 3.3 suivi de I’intensité de la lumiére dans le laboratoire d’analyses

Dates Intensité de lumiére (uwatt/cm?
9 h:30mn 10h : 30min
Lumieres | Lumiéres | 50 % du Lumiéres Lumiéres 50% du
allumées éteintes labo allumées éteintes labo
allumé allumé
3,1 3,0 3 3,1 3,1 3
29/03 12 h:00min 14h : 00min
/2022 | Lumieéres Lumieres |50 % du Lumieres Lumiéres 50% du
allumées éteintes labo allumées éteintes labo
allumé allumé
3,1 3 3,1 3 3 3
Intensité de lumiére (uwatt/cm?
10h : 26min 12h30min
30/03 | Lumieres |Lumiéres |50% du Lumiéres | Lumiéres 50% du
12022 | allumées | éteintes | labo allumées | éteintes labo
allumé allumé
3,2 3,1 3.1 3,3 3.1 3.1

» Remarque : | ‘intensité de lumiére reste presque la méme pendant les temps nuageux

et ensoleillés.
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Deux formes de réacteurs ont éte préparées :

e Six réacteurs (R5) de 250 mL remplis, deux des réacteurs (rapport 1 et 12) n’été pas

aéres.

—

BB YF z .

%

A ,f»‘é T [ "(’«ifﬁﬂ‘ “ﬁf" o
[ ! {

Figure 3.38 réacteurs R5 avant et aprés incubation

e Six réacteurs (R6) de 500 mL rempli & moitié.

Figure 3.39 réacteurs R6 avant et aprés incubation

Les résultats des mesures effectuées sont illustrés dans les Figure 3.40 - Figure 3.50 pour les
R5 et les Figure 3.51- Figure 3.63 pour les R6.
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3.6.1 Discussion des résultats

Le suivi a été effectué pendant sept jours, les réacteurs ont été soumis a une visualisation
microscopique.

Figure 3.65 visualisations microscopiques des réacteurs R6 (agrandissement x10)

Concernant les réacteurs de (R5) remplis, on a remarqué pour le cas des réacteurs munis
d’aérateurs :

e Une diminution importante des volumes, qu’on explique par 1’évaporation de 1’eau
due a une forte aération et probablement une consommation par les bactéries et
levures présentes dans le milieu. Pour confirmer notre théorie, on a refait 1’essai avec
les mémes conditions mais en utilisant seulement I’eau du robinet.

e La concentration d’O> est assez élevée et fluctue entre [8 ; 12] mg/L.
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Le pH est neutre allant vers le basique étant donné que le CO- est bien dégagé grace
de I’aération.
L’augmentation de 1’A est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration

suivant une allure exponentielle.

Pour les deux Réacteurs sans aération (S/X=1, S/X=12) :

La concentration de I’O2 augmente, mais se limite a 8 mg/l.

Pas de diminution considérable du volume.

Le pH baisse jusqu’a [5-6] a cause de 1’accumulation du COz au sein des réacteurs.
L’accroissement de I’A, signifie une production micro algale importante (Le milieu
réactionnel est plus concentré en microalgues a cause de 1’évaporation de la fraction

liquide).

Concernant les réacteurs (R6) :

On a laissé la moitié des réacteurs vides afin d’éviter le probléme précédant, on a
trouvé que notre hypothése n’est pas fondée (évaporation du milieu réactionnel), car
on a eu le méme soucis et résultat donc la mise en ceuvre appliquée est a revoir.
L’apport d’O par aération a certainement un effet trés bénéfique par rapport a
I’activité microalgales, mais son apport direct dans le milieu réactionnel peut créer
d’autres dysfonctionnements au niveau des PBR, d’autres mises en ceuvres peuvent
étre appliquées a titre d’exemple les air lifts.

Une fluctuation de T de 20 a 24 °C, ceci s’explique par la météorologie, mais quand
méme une croissance remarquable a été enregistrée, c’est 1’une des caractéristiques de

C.V qui a la capacité de s’adapter a une variété de conditions opératoires.

Figure 3.66 réacteurs avec de 1’eau de robinet aprés incubation
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3.7 Septiemes essais (R7)

L’incubation de quatre réacteurs batch en mode mixotrophie en utilisant cette fois de
I’éclairage artificiel, a partir d’'une méme solution non filtrée de chlorella industrielle 1g/L, et
de lactosérum doux 1g/L, avec une agitation continue, et & une température de 30 °C.

On a mesuré ’intensité de lumiére afin de pouvoir étudier son influence sur la culture, et la
comparer a la lumiére naturelle.

Les resultats des mesures effectuées sont illustrés dans les Figure 3.69 - Figure 3.76.

Figure 3.68 Conditions d’incubation des PRB R7
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3.7.1 Discussion des résultats

Figure 3.77 visualisation macroscopique des réacteurs R7 (agrandissement x10)

e Le suivi a été effectué pendant dix jours.

e La visualisation montre une contamination pas trés importante (présence de micro
organismes, bactéries et leveurs) avec une nette agglomération de la biomasse algale.

e L’abaissement soudain de I’O> jusqu'a 1 mg/L est soit due a sa consommation par les
bactéries et levures présentes dans le milieu, soit a sa forte consommation par les
microalgues durant la phase d’obscurité (consommation > production), Ila
concentration de I’OD a connu une augmentation progressive a partir du 6°™ jour.

e A cause des problémes de réglage du programmateur, la durée de lumiere artificielle
n’a pas été correctement respectée, par conséquent, la durée d’obscurité qui est la
durée de consommation d’O> a légerement augmentée.

e Le pH n’a pas diminué au dessous de 4 et une augmentation est enregistrée a partir du
6°™ jour, plus la production d’oxygéne augmente plus la concentration du CO>

diminue.
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3.8 Huitieme essais R8

On a effectué des essais avec deux rapports (0,4 et 1) avec la méme concentration pour la
chlorella naturelle et le lactosérum 1g/L.. Pour chaque rapport deux flacons de 250 mL ont été
remplis et complétement fermés, une fois pleins et une fois a moitié dans les mémes
conditions de culture tel que RS et R6 afin d’évaluer I’importance du volume de la phase
gazeuse présente dans les flacons sans apport externe de 1’0 [116].

Les résultats des mesures effectuées sont illustrés dans les Figure 3.79 - Figure 3.85

Figure 3.78 réacteurs R8 avant et aprés incubation
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3.8.1

Incubation et suivi des réacteurs

Discussion des résultats

Figure 3.87 visualisation macroscopique des réacteurs R8 (agrandissement x10)

On remarque :

Une légére contamination dans le milieu.

Une augmentation remarquable de 1’02 de 1 mg/L & 6 mg/L pendant les six jours
d’incubation.

Une baisse de pH atteignant 4 mg/L.

Comme les réacteurs sont complétement fermés, on a remarqué aucune diminution du
volume

L’A des réacteurs a moitié remplis est supérieur a celle des réacteurs pleins et donc

une production supérieure de biomasse.

3.9 Neuviéme essai R9

Apres avoir déduit a partir des essais précédents que le rapport optimal est de (0,4), et que

le mode de culture a une température constante et un éclairage artificiel était le plus

favorable. On a incubé deux réacteurs, un avec chlorella industrielle et le deuxiéme avec

chlorella naturelle afin de pouvoir établir une comparaison entre elles.

Pour respecter ce rapport, a cause de la quantité de chlorella naturelle limitée, on a

démontré a partir de nos calculs que la concentration du lactosérum est de 0,108 g/L.
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La chlorella naturelle a été récupérée de I’école supérieure de biotechnologie. Afin de
connaitre sa concentration, la dessiccation a montré qu’elle contient 0,15% de matiere

séche, donc une concentration de 1,5 g/L.

Figure 3.88 visualisation microscopique de chlorella naturelle (agrandissement x10)

Pour la chlorella industrielle, on a utilis¢é la méme concentration que pour la chlorella
naturelle.
L’incubation a été effectuée en mode mixotrophe avec un éclairage artificiel pendant 18

heures et 6 heures d’obscurité, une température maintenue a 30°C, et une agitation continue.

Figure 3.89 incubation de chlorella naturelle et commerciale
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Incubation et suivi des réacteurs

3.9.1 Discussion des résultats

e Comme on a incubé nos réacteurs dans des conditions optimales, on a obtenu de bons
résultats durant le suivi que ce soit pour la Chlorella naturelle ou industrielle (pH

neutre, stabilité¢ de I’O» a des valeurs élevée).

¢ On ne remarque aucune différence entre la C.C et C.N a part la couleur.

Figure 3.94 visualisation microscopique de C.C (agrandissement x10)

Figure 3.95 Visualisation microscopique de C.N (agrandissement x10)

Figure 3.96 évolution de la couleur de C.C et C.N
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3.10 La reécolte des microalgues

La récolte est une étape limitante de nombreuses voies de valorisation des microalgues. En
effet, les microalgues ont une taille le plus souvent de I’ordre du micron et leur récolte n’est
pas aisée. Cette étape peut s’avérer coliteuse et représente une part économique importante
dans le cott d’un procédé a échelle industrielle [106].

La récolte peut se faire par centrifugation, filtration, floculation, sédimentation ou flottation.

Dans notre étude, on a essayé deux methodes différentes :

3.10.1 La filtration

Dans cette méthode, la suspension micro-algale passe au travers d’un filtre, en ne retenant que
les cellules. 1l existe différentes formes de filtration ; la microfiltration, la filtration sous vide,
sous pression, 1’ultrafiltration et la filtration a flux tangentiel. Le choix du type de filtration
sera dépendant de la taille de I’espéce a récolter.

Afin de récupérer la biomasse produite lors du premier essai, on a utilisé la méthode de

filtration sur un papier filtre a une porosité 1,2 um.

Figure 3.97 filtration du contenu des PRB du premier essai

La filtration s’est avérée tres lente et inefficace et nécessite de répéter I’opération sur
plusieurs filtres car il sera difficile voir impossible de récupérée toute la biomasse des papiers
filtre.

3.10.2 La centrifugation

Cette technique de concentration utilise la force centripéte afin de permettre la séparation des
microalgues avec le milieu de culture par simple différence de densité [115]. La
centrifugation est efficace a 90% et le taux de récupération est directement lié au débit fixé en

amont. Cette méthode est rapide et efficace, et représente une des méthodes les plus utilisées a
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I’échelle industrielle. Cependant, cette méthode est colteuse en énergie ce qui la rend
difficilement réalisable économiquement [117]. De plus, I’exposition des cellules a cette force
centripete peut également les endommager [52].

La centrifugation des micro algues peut étre réalisé a une vitesse de 1000 a 5000 RPM
pendant 5 & 30 min [118].

Pour notre cas, on a utilisé une centrifugeuse hettich rotofix 32 et des tubes en plastique de
5ml, a une vitesse de 4000 RPM pendant 20 min.

Figure 3.98 centrifugeuse et tubes utilisés pour centrifugation

Figure 3.99 culot sous forme de gelé et de biomasse compacte
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Tableau 3.4 Quantité de la biomasse algale récupérée des différents bioréacteurs

Quantité .y
. Poids du dela Volume Q_u_a_ntlte
Poids du . initiale
Rapport be vide tube avec | biomass exact introduite
SIX tube vi le culot e centrifug-
(0) . . dans les
(9) produite é (mL)
() R (9)
R2 et R3
0.2 10,3800 11,1514 0,7714 192 0,1040
0.4 10,2299 10,7976 0,5677 168 0,0890
1 8,4462 9,0091 0,5629 215 0,0625
2 9,1621 10,5002 1,3381 215 0,0420
6 8,5175 9,0852 0,5677 219 0,0180
12 59,1830 86,0989 26,9156 132 0,0100
R5
0.2 17,1365 17,6841 0,5476 40 0,2080
0.4 10,5400 12,4582 1,9182 95 0,1780
1 18,4764 18,7966 0, 3202 224 0,1250
2 29,8225 31,7459 1,9234 78 0,0840
6 22,3844 28,1618 57774 52 0,0360
12 8,1546 8,2842 0,1296 151 0,0200
R6
0.2 17,1366 17,3765 0,2399 25 0,2080
0.4 29,8153 30,9790 1,1637 25 0,1780
1 30,2092 32,2618 2,0526 117 0,1250
2 29,8986 34,2004 4,3018 40 0,0840
6 29,9834 34,0096 4,0262 40 0,0360
12 29,9934 33,9542 3,9608 47 0,0200
R7
0.2 29,9420 32,5177 2,5757 200 0,2080
0.4 17,6383 19,9841 2,3458 210 0,1780
2 10,3648 13,1753 2,8105 215 0,0840
6 29,8621 35,8290 5,9671 200 0,0360
R8
0.4 moitié | 29,8009 35,4136 5,6127 107 0,0890
0.4 29,8572 31,4322 1,575 215 0,1780
1 moitié 29,9107 35,8718 5,9611 104 0,0625
1 30,0294 32,7681 2,7387 210 0,1250
R9
C.C 3,3687 11,8335 8,4648 210 0,0667
C.N 3,4597 9,8136 6,3539 215 0,0667
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3.10.3 Discussion des résultats

La filtration s’est avérée tres lente et inefficace car il sera difficile voir impossible de
récupérée toute la biomasse des papiers filtre.

Concernant la centrifugation, le résultat différe d’un réacteur a I’autre suivant le
rapport choisi.

Pour les rapports 0,2 et 0,4, on a obtenu une biomasse algale compacte et bien verte ou
la quantité optimale était pour R7 (0,4) de plus de 2g.

Le culot récupéré des grands rapports s’est présenté sous forme de grandes quantités
de gelé dont la quantité varie d’un rapport a I’autre, la plus grande quantité était pour
le R3 (12).

3.11 Conclusion

D’aprés nos neuf essais on a pu conclure que :

La filtration du substrat n’est pas nécessaire.

Le lacto acide et doux donnent le méme résultat.

L’agitation est primordiale.

L’aération influence positivement la culture (couleur, pH, O2) mais il vaut mieux
utiliser des airlifts que des aérateurs pour éviter 1’évaporation.

Fournir une quantité initiale d’O> est bénéfique a la croissance de la biomasse algale.
L’éclairage artificiel a donné de meilleurs rendements que 1’éclairage naturel.

La centrifugation est plus efficace que la filtration.

Le rapport S/X optimal est 0,4.

Le suivi a été effectué a 8h et 13h afin de pouvoir comparer les mesures et détecter
toutes anomalies durant le sé€jour de culture. Seulement pour les R en éclairage
artificiel les mesures qui suivent la phase d’éclairage sont supérieures a celles qui

suivent la phase d’obscurité.
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Chapitre 4

Caractérisation et valorisation de la biomasse algale

4.1 Introduction

Les microalgues présentent une composition biochimique complexe (protéines, lipides,
pigments, enzymes, vitamines, poly- et oligosaccharides). En raison de sa valeur
nutritionnelle (=60% protéines), la C. vulgaris est utilisée intensivement depuis les années 60
en tant que complément alimentaire. Cependant en dehors de cet aspect nutritionnel, elle peut
avoir d’autres applications comme agents fonctionnels dans les industries alimentaires,

cosmétiques, voir pharmaceutiques, ou méme pour la production de biocarburant.

Parmi ces nombreuses voies de valorisation, on a essayé de mettre en eévidence la présence de

quelques composants et I’extraction d’autres.

4.2  Mise évidence des protéases
Afin de mettre en évidence ’activité enzymatiques de C.V, on a préparé un milieu de culture

solide a base de gélose et lait (milieu nutritive).

Pour la préparation on a utilisé 6 flacons de 250 mL, chacun remplie jusqu’a 180 mL (180 mL
d’eau distillée + 4g d’agar), puis les stérilisés a I’autoclave a 120°C pendant une heure et
demi [119].

i 7

Figure 4.1 autoclave et milieu de culture

Apreés stérilisation, 20 mL de lait sont ajoutés au milieu et bien agité.

Figure 4.2 préparation du milieu de culture
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Aprés un léger refroidissement du milieu de culture, on a coulé les boites pétri en versant
environ 15 mL dans chaque boites, toute cette procédure se fait devant un bec bunsen (pour
stérilisation) [119].

Figure 4.3 coulage des boites de pétri
Lorsque le milieu de culture est bien gélifié, un puits a été découpé au milieu de la boite a
I’aide d’une pipette pasteur (5 mm de diamétre), concernant les échantillons filtrés leur boites
reste sans puits [119].

.- 7 -

0N .

Figure 4.4 Découpe des puits

Ces puits sont ensuite remplis par le culot préalablement centrifugé, le prélevement de
I’échantillon se fait avec une micro pipette réglée a 10uL. Pour les culots filtrés un morceau

du papier filtre a été découpé et inséré au milieu du trou [119].
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Figure 4.5 remplissage des puits et micropipette utilisé
Les cultures sont incubées dans une étuve a 30 °C pendant 3 jours. Afin de connaitre

I’existence ou pas de I’activité enzymatique, un suivi se fait en mesurant a 1’aide d’une régle

le diamétre de zone claire autour des puits.

Figure 4.6 I’incubation des boites de pétri et étuve utilisée

Apres mesure, une comparaison a eu lieu afin de définir I’échantillon qui présente le plus

grand diamétre et donc la plus grande activité enzymatique.

Figure 4.7 comparaison des diamétres de plage de lyse
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On a refait la méme opération avec du lactosérum a la place du lait, avec exactement les
mémes quantités mais avec une concentration différente, une solution de 1g/L a été

préalablement préparée et les mémes étapes précedentes en été suivies.

Cette operation est réalisée afin d’identifier I’existence des protéines dans le lactosérum.

4.2.1 Discussions des résultats
Tableau 4.1 Diametres des plages de lyse substrat lacto/lait

échantillons lacto lait échantillons lacto lait
R1 (0,4 F) ND 3 R6 (0,2) ND 3
R1 (0,4 NF) 18 4,6 R6 (0,4) 3,5 3.2
R1(0,2F) 17 6,5 R6 (1) 1,6 3
R1 (0,2 NF) ND 1,1 R6 (2) 1,9 5,4
R2 (0,2) ND 4 R6 (6) 15 4,3
R2 (0,4) ND 2 R6 (12) 13 3,9
R3 (1) 2,1 3,2 R7 (0,2) ND 2,2
R3(2) 2,5 4 R7 (0,4) 11 6
R3 (6) ND 3 R7 (2) 17 51
R3 (12) ND 17 R7 (6) ND 2
R4 (0,4) ND 1,6 R80,4 (1/2) ND 1,3
R5 (0,2) ND 3,5 R8 0,4 plein ND 5,7
R5 (0,4) 1,8 3 R8 (1) (1/2) 1,1 8,5
R5 (1) 2,5 5 R8 (1) plein ND 2
R5 (2) 18 55 R9 C.C ND 5
R5 (6) ND 5 R9C.N ND 5,2
R5 (12) ND 3,5 R7 (2) (sur) ND 4,3

e La production des protéases était maximale R8 1 (1/2) (condition mixotrophe et
éclairage naturel) et elle est moins intense pour les PBR R1 (F 0,2), R5 (2), R5 (6), R6
(2), R7 (0,4), R7 (2), R8 (0,4 plein), R9 (C.N) en utilisant le lait comme substrat de
référence.

e Concernant le lacto, la solution préparée a partir de la poudre était tres diluée et donc

pauvre en protéines, ce qui explique la non détection de la plage de lyse.
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e Les conditions ayant une production maximale de la biomasse n’ont pas présenté le

meilleur rendement pour les protéases

4.3 Extraction des lipides

Les lipides totaux ont été extraits en mélangeant du chloroforme-méthanol (2:1 v/v) avec les
échantillons dans une proportion de 1:1 en utilisant une version légerement modifiée de la
méthode de Bligh et Dyer (1959) [120].

La solution est préparée dans une éprouvette ensuite les mélanges sont transférés dans une

ampoule a décanter et secoués manuellement pendant 5 minutes.

Figure 4.8 solution avant et aprés mélange

La fraction organique est ensuite séparée dans une ampoule a décanter, puis I’opération est répétée une

deuxiéme fois avec les mémes proportions.

Figure 4.9 Deuxiéme décantation

110



Chapitre 4
Caractérisation et valorisation de la biomasse algale

Aprés la deuxiéme décantation, la phase inferieure (chloroforme + lipide) est évaporée a l'aide

d'une étuve a 40°C pendant + 24h jusqu’a stabilisation du poids.

Figure 4.10 séchage des lipides et phase récupérée avant et aprés séchage

Le poids des lipides bruts obtenu & partir de chaque échantillon a été mesuré a l'aide d'une

balance électronique [121].

4.3.1 Discussion des résultats
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Figure 4.11 Quantité de lipides récupérés dans chaque PBR

Aprés quantification, on peut clairement voir que la figure 4.11 quantité de lipide récupérée
est trés faible par rapport a la biomasse initialement introduite, ce qui donne une idée sur le
rendement (Annexe 3).
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Parmi les différents parameétres influengant le rendement d’extraction, on cite :

- Lateneur en eau, pour notre cas 1’échantillon était liquide [122].

- La méthode et le solvant utilisé : Bligh et Dyer (1959) (chloroforme et méthanol)
[120].

- Lataille des particules / broyage : on n’a procédé a aucun broyage [123].

- Le temps et la vitesse d’agitation : agitation manuelle pendant 5 min.

- Le temps d’extraction 20 min [124].

- La conservation de I’échantillon, en poudre, la conservation peut aller jusqu’a 3 mois,
nos échantillons ont été conservés a 1’état humide pendant plus de 15 jours, la

mauvaise odeur dégagée indique la dégradation de la biomasse algale.

4.4  Présence des expolysacharide
Pour certains rapports, dont le culot aprés centrifugation s’est présenté sous forme de gelée ;
et en grande quantité, on a pensé a une production extracellulaire par la chlorella. Parmi les

produits extracellulaires de la C.V, on trouve les expolysacharide (EPS).

Afin de confirmer notre hypothése et identifier la présence des EPS, on a opté pour une

coloration a I’encre de chine.

Figure 4.12 encre de chine et échantillon

La coloration a I’encre de chine est une méthode assez simple qui permet de mettre en
évidence la présence de substances extracellulaires (exopolysacharides) autour des cellules,
ces substances en freinant la pénétration de I’encre dans les flocs, laissent apparaitre des

zones non colorées [125].
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Cette technique consiste a piéger une goutte de la culture cellulaire entre la lame et lamelle et
d’ajouter au coin de la lamelle une goutte d’encre de chine qui est majoritairement constituée
de noir de carbone stabilisé par une gomme (gélatine), elle forme donc une suspension stable

de colloides chargés négativement.

Figure 4.13 préparation des lames en utilisant une coloration a ’encre de chine

Lorsque I’encre de chine se diffuse sous la lamelle, les interactions entres les colloides de 1’encre et les

cellules sont révélatrices des présences ou non d’EPS [126].

Ensuite, une visualisation a lieu afin d’observer si ’encre pénétré a I’intérieur des cellules ou pas, pour

pouvoir connaitre I’existence des EPS.

Figure 4.14 Matériels de la mise en évidence des EPS

4.4.1 Discussion des resultats
Beaucoup d'especes de microalgues vertes dont la C.V produisent une grande quantité d’EPS,

ces produits & valeur ajoutée, ayant des propriétés uniques et différentes, sont utilisées dans
nombreuses applications parmi lesquels :

113



Chapitre 4
Caractérisation et valorisation de la biomasse algale

e Applications pharmaceutiques
- Activité antivirale [127].
- Activité anti-inflammatoire[128].

e Applications alimentaires

Ils ont de plus en plus un intérét en tant que produit industriel et commercial. lls peuvent étre
appliques dans I'industrie alimentaire comme émulsifiants, agents gélifiants (ce qui explique

la formation de gelé), agents d'hydrations, stabilisateurs et agents d'épaississement [129].

Selon les visualisations microscopiques effectuées, la production extracellulaire des EPS a été

confirmée.

Figure 4.15 microscopique qui confirme la présence des EPS (agrandissement x100)

4.5 Détermination de la teneur en pigments liposoluble
Les teneurs en pigments liposolubles sont déterminées a partir de la fraction lipidique extraite

selon le protocole décrit ci-dessus. En effet, les lipides récupérés ont été dissous dans 1 mL

d’acétone pure.

Figure 4.16 Equipements utilisés et lipides avant et aprés 1’ajour d’acétone
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Ensuite I’absorbance a été mesurée a 400-700 nm sur un Spectrophotomeétre UV-Visible. La
chlorophylle a, la chlorophylle b et les caroténoides totaux présentent une absorbance (A)
maximale a 661,6, 644,8 et 470nm, respectivement.

Les concentrations de ces pigments peuvent ensuite étre calculées selon les formules

suivantes:

Ca (ug/ml) = 11,24Ac616 — 2,04Asa48

Cb (ug/ml) = 20,13A644.8 — 4,19A 6616

Caroteénoides (ug/ml)=(1000A470—1,9Ca—63,14Cb)/214

Ou Ca est la chlorophylle a, Cb est la chlorophylle b [130] [131].

Apres la lecture des absorbances et les calculs des concentrations a 1’aide des équations ci-

dessus, on a représenté les résultats obtenus dans les graphiques qui suivant :

Ca (pg/mL)

CN

C.C
R8 (1) plein
RS (1) %
RS (0.4) %
R7 (6)
R7(2)
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R5 (1)
R5 (0.4)
R5(0.2)
R3 (6)
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b RSRS () (.

R
R3 (6) (g) (ﬁi) RS (1) RS (6) (ﬁg) R6 (1) (OR;) R7 (2)R7 (6) (01}24) % | letn CN

BCa (ug/mL) 32.84132.91631.86729.80129.922 31,45 31,96131.719 34.28 33.22633.99619,55632.53331.96133.566

Figure 4.17 graphique en barres représentant les concentrations des Ca des différents réacteurs

115



Chapitre 4

Caractérisation et valorisation de la biomasse algale

Cb (ng/mL)
N R —
O
R (1) Pl
RS (1) % S
RS (04) 7 o
R7(6) S S
R7(2) s
R (04
R6 (1) s —
R (0.2) e
RS (6) p—
RS (1)
RS (0.4
RS (0.2) S
R3 (0 mmmm
0 10 20 30 40 50 60
R5 RS R6 R7 B8 pg ()R8 (1)

R3 (6) ©02) 04y B ()RS (6) 02) RS ) 0.4) R7 (2)R7 (6) (L;f} v | plein | ©C | CN

=Cb 15.421 56.99 55.05251.90816.98654.29254.24755.32427.82827.93535.2349.4725 40.91 51.55634.377

Figure 4.18 graphique en barres représentant les concentrations des Cb des différents réacteurs

Caroténoide (ng/mL)

CN T Tm—m—m—,
cC
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RS (DY e —
RS (0.4) % [ —
R7(6) ——
R7(2) I —
R7(0.4)
R6 (1)
R6(0.2)
R5(c) ——
R5 (1)
R5(04) BB
R5(0.2) |
R3(6) —

RS RS
R3i R5 R5 R5 RS R6 | R6|R7 RT7 (1) €¢C CN

R7 | 0.4)
© 024 ®) 6 02) @O ©0H @ 6 "7 M iy
B Caroténoide (pg/mL) 1.58370.0170.1923 0 2.1470.4863 0 = 0 3.3387.988R.49272.5213 0 1.1125.4764

Figure 4.19 graphique en barres représentant les concentrations des Caroténoides des différents réacteurs
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45.1 Discussions des résultats

Une des voies de valorisations intéressantes a partir de microalgues est celle de la production
de pigments. Ces pigments peuvent servir dans le domaine alimentaire en tant que colorants
ou bien dans le domaine pharmaceutique en tant que pigments fluorescents. Les microalgues
renferment une grande variété de pigments dédiés a de nombreuses applications et la
chlorella vulgaris se distingue par sa concentration exceptionnelle en chlorophylle a et b
[132], ce qu'on a confirmé par notre quantification.

Certains réacteurs ont présenté des concentrations tres élevées dont I'optimum a été enregistré
pour la chlorophylle a dans le R7 (2) et la chlorophylle b dans le R5 (0,2) et les caroténoides
totaux dans le C.N

Le réacteur avec le meilleur rendement en biomasse n'a pas donné I'optimum des pigments.
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Conclusion générale

Le présent travail entre dans le cadre d’un projet de recherche étudiant la possibilité de la
réutilisation des effluents des industries agroalimentaires pour la production d’une biomasse

algale pour une éventuelle revalorisation des sous - produits.

Le but de ce travail est la réutilisation du lactosérum (rejet de I’industrie laitiére) et son
intégration dans un procédé de culture des microalgues comme substrat. Le stage effectué au
sein de I’industrie laitiere Numidia nous a permis d’approfondir nos connaissances sur la
production laitiére et le rejet lactosérum a partir de la caractérisation effectuée sur différents
rejets on peut dire que le lactosérum constitue un danger pour I’environnement en raison de sa
charge organique importante et son pH trés variable, il peut étre trés souvent la cause
d’eutrophisation et de toxicité qui modifie les propriétés physico chimiques de 1’écosystéme.
Par ailleurs c’est un rejet connu pour sa richesse nutritionnelle (proteines, vitamines, lactose et
faible teuneur en matiere grasse) ce qui fait de lui une source de carbonne organique ideal pour

la culture des microalgues.

La Chlorella vulgaris fait partie des microalgues vertes qui a comme avantage 1’adaptation a
tous milieu et conditions de culture et sa richesse en substances appréciables ce qui fait la

diversité de son utilisation dans plusieurs domaines (pharmaceutique, alimentaire. ..ext).

Afin de preserver les propriétés nutritionnelles du lactosérum nous avons procedé a une étape
d’atomisation qui consiste a sa transformation en poudre, mais nous avons obtenu un rendement
tres faible inferieur a 30% pour les deux types de lactosérum utilisés. Pour améliorer ce dernier
un prétraitement est recommandé, par exemple une évaporation et une concentration des solides

totaux.

Apres incubation et avoir effectuer les essais a 1’échelle du laboratoire, cela nous a permis de
fixer certains paramétres optimaux pour la production de biomasse algale, un rapport optimal

S/X= 0,4, une agitation continue avec une lumiére artificielle.

Pour la récupération de la biomasse on a établi une centrifugation (4000tr/min pendent 20min),
cette derniere nous a permis d’obtenir un culot. Afin d’étudier les différentes possibilités de
valorisation de la biomasse algale. Trois différents composants ont été mis en évidence a savoir,
les protéases, les EPS et les pigments, ainsi que la quantification des lipides, le rendement de
ces derniers est indépendant de la quantité de biomasse produites.

Pour améliorer cette étude on propose de :
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YV V V V V

Prétraitement du lactosérum avant atomisation.

Refaire les essais avec d’autre types de lactosérums.

Incubation et suivie des PBRs dans des conditions de travail stérile et sous haute.
Essayer I’aération avec des airlifts.

Utiliser des PBRs avec des volumes plus important pour une valorisation possible.
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Annexe 1 : Tableaux des incubations et suivis des réacteurs

. o 02 . o 0;
F02: pH T (°c) (mg/l) A F04: pH T (°c) (mgll) A
27(;(2)2’ 21 13:00 | 536 28 71 | 07743 27£g’ 2| 13:00 | a7 28 71 | 08246
280312 | o500 | 516 208 62 | 08899 28032 | 4800 | 536 | 296 6 | 08979
022 022
13:00 | 563 203 6.2 13:00 | 56 206 6,5
2010312 _ 2010312 _
1052 | 0800 | 53 30 6 1,0171 1052 | 0800 | 55 30 59 | 1,0483
13:00 | 558 30 5.7 13:00 | 56 28 6.4
3000312 | 6800 | 5,09 20,9 53 | 11557 300032 \ 4500 | 5276 | 30 56 | 1,0087
022 022
13:00 5.4 30 53 13:00 | 514 30 5,1
80312 | 500 | 514 30,1 47 | 13979 8UOS/Z | ga00 | 477 | 206 a8 | 1,0666
022 022
13:00 | 513 20,6 6 13:00 | 471 | 295 6.9
03/0472 | 4800 | 472 28,7 6 1,0247 030472 1 o500 | 437 29 63 | 1,032
022 022
13:00 | 472 28,5 6.2 13:00 | 433 | 279 83
04(;(2)‘2‘/ 21 0800 | 4g4 28,8 58 1,024 04(;2‘2” 2| 08:00 | 422 | 293 64 | 1,0522
NF 0,4 pH | T | &2 A
s ' (mg/l)
NF0.2: pH TCO | (ol A 27522’ 21 13:00 | 536 28 71 | 08779
20032 1 43.00 | 536 28 71| 09990 28032 1 0800 | 553 30 61 | 09354
022 022
28523’ 2| 08:00 | 566 30,3 6,6 1,0230 1300 | 563 29 6.2
13:00 | 574 30 6.3 29097 | g500 | 567 | 301 56 | osors
2010312 022
s ” | 0800 | 569 30 57 | 09040
13:00 | 577 | 2908 6
13:00 58 206 6.2 T
30(;2:23/2 0800 57 208 5 o 1od2 | 0800 | 57 208 5 | 09375
13:00 5,7 29,8 5,9 13:00 5,72 29,8 5,2
170312
W92 1 0800 | se8 | 208 45 | 09643 3032 1 0800 | ses | 205 | 48 | 09227
_— 13:00 | 573 28.9 55 300 | 58 255 54
08 :00 5.7 285 64 | 08588
022 035(2"2” 21 0800 | 520 | 288 53 | 09122
13:00 | 574 285 56
0452‘2” 2| 0800 | 422 203 6.4 1,0522 13:00 | 532 | 285 53
0404721 4500 | 548 | 201 54 | 08207

022
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02

02

R202 pH TCY | oo A R204: pH TCO | (e A
3000312 _ 3000312 _
032 | 13:00 | 74 25 105 bod2 | 13:00 | 7007 25 10,4
U032 | 0500 | 535 20,6 53 | 06644 U032 | a0 | 514 297 48 | 07587
022 022
13:00 | 577 20,1 5.7 13:00 | 558 29 6
030472 | 0500 | 563 285 53 | 09527 03/0472 1 4809 5 285 51 | 08748
022 022
13:00 | 565 28,5 5,5 13:00 | 540 29 55
04/0472 | 0500 | 564 29 54 | 09819 0410472 1 6g.00 | 53 289 57 | 08856
022 022
13:00 | 574 20,6 5,2 13:00 | 558 297 56
05/0472 1 4500 | 5,66 207 56 | 09170 05/0412 1 0500 | 526 30 61 | 08859
022 022
13:00 | 573 28,5 55 13:00 | 553 295 6.7
06/0472 | o500 | 572 29,2 63 | 09187 06/0472 | g0 | 534 292 63 | 09187
022 022
13:00 | 582 20,1 5,2 13:00 | 567 29 7.2
07/042 | o500 | 557 26,3 645 | 09355 0710472 1 6800 | 50 26,3 70 | 07839
022 022
13:00 | 573 20,6 6.3 13:00 | 504 292 6.3
1000412 1 6500 | 545 30,2 59 | 1,0041 100412 1 6500 | 562 206 63 | 08213
022 022
13:00 | 550 301 58 13:00 | 570 297 8.1
10472 | 500 | 504 227 64 | 08167 10412 | 500 | 513 295 63 | 0799
022 022
13:00 | 544 20,8 6.3 13:00 | 527 299 85
R3 (1) pH | T(o O, A R3(6): pH Q) O: A
(mg/) (mg/)
042 T 300 | 702 | 256 | 102 | ogn 0% | 13:00 | 713 | 236 | 106 | 00485
050412 1 o500 | a8 203 59 | 05216 05/042 1 o500 | 571 | 289 56 | 01941
022 ) ) . . 022
13:00 4,92 29,6 54 13:00 5,56 29,2 6,2
06042 | 4o.00 | 537 | 204 | 64 | 06763 06/0412 | 0g:00 | 488 | 204 69 | 03166
022 ) ) 3 y 022
13:00 | 567 | 291 55 13:00 | 505 285 6.2
070472 | 1500 | 507 26,2 70 | 06519 07/0412 | 4800 | 555 26,0 78 | 02856
022 022
13:00 | 528 | 295 7.0 13:00 | 570 205 65
100042 1 4800 | 48 20.4 64 | 06370 100412 | 500 | 549 201 60 | 03832
022 022
13:00 | 454 | 295 74 13:00 | 567 30 6.1
1042 | og00 | 472 201 70 | oss01 10472 | a0 | 526 297 65 | 03570
022 022
13:00 | 446 | 307 6.8 13:00 | 537 304 6.4
woiouo| 0800 | 526 | 296 | 71 |oemi | [ Tosoo | 497 | 30 | 65 | osse
22| 13:00 | 546 | 299 | 66 22 [ 43.00 | 483 | 202 | 64
13/04/20 | 08:00 | 4,67 29,5 64 06772 130420 | 08100 457 29,9 59 0,4986
22 )
14/04/20 | 0800 | 436 29,6 68 | 06950 08:00 | 448 29,4 6.8 0,5158
o 14/04/20
13:00 | 430 30 65 22 300 | 440 208 69
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0, R3 (2 H T(c A
3012 Ml co | mgny | A _/(f : Lt
0410412
04/04/2022 | 13:00 | 7,07 | 242 | 106 0,0478 0 | 1300 | 742 25,8 104 | 0,0935
05/04/2022 | 08:00 | 56 | 298 | 58 0,1995 05(;2;"2 08 :00 48 28,9 68 | 02731
13:00 572 | 294 58 13:00 5,70 29,6 5,6
06/04/2022 | 08:00 | 564 | 286 8 0,2670 Oﬁégg/Z 08:00 | 597 29 71 0,4497
13:00 | 464 | 285 6.5 13:00 | 4,64 28,7 65
07/04/2022 | 0800 | 494 | 260 | 7.7 0,2422 07(;2;’2 08:00 | 545 26,7 67 | 05071
10/04/2022 | 08:00 | 528 | 29 6 0,3101 10(;(21421/2 500 | 576 0 65 | 08122
13:00 | 553 | 297 | 62 13:00 | 651 203 6.7
11/04/2022 | 08:00 | 52 | 292 | 64 0,3887 11(;(2);1/2 B0 | o4 201 66 | osazr
13:00 | 541 | 299 | 6.2
13:00 | 614 30 8,1
08:00 | 525 | 296 | 63 0,4732 :
12/04/2022 Lofoai0 | 08:00 | 6,14 30,2 62 | 09632
18:00 | 559 | 301 ] 7t 22 13:00 6,1 30,3 6.6
08:00 | 529 | 207 | 63 0,6207 )
13/04/2022 13/04/20 | 08:00 | 536 | 298 | 61 | 09791
13:00 | 529 | 284 | 66 22 13:00 | 531 20,0 8,2
08:00 | 533 | 298 | 68 0,7476 .
1410412022 1afoaio0 | 08:00 | 5.6 30,3 6 1,0642
13:00 | 530 | 294 | 62 22 1300 : 208 6a
o (0] o (023
R4 !0 4[ pH T ( C) (mgzll) A ﬂ(l) pH T ( C) (mg“) A
05/2‘2‘/20 13:00 | 772 21 107 | 00781 05/04/2022 | 13:00 | 7,56 | 22,3 105 | 0,0899
06/2421/20 800 | 66 208 65 | 01131 06/04/2022 | 08:00 | 6,60 | 20,9 66 | 00064
13:00 | 625 21,9 7 13:00 | 647 | 215 71
07I9%20 | og:00 | 446 | 211 74 | 01205 07/04/2022 | 08:00 | 439 | 210 | 700 | 00011
13:00 | 447 22,2 6 13:00 | 431 | 22 6,5
10/2‘2"20 08:00 | 446 233 67 | 01202 10/04/2022 | 08:00 | 397 | 229 69 | 01206
13:00 | 45 238 6.5 13:00 | 401 | 226 6.2
11’2‘2"20 08:00 | 452 224 72 | 01727 11/04/2022 | 08:00 | 405 | 291 69 | 01390
13:00 | 455 248 6.8 13:00 | 404 | 248 6.7
08:00 | 46 225 72 | 01685 08:00 | 407 | 224 67 | 01348
12’0‘2"202 12/04/2022
13:00 | 460 246 6.6 13:00 | 406 | 246 6.8
08:00 | 463 234 61 | 01728 08:00 | 409 | 234 63 | 0,1488
13/0‘2”202 13/04/2022
13:00 | 4,66 22,2 7.2 13:00 | 409 | 223 6,7
08:00 | 474 22,6 73 | 01642 08:00 | 413 | 227 72 | 0,495
14/04/202 : , , :
/02/ 0 14/04/2022
13:00 4,60 22,5 71 13:00 | 4,10 22,3 6,8
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) C)2
R4 (6) pH T (°c) (mgl) A
0552‘2“ 21 13:00 | 740 221 108 | 0,0505
06/0472 | 4500 | 651 20,8 65 | 00687
022
13:00 | 637 | 215 6.7
07/042 | 4500 | 430 20,7 65 | 00743
022
13:00 | 420 | 218 57
100472 | g0 | 375 226 63 | 00855
022
13:00 | 377 | 235 74
11/0472 ,
1032 | 08:00 | 379 22 7 0,1167
13:00 | 377 | 248 6,6
a0 | 9800 |38 22,4 67 | 01092
22 1 1300 | 377 | 247 7.9
Loa0 | 0800 | 38 23,6 64 | 01186
22 1 13.00 | 379 | 224 6,9
Lo | 08100 | 382 | 229 69 | 00899
221 13.00 | 380 | 224 71
R5 ° 02
(0.2): PH 1 TCD | gy | A
12/04/ .
2022 13:00 6,92 22,9 11,2 0,6555
13/04/ _
Soop | 0800 | 705 | 218 | 125 | 1,2476
13:00 | 692 | 222 | 115
14/04/ .
Sops | 08100 | 698 | 214 | 104 | 11935
13:00 | 7,06 | 218 | 123
17/04/ .
2022 08 :00 8,09 20,2 12,3 0,7323
13:00 8,00 21 10,1
18104/ _
2022 08 :00 8,05 19,6 8,6 2,1387
13:00 | 809 | 225 | 95

R4 (12) pH T (°c) (mg/l) A
05/04/2 ,
2oz 1300 | 79 22 103 | 0,0484
06/04/2 ,
W00z | 0800 | 646 | 209 63 | 00655
13:00 | 640 | 216 6,8
0710412 ,
1092 | 0800 | 447 209 68 | 00537
13:00 | 433 | 219 5.9
10/0472 ,
Vodz | os:00 | 381 22 69 | 00929
13:00 | 382 23.9 6,1
11/0472 _
002 | 0800 | 382 221 71 | 01149
13:00 | 377 2.4 6.8
Loioalon | 0800 | 382 222 71 | 0,1089
22 13:00 | 376 2.6 71
Lyoalae | 0800 | 378 23,7 63 | 0,019
22 13:00 | 38 225 7.2
14/ gg/ 20| 0800 | 3,79 22,9 68 | 00841
13:00 | 380 220 74
R5
— o 02
0.4) : PH | TCO | oy | A
12104/ _
2022 13:00 6,60 23,7 11,3 0,2563
13/04/ _
Sops | 0800 | 663 | 224 | 111 | 04184
13:00 | 664 | 228 | 109
14/04/ .
Sopp | 08:00 | 664 | 223 | 96 | 1,858
13:00 6,86 22,3 11,4
17/04/ _
2022 08 :00 7,36 20,9 8,1 1,4453
13:00 | 740 | 221 10
18/04/ .
Soos | 08:00 | 807 | 202 8 | 18782
13:00 | 809 | 226 | 93
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R5

02

. T 02
12/0472 _ 0,236
2042 | 13:00 | 669 | 256 | 103 | °2
13/0472 _ 0,811
vovz | g0 | 48 [ 254 | 6 ’
13:00 | 458 | 249 | 61
1410472 _ 0,935
voy2 | o800 | 408 | 245 | 7.3 ;
13:00 | 430 | 246 | 62
17/0472 _ 1,052
032 1 000 | 461 | 228 | 75 ’
13:00 | 480 | 239 | 78
L0420 | 08:00 | 577 | 226 | 76 | 14583
22 11300 | 59 | 23 | 78
R5 o 02
@) PRI TCD | gy | A
120041 | ..
20l | 13:00 | 663 | 256 | 103 | 02063
1304/ |
ol | 0800 | 528 | 251 | 67 |o7272
13:00 | 601 | 225 | 122
1404/ |
ol | ogi00 | 701 | 217 | 12 | 06073
13:00 | 7 219 | 122
704 |
Tl | o800 | 809 | 202 | 123 | 07323
13:00 | 8 21 | 12
1804/ |
el | 08:00 | 783 | 198 | 124 | 10866
13:00 | 78 | 204 | 124
R6 ° 02
(0,2): PH | TCO) | gy | A
18/04] | ..
o | 13:00 | 69 | 220 | 122
1904/ |
os | 08:00 | 668 | 218 | 88 | 10111
13:00 | 702 | 223 | 104
200041 |
o | 0800 | 757 | 232 | 104 | 1,0680
13:00 | 703 | 226 | 102
2004 |
ool | 0800 | 657 | 212 | 83 | 12012
13:00 | 712 | 218 | 84
240041 |
ool | 0800 | 793 | 189 | 63 | 35157
13:00 | 801 | 202 7

©): PHOLTCO | (mgmy | A
12/04 _ 0,077
Ao 1300 | 645 | 23 | 123 | 9
1304/ | 0.237
o L0 | 727 | 221 | 17 | 02
13:00 | 711 | 226 | 119
40041 | 0571
v L0800 | 733 | 219 | 124 | 09
13:00 | 715 | 22 | 124
704 | 0,955
o | 0800 | 71 | 207 | 83 :
13:00 | 720 | 217 | 92
1804/ | 1,086
e | 08:00 | 756 | 204 | 112 | MO
18:00 | 740 | 221 | 11
R5 o O2
(12): PH | TCD | gy | A
120041 | . 0,054
A0 | 13:00 | 642 | 232 | 12 ’
130041 | 0,204
o | 08:00 | 700 | 229 | 108 | %2
13:00 | 527 | 247 | 68
404 | 0,297
o | 0800 | 442 | 252 | 68 A
13:00 | 41 | 247 | 85
704 | 0,356
o | 08:00 | 371 | 228 | 97 :
13:00 | 390 | 241 | 98
18041 | 0,391
oy | 08:00 | 380 | 233 | 87 ;
13:00 | 38 | 246 | 9
R6 o 02
(0.4): PH | TCD | mgmy | A
180047 | .
e | 13:00 | 676 | 23 | 121
100047 |
s | 08:00 | 68 | 222 | 85 | 11003
13:00 | 723 | 23 1
200087 |
ool | 08:00 | 743 | 228 | 107 | 1483
13:00 | 684 | 227 | 75
200081 |
oo | o800 | 7 213 | 88 | 19687
13:00 | 712 | 219 | 82
240087 |
oo | 08:00 | 791 | 195 | 61 | 34323
13:00 | 8 201 | 67
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R6 02
o H | T(c A
Q P €9 | (mon) R6 H | Teo | % | A
18/04 (2): (mgll)
13:00 | 669 | 236 12 18/04/
2022 S0pp | 13100 | 685 233 12,1
1900411 oe .00 | 622 | 248 75 | 0,6595 19/04]
2022 S0y | 08:00 | 7,23 22,5 10,8 | 0,4829
13:00 | 6,30 | 24,8 6,30 300 | 72 258 105
2000411 5e 00 | 502 | 254 72 | 0,7644 20/04/
2022 ' ' ’ ' ’ S0pp | 08100 | 7,25 23,1 10,4 | 0,6186
13:00 | 641 | 235 | 76 13:00 | 722 | 227 10
210041 1 5800 | 698 | 206 | 84 | 09731 21/04/ -
2022 . , . , , S00p | 0800 | 7,16 21,1 84 | 1,3109
13:00 | 7,07 | 22,6 8,6 13:00 | 7,33 223 8,1
241041 : 24/04/ ,
S0pp | 0800 [ 82 20,2 9,8 | 1,4532 S0pp | 0800 | 7,81 19,6 71 | 2,0476
13 :00 8,5 22,4 9,9 13:00 7,90 21,2 7,6
. o OZ @ o OZ
R6 (6): pH T (%) (mg/l) A (12): pH () (ma/l) A
18/04/ _ 18/04/ _
S0pp | 13100 | 666 224 12,3 Sopp | 13700 | 713 | 225 12,3
19/04/ _ 19/04/ _
Sopp | 08100 | 7,28 216 12,1 | 0,3070 Sopp | 08:00 | 710 | 213 12,1 | 0,2022
13 :00 7,38 23,2 9,8 13 :00 7,59 22,9 11,8
20/04/ 2000411 e 00 | 785 | 227 | 111 | 03320
»opp | 08100 | 7.33 22,7 10,1 | 0,6186 2022 - , , ’ '
B0 | 723 2.8 9 13:00 | 7,64 | 22,3 10
210041 1 0800 | 758 | 216 85 | 0,6357
221(;(2)‘2” 08:00 | 6,96 21,2 7.4 1,1021 2022 i ' ' ’ ’
13:00 | 7,35 | 231 8,7
13:00 | 7,21 24,1 7,7
5270l 224(;2‘2” 08:00 | 6,61 20,2 6,5 | 1,3619
08:00 | 7,92 20,1 72 | 1,5308
2022 13:00 7 23,1 7
13 :00 8 22,1 76
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ﬂ o OZ & o 02
(0.2): PH | TCD | gy | A (0.4): PH | TCOD | gy | A
19/04/ , 19/04/ ,
S0y | 08700 | 582 | 289 74 | 1,7469 S0y | 08:00 | 567 | 283 93 | 0,6401
13:00 | 7,59 30 83 13:00 | 517 | 303 9.4
20/04/ , 20/04/ ,
202 | 08700 6 30,7 63 | 1,6642 o0y | 0800 | 525 | 303 93 | 0,8389
13:00 | 5,97 30 57 13:00 | 508 | 303 6
21/04/ , 21/04/ ,
S0y | 08700 | 657 | 212 83 | 1,9012 oo0o | 08:00 | 530 | 309 23 | 1.4359
13:00 5,55 30,2 2,5 13:00 5,33 30 2,3
24/04/ : 24/04/
2022 08 :00 5,25 29,9 3,1 2,2208 2002 08 :00 7.35 30,6 34 1,1003
13:00 | 748 | 12 | 267 13:00 | 7,42 | 278 11
25/04/2 | 08:00 | 7,72 | 288 24 | 12166 ssioap | 08:00 | 787 | 209 38 | 1,0522
022 .
13:00 | 743 29 1.2 022 | 13:00 | 741 | 289 1,6
08:00 | 751 | 303 31 | 1,1605
26/04/2 ’ ’ ’ ’ 26/04/2 | 08:00 | 7,55 30,7 2,5 | 1,1453
022 | 13:00 | 7,47 | 306 | 25 022
13:00 | 749 | 305 2,6
08:00 | 802 | 302 62 | 0,8140
27’(2"2"2 o7/0a/2 | 08:00 | 795 | 208 | 56 | 09570
0 13:00 | 741 28 31 022
13:00 | 7,48 28 3
28/04/2 | 08:00 | 768 | 307 59 | 1,0263
022 1300 | 733 ” 5 2g/0aj2 | 08100 | 774 | 304 39 | 1,0149
022 | 13:00 | 743 | 287 5,8
R7 ° 02
Q) pH T (°c) (mg/l) A R7 ” o OZI R
125’(;2‘2‘/ 08:00 | 567 | 283 | 93 | 0641 1%/ (mg/1)
S0y | 0800 | 567 | 283 93 | 0,6401
13:00 | 517 | 303 9.4
13:00 | 538 | 306 12
220(42‘2” 08:00 | 525 | 30,3 93 | 08389 | 5p70a
S0y | 0800 | 495 | 299 73 | 04819
13:00 | 508 | 303 6
13:00 | 480 | 298 78
21041\ 800 | 4,90 30 28 | 12031 | 51704
2022 S0pp | 08:00 | 466 28,8 4,0 | 04384
13:00 | 508 | 295 3.2 oo | 276 | 2 5
24041 1 gg 00 | 762 | 208 | 38 | 11189 | [Zaj0a
2022 S00p | 08:00 | 438 30,3 2.3 0,5440
13:00 | 511 | 268 18
13:00 | 441 | 268 11
25(;2‘21/2 08:00 | 55 | 302 L7 | L1825 | s | 0800 | 46 30,1 30 | 0,7289
13:00 | 576 | 289 | 14 022 [ 13:00 | 490 | 285 | 16
26/04/2 | 08:00 | 649 | 31 12 | 11895 |} ocioap | 08:00 | 670 | 304 | 14 | 08530
022 | 13:00 | 588 | 302 | 21 022 | 13:00 | 632 | 303 5
27/04/2 | 08:00 | 556 | 306 4 1,0993 | | 57/04/2 | 08:00 | 5,14 30 44 | 09417
022 | 13:00 | 6,52 30 47 022 | 13:00 | 5,49 28 46
28/04j2 | 08:00 | 505 | 307 47 | 06863 || 2g/0a/2 | 08:00 | 6,28 | 306 43 | 1,3660
022 | 13:00 | 5,08 29,3 4,8 022 | 13:00 | 5,27 29,5 51
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R8 (1) o 02 . T 02
12: PR TCO | gy | A RS (1) PR oy | (mgn | A
24/04/ ] 0,262 24/04/2 .
ooy | 13:00 | 668 | 207 | 67 . "052 | 13:00 | 668 | 205 | 668 | 02467
25004/ | 1,382 250042 |
oy | 08:00 | 541 | 238 | 14 > oy | 08:00 | 541 | 223 | 14 |05122
13:00 | 519 | 246 | 1.2 13:00 | 504 | 246 | 13
26/04/ . 1,215 26/04/2 ]
oy | 08100 | 483 | 237 | 21 . 2052 | 0800 | 417 | 243 | 19 | 06572
13:00 | 514 | 27 2 13:00 | 434 | 267 | 22
27104/ . 1,310 27/04/2 .
S0z | 08:00 | 519 | 235 | 34 ) o5 0800 | 475 | 24 | 5 [ 07950
13:00 | 573 | 26 | 46 13:00 | 493 | 264 | 34
28/04/ | 1,226 280042 |
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Annexe 2 : Tableau quantification des lipides

réacteur Poids o}u flacon Avant séchage Apres séchage Quan:ute d/e }1p1de
vide récupérée
R3 (6) 29,6679 57,8386 29,7143 0,0464
R5 (0,2) 29,6355 42,9409 29,6499 0,0144
R5 (0,4) 59,1846 98,3388 59,1964 0,0118
R5 (1) 29,8192 54,1633 29,8293 0,0101
R5 (6) 29,5954 52,9331 29,6369 0,0415
R6 (0,2) 29,7791 56,7306 29,7943 0,0152
R6 (0,4) 29,3224 42,3900 29,3437 0,0213
R6 (1) 59,4212 86,0514 59,4313 0,0101
R6 (2) 29,7692 59,0763 29,7816 0,0124
R7 (0,2) 29,7464 54,7291 29,7645 0,0181
R7 (0,4) 29,7290 54,5002 29,7464 0,0174
R7 (2) 29,5774 52,2070 29,6196 0,0422
R7 (6) 29,6010 56,0466 29,6179 0,0169
R8 (0,4) 2 29,7842 53,0866 29,8172 0,033
R8 (1) 2 30,0099 56,6764 30,0244 0,0145
R8 (1) plein 29,7460 45,2013 29,7692 0,0232
C.N 29,8034 56,0578 29,8173 0,0132
C.C 59,3621 87,6638 59,3729 0,0139
Tableau quantification des pigments :
Réacteur Ca (png/D Cb (ng/1) Caroténoide (pg/1)
R3 (6) 32,8409 15,4213 1,5837
R5 (0,2) 32,9155 56,9895 0,0170
R5 (0,4) 31,8670 55,0522 0,1923
R5 (1) 29,8006 51,9081 0
R5 (6) 29,9223 16,9858 2,1475
R6 (0,2) 31,4498 54,2915 0,4863
R6 (1) 31,9607 54,2472 0
R7 (0,4) 31,7194 55,3241 0
R7 (2) 34,2799 27,8276 3,3387
R7 (6) 33,22589 27,9351 2,9885
R8 (0,4) ¥ 33,9955 35,2339 2,4927
R8 (1) % 19,5557 9,4725 2,5213
R8 (1) plein 32,5334 40,91 0
C.C 31,9607 51,5559 1,1123
C.N 33,5664 34,3770 5,4764




Annexes

Annexe 3 :

Courbe d’¢étalonnage pour de faible concentration de CV.
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RESUME

Ce présent travail a pour principal objectif la réutilisation du lactosérum, un rejet de I’industrie
laitiere et son intégration dans un procéde de production de chlorella vulgaris, une micro algue
connue pour sa flexibilité et son adaptation a plusieurs milieux. Durant un stage pratique a
numidia, on a suivi de pres les différents procédes générant du lactosérum, ou on a pu le
quantifier et le caractériser pour déterminer sa charge polluante et son impact environnemental,
ainsi que déemontrer sa richesse nutritionnelle en tant que substrat de culture, sa composition
trés variable nous a incit¢ a passer par une étape d’atomisation afin de controler sa
concentration. Apres obtention de la poudre, on a incuber 36 réacteurs en variant plusieurs
parameétres de culture, le rendement optimal fut obtenu dans les conditions suivantes : éclairage
LED contrélé 18h/6h d’obscurité, T=30°C, S/X=0,4 et en maintenant une agitation continue.
Enfin, apres la récolte de la biomasse algale, on 1’a caractérisé pour identifier les différents
composants a valeur ajouté qu’une micro algue peut regrouper et montrer son champ de

valorisation (protéase, lipide, pigment et expolyssacharide).

Mots clés : Chlorella vulgaris, lactosérum, algue, culture, atomisation, valorisation.

ABSTRACT

Our research aims to study the reuse of lactoserum, a dairy production waste, and its integration
in a production process of chlorella vulgaris, a micro algae known for its flexibility and its
adaptation to several culture media. During an internship at Numidia. we followed closely the
different processes that generate lactoserum, quantified and characterized it in order to
determine its pollutant load and environmental impact, as well as, demonstrate its nutritional
richness as a culture substrate. Its highly variable composition prompted us to go through an
atomization stage in order to control its concentration. After obtaining the powder, we incubated
36 reactors by varying several culture parameters. The optimal yield is obtained under the
following conditions: controlled LED lighting 18h/6h of darkness, T=30°C, S/X=0, 4 and
maintaining continuous agitation. At last, after harvesting the algal biomass, we characterized
it in order to identify the different value-added components that a micro-alga can contain and

to demonstrate its spectrum of valuation (protease, lipid, pigment and expolyssacharide).

Key words : Chlorella vulgaris, lactosérum, algae, culture, atomization, valorisation.
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RESUME

Ce présent travail a pour principal objectif la réutilisation du lactosérum, un rejet de I’industrie
laitiere et son intégration dans un procéde de production de chlorella vulgaris, une micro algue
connue pour sa flexibilité et son adaptation a plusieurs milieux. Durant un stage pratique a
numidia, on a suivi de pres les différents procédes générant du lactosérum, ou on a pu le
quantifier et le caractériser pour déterminer sa charge polluante et son impact environnemental,
ainsi que déemontrer sa richesse nutritionnelle en tant que substrat de culture, sa composition
trés variable nous a incit¢ a passer par une étape d’atomisation afin de controler sa
concentration. Apres obtention de la poudre, on a incuber 36 réacteurs en variant plusieurs
parameétres de culture, le rendement optimal fut obtenu dans les conditions suivantes : éclairage
LED contrélé 18h/6h d’obscurité, T=30°C, S/X=0,4 et en maintenant une agitation continue.
Enfin, apres la récolte de la biomasse algale, on 1’a caractérisé pour identifier les différents
composants a valeur ajouté qu’une micro algue peut regrouper et montrer son champ de

valorisation (protéase, lipide, pigment et expolyssacharide).

Mots clés : Chlorella vulgaris, lactosérum, algue, culture, atomisation, valorisation.

ABSTRACT

Our research aims to study the reuse of lactoserum, a dairy production waste, and its integration
in a production process of chlorella vulgaris, a micro algae known for its flexibility and its
adaptation to several culture media. During an internship at Numidia. we followed closely the
different processes that generate lactoserum, quantified and characterized it in order to
determine its pollutant load and environmental impact, as well as, demonstrate its nutritional
richness as a culture substrate. Its highly variable composition prompted us to go through an
atomization stage in order to control its concentration. After obtaining the powder, we incubated
36 reactors by varying several culture parameters. The optimal yield is obtained under the
following conditions: controlled LED lighting 18h/6h of darkness, T=30°C, S/X=0, 4 and
maintaining continuous agitation. At last, after harvesting the algal biomass, we characterized
it in order to identify the different value-added components that a micro-alga can contain and

to demonstrate its spectrum of valuation (protease, lipid, pigment and expolyssacharide).

Key words : Chlorella vulgaris, lactosérum, algae, culture, atomization, valorisation.
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