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Abstract

Global water demand is increasing. A sustainable and energy-efficient approach is
needed to desalinate water intended for agriculture and municipalities. The aim of this work is
to study the behavior of Chlorella in different saline environments to assess its potential in the
biological purification of saline water. Salt tolerance was evaluated in photobioreactors using
selected NaCl concentrations of 2.9, 5.8, and 35 g/L. Salinity, pH, chloride, nitrate, and
sulfate were the main parameters measured throughout the experiment. Biomass growth
estimates revealed the inability of Chlorella to grow in a medium with a salinity of 35 g/L.
According to our results, Chlorella growth is inversely proportional to medium salinity. An
increase in pH was recorded in the Chlorella culture media. The salinity of the two media (2.9
g/L and 5.8 g/L) significantly decreased during the first two weeks of the experiment,
reaching 0.22% and 0.48% respectively. A reduction in chloride, nitrate, and sulphate levels

was also observed.

Keywords: Desalination; Chlorella; Salinity; Photobioreactors



Résumé

La demande mondiale en eau augmente. Une approche durable et économe en énergie
est nécessaire pour dessaler les eaux destinées a 'agriculture et aux municipalités. L’objectif
de ce travail est d’étudier le comportement de Chlorella dans différents milieux salins afin
d’évaluer son potentiel dans la purification biologique de I’eau salée. La tolérance au sel a été
évalués dans des photo-bioréacteurs sur des concentrations sélectionnées de NaCl de 2.9, 5.8
et 35 g.L%. La salinité, le pH, le chlorure, le nitrate et le sulfate ont été les principaux
parametres mesurés tout au long de I'expérience. L'estimation de la croissance de la biomasse
a révélé I’inaptitude de Chlorella de se développer en milieu de salinité égale a 35 g/L, selon
nos résultats la croissance de Chlorella est inversement proportionnelle a la salinité de milieu.
Une augmentation de pH a été enregistrée dans les milieux de culture de Chlorella.La salinité
des deux milieux (2,9 g/L et 5,8 g/L), a nettement diminué au cours des deux premieres
semaines de I’expérience, atteignant respectivement 0,22 % et 0,48 %. Une réduction de taux

de de chlorure, nitrate et sulfate a été également enregistre.

Mots cles :Dessalement;Chlorella; Salinité; photo-bioréacteurs
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Introduction

La croissance démographique rapide, I'augmentation de la consommation par habitant
et l'urbanisation galopante créent une demande critique en eau. L'approvisionnement en eau

potable est un défi croissant.

Dans de nombreuses régions arides et semi-arides du monde, dont I'Algérie, la
pénurie d'eau constitue un probléme majeur. En raison de son immense superficie, de la
croissance démographique rapide, des effets du changement climatique et de l'inefficacité de
ses politiques de gestion de l'eau, I'Algérie, I'un des plus grands pays d'Afrique du Nord,
connait un stress hydrique croissant. Les régions c6tieres du pays sont particuliérement
exposeées a la pénurie d'eau ; des solutions innovantes sont donc nécessaires de toute urgence

pour garantir un approvisionnement en eau fiable et durable(Lakehal, 2023).

Le dessalement des eauxpourrait exploiter les vastes ressources en eau et fournir une
source d'eau durable aux régions du monde soumises a un stress hydrique. La distillation
thermique et la séparation membranaire représentent respectivement 33 % et 53 % de
I'utilisation mondiale (Moayediet al., 2021).

Cependant, les technologies actuelles de dessalement consomment de grandes
quantités d'énergie (4 a 8 kWh d'electricité par m3 d'eau traitée) et nécessitent des

investissements importants(Moayediet al., 2021).

Le colt de I'eau produite par dessalement est 3 a 5 fois supérieur a celui de l'eau
produite a partir de sources conventionnelles, et cette technologie doit encore prouver sa
viabilité pour fournir de I'eau a des fins autres que domestiques et a quelques industries
stratégiques & un prix raisonnable. Par conséquent, l'approvisionnement en eau de
I'agriculture par les technologiesactuelles de dessalement pourrait ne pas garantir la sécurité
alimentaire en raison de problemes logistiques, financiers et environnementaux(Moayediet
al., 2021).

Face a cette problématique, les approches alternatives a faible impact
environnemental, la biodésalinisation par des microalgues telles que Chlorella, a un intérét

majeur.

Des systemes a base d'algues sont développés pour le bio-dessalement depuis trois
décennies. Bien que ces systemes soient potentiellement moins chers, plus efficaces et plus
respectueux de l'environnement que le traitement conventionnel, ils ne sont pas encore

devenus un procédé standard(Sahle-Demessieet al., 2019).

v



Introduction

Notre Objectif se focalise sur les points suivants :

e Evaluer la tolérance de la microalgue Chlorella & différentes concentrations de
salinité.

e Analyser I’évolution des paramétres physico-chimiques du milieu (salinite, pH,
nitrates, sulfates) en présence de Chlorella sur une période de 21 jours.

e Examiner le potentiel de Chlorella dans la bio-dessalement par réduction de la salinité

du milieu au cours de la croissance.

La présent travail est subdivisé en deux parties :

La premiére partie (partie théorique) est constituée par deux chapitres :
Chapitre | : Généralités sur le dessalement des eaux.

Chapitre Il : Notions générales sur les microalgues.

La deuxiéme partie (partie pratique) avec deux chapitres :

Chapitre 111 : Matériel et Méthode.

Chapitre IV : Résultats et Discussion.

En fin les conclusion essentielles sur I’ensemble de ce travail ainsi que les perspectives de sa

continuité seront dégagées.

<




Chapitre |
Géneéralitées sur
le dessalement des eaux



Chapitre | Généralités sur le dessalement des eaux

1.1.Historique

Histoire du dessalement de I’cau L'idée de séparer le sel de I'eau est tres ancienne, datant du
moment ou le sel, pas I'eau, était un produit précieux. La croissance démographique, et par
conséquent la demande en eau douce n’a pas cessé¢ d’augmenter poussant les scientifiques et
les industriels a rechercher des manieres de produire I'eau douce dans des sites éloignes et, en
particulier, sur les bateaux en mer. Une usine importante de dessalement d'eau de mer a été
construite en 1938 dans ce qui est maintenant I'Arabie Saoudite. La recherche sur le
dessalement a été conduite pendant la deuxiéme guerre mondiale pour satisfaire des besoins
militaires d'eaux douces dans des régions arides. Les Etats-Unis et d'autres pays ont continué
ce travail méme apres la guerre. Les premiers appareils de distillation apparurent dans la 1ere
moitié¢ du XX éme siecle, mais c’est a partir de 1975 que des moyens industriels ont été mis

en ceuvre pour dessaler I’eau(Absar,2012).
1.2.Probleme de la rareté de I'eau en Algérie

En raison des conditions météorologiques : la pluviométrie est irréguliere et varie
seulement ente 100 et 600 mm par an. Les ressources en eau en Algérie demeurent restreintes.
Il est nécessaire de mobiliser toutes les ressources d'eau disponibles afin de garantir la sécurite
I'approvisionnement en eau potable. Par conséquent, le dessalement des eaux de mer constitue

la solution appropriée a ce probleme(Unep,2023).
1.3.Définition du dessalement de I'eau de mer

Le dessalement s'appelle aussi désalinisation ou plus rarement dessalage. 1l consiste a
séparer l'eau et les sels a partir d'une eau brute, qui peut étre de I'eau de mer ou une eau
saumatre d'origine continentale. L'eau de mer contient en moyenne 35¢g/L de sel qui sont
essentiellement des chlorures de sodium (76%) et de magnésium (11%), des sulfates de
magnésium (5%), de calcium (3,5%) et de potassium (2,4%). Dans I'eau, Les sels sont sous
forme d’anions : chlorures et sulfates parallelement aux cations : sodium, magnésium,
calcium et potassium. La salinité de I'eau de mer n'est pas constante. Dans les zones maritimes
chaudes et partiellement fermées elle est plus élevée en méditerranée elle varie de 36 a 39g/L,
dans Le Golfe Persique elle peut monter au-dela de 60g/L. C'est l'inverse dans les mers

froides recevant de forts apports fluviaux : 7g/L dans la Baltique (Germain,1997).




Chapitre | Généralités sur le dessalement des eaux

1.4.Dessalement en Algérie

Un ambitieux programme est lancé par le gouvernement Algérien depuis plusieurs
années et qui vise a pallier le manque de ressources conventionnelles en eau potable et a
répondre aux besoins domestiques de plus de 30 millions d’Algériens. Treize projets de
dessalement d’eau de mer, d’une capacité globale de 2,260 millions de metres cubes, soit 2,26
milliards de litres par jour. C’est a I’ouest du pays ou la population souffre d’un déficit sévere
en eau potable, que seront installées la plupart des stations de dessalement. A Oran, le projet
de Mactaa prés de Mers El Hadjdj, d’une capacité estimée a 500 000 m3 par jour est
considéré comme ’un des plus grands projets dans le monde. Installé¢ sur une surface de 18
hectares le projet permettra d’approvisionner la population de la région oranaise grace a
I’interchangeabilité¢ du réseau. A Tlemcen ce sont deux projets d’une capacité respective de
200 000 meétres cubes par jour qui sont prévus a Malakoff et a Honein, alors que Beni Saf
abritera une station de 200 000 metres cubes et Mostaganem deux projets de dessalement de
I’eau de mer de 200 000 metres cubes chacun. De nombreux projets sont également prévus a
travers d’autres régions du pays dont une station a Oued-Essebt & Cherchell d’une capacité de
100 000 metres cubes par jour, une autre & Fouka , une autre & Ténés de 100 000 metres cubes
par jour également, et Cap Djanet , a Boumer- des (100.000 m3/j). Une station installée tarf a
I’extréme est du pays aura une capacité de 50 000 métres cubes par jour alors qu’a Skikda un
projet d’une capacité de 100000 m3 par jour est mis en service depuis 2007. Quant au centre,
le grand projet du Hamma a Alger d’une capacité de 200 000 m3 par jour, est opérationnelle

depuis I’année 2007(Absar,2012).
1.5. Classification des eaux selon la salinité

La salinité de ’eau est exprimée par la concentration de tous les sels dissouts (Sels Dissouts
Totaux), en anglais TDS (Total dissolved Salt). Elle représente un critére de classification des
eaux. Le tableau ci-dessous donne une classification des eaux selon leur salinité
(Absar,2012).
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Tableau 1.1 : Classification des eaux selon la salinite(Absar,2012)

Type d’eau Salinité TDS

Eau douce Inférieur a 1000 mg/1
Faiblement saumatre De 1000 a 5000 mg/1
Moyennement saumatre De 5000 a 15000 mg/1
Fortement saumatre De 15000 a 35000 mg/1
Eau de mer 35000 mg/1let plus

Pour I’organisation américaine de la protection de I’environnement (E. P. A), la
salinité de I’ecau potable destinée a la consommation ne doit pas dépasser la valeur de 500
mg/l. Pour I’organisation mondiale de la santé, I’OMS, la salinité doit étre inférieure & 1000

mg/l et un taux de chlorures ne dépassant pas les 250 ul(Watson,2003).
1.6. Différents types d’eau
1.6.1. Eau saumatre

Les eaux de surface et les eaux souterraines ont des compositions et des salinités tres
diverses. Les especes ioniques peuvent changer de maniére significative dans le méme
puits.Les analyses doivent étre réalisées avec beaucoup de précision pour déterminer la
qualité d’eau la plus inférieure car les caractéristiques des eaux peuvent de temps en temps

changer de manieres inattendues (Alain,2005).
1.6.2. Eau de mer

L'eau de mer est caractérisée par un pourcentage élevé et uniforme de salinite, environ
3,5 % ou 35 000 parties par million (mg/L), et dans les zones a fortes précipitations et la
concentration d'eau de mer est moins importante que la concentration des zones a forte
évaporation (comme la Mer Rouge, I'Arabie Saoudite, etc.). Dans les deux cas, le rapport
relatif des ions principaux par rapport au TDS reste significativement fixe (Watson,2003).

-
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1.6.3. Eau douce

L'eau douce, par opposition a l'eau de mer, est une eau dont la salinité est
suffisamment faible pour pouvoir étre consommee. Seule I'eau douce peut étre communément

exploitée pour la rendre potable(Greenlee,2009).
1.7. Caractéristiques d’eaux salines
Les problémes de dessalement concernent principalement deux catégories d’eau salée :
-I’eau de mer
-les eaux saumatres (Alain,2005).
1.7.1. Leseaux marines

La caractéristique la plus importante des eaux de mer est leur salinité, c'est-a-dire leur
teneur globale en sels (chlorures de sodium et de magnésium, sulfates, carbonates). La salinité
moyenne des eaux des mers et océans est de 35 g.L-1 qui contient: (27.2 g.L-1 de Na Cl ;
3,8 g.L-1 de MgCI2 ; 1,7 g.L-1 MgSO4 ; 1,26 g.L-1 CaSO4 ; 0,86 g.L-1 K2SO4).
Le pH moyen des eaux de mer varie entre 7,5 et 8,4 : I'eau de mer est un milieu légérement
basique. La salinité des mers ouvertes sur les masses océaniques (atlantique, manche, mer de
nord, pacifique) est ’ordre de 35 g/l et c’est cette valeur qui considérée comme salinité
standard de I’eau de mer (Watson,2003).

Tableau 1.2 : Classification des eaux mers selon la salinité(Alain,2005)

Déférente d’eau mer TDS
Mer méditerranée 36a39¢/1
Mer rouge 40 g/1
Mer baltique 79/1
Mer caspienne 139/1
Mer morte 270 g/1
Golfe arabo-persique 40a70¢g/1
Mer noire 20 g/1




Chapitre | Généralités sur le dessalement des eaux

Toutefois, dans le cas des mers ouvertes, la proportion des différents sels en présence
est relativement constante comme la morte le tableau 1.2 en particulier, la somme des ions
chlorures et sodium représente environ 85% du poids total des sels. En revanche, dans les
mers fermées ou les grands lacs salés, la concentration par évaporation a partir d’apportes
d’eaux de surface faiblement salées mais relativement différents de celle de I’eau de mer,

conduit quelquefois a des compositions ioniques trés particuliéres(Alain,2005).
1.7.2.Les eaux saumatres

On appelle eau saumatre une eau salée non potable de salinité inférieure a celle de
I'eau de mer. La plupart des eaux saumatres contiennent entre 1 et 10 g de sels par litre. Ce
sont parfois des eaux de surface mais le plus souvent des eaux souterraines qui se sont
chargées en sels en dissolvant certains sels présents dans les sols qu'elles ont traverses. Leur
composition dépend donc de la nature des sols traversés et de la vitesse de circulation dans
ces sols. Les principaux sels dissous sont le CaCO3, le CaSO4, le MgCO3 et le Na CI.
Indépendamment de la composition chimique et de la structure physique des roches, d’autres

facteur interviennent également parmi lorsque nous citerons :
- La vitesse de circulation de I’eau et par conséquence de contact.

- Les matieres chlorurées e gypseuses peuvent contenir en solution des quantités de sulfate de

calcium supérieur de beaucoup a la solubilit¢ de la surface de calcium dans I’eau

pure(Alain,2005).
1.8.Techniques de dessalement

Les techniques utilisées actuellement dans le dessalement d’eau de mer sont classées en

trois catégories, selon le principe appliqué :

¢+ Les procédés thermiques faisant intervenir un changement de phases «la distillation »
¢+ Les procédés utilisant des membranes : I'osmose inverse et I'électrodialyse échange
lonique.

¢+ Procedés divers (congélation et autres) (Ejaz et al.,2019).

\
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Tableau 1.3 : Techniques de dessalement utilisées(Jones et al.,2019)

Technique utilisées Pourcentage
Electro dialyse 5%
Distillation multi-effet 3%
Distillation flash a plusieurs étages 35%
Osmose inverse 46%
Compression de vapeur 5%

Procédés divers (congélation et autres) 5%

Il apparait clair que la distillation et I'osmose inverse restent des technologies dont les
performances ont été prouvées pour le dessalement d'eau de mer. En effet, ces deux procédes
sont les plus commercialisés dans le marché mondial du dessalement. (Jones et al.,2019)

1.9.Différents procédés de dessalement

Un auteur a recense 27 procédés différents de dessalement. Ces différents procédés

peuvent étre classes en trois grandes familles :
1. Les procédes faisant intervenir en changement de phase :
- Evaporation
- Congélation
2. Les procédes de perméation sélective a travers une membrane :

- Transfert des ions sous 1’action de champ électrique (électrodialyse) ou d’un gradient de

pression (pie-zodialyses).

- Transfert d’eau sous I’action de gradient de pression (osmose inverse) ou sous I’action de

gradient de température (thermo-osmose).
3. Les procédés chimique :
- Echange des ions

- Extraction par solvant
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En fait, la totalité des installations actuellement en service fait appel a deux grandsfamillesde
procédés : La procédés par évaporation et la procédés de séparation par membranes qui sont

plus récent figure 1.1(Djalal,2010).

~ .
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Figure 1. 1 :Procédés des dessalements industrialisés (Djalal,2010)
1.9.1. Principe du systeme osmose inverse

Le procédé d'osmose inverse est considéré comme moderne par rapport aux procedés
de distillation et de dialyse, car il a été introduit commercialement au cours des années
soixante-dix. L'osmose inverse est la séparation de I'eau d'une solution de saumure sous
pression a travers une membrane. Il n'a pas besoin de chauffage ni de changement de forme.
En pratique, I'eau d'alimentation est pompée dans un récipient fermé ou elle appuie sur la
membrane, et lorsqu'une partie de I'eau traverse la membrane, le contenu de I'eau restante
augmente a partir du sel. Dans le méme temps, une partie de I'eau d'alimentation est évacuee
sans traverser la membrane. Sans cette élimination, l'augmentation constante de la salinité de
I'eau d'alimentation entraine de nombreux problémes, tels que l'augmentation de la salinité, la
sedimentation et l'augmentation de la pression osmotique a travers les membranes. La
quantité d'eau ainsi éliminée varie de 20 a 70 % de la charge, selon la quantité de sels qu'elle
contient(Absar,2012).
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Figure 1.2:Principe de I’osmose inverse (Absar,2012)
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1.9.1. 1. Principe d’installation d’osmose inverse
Les principaux constituants d’une installation d’osmose inverse sont les suivants fig. 1.3 :

e La membrane proprement dite

e Lemodule

e La pompe haute pression

e Eventuellement un systéme récupération d’énergie

e Laposte de prétraitement(Alain,2005)

Pompe
Membrane
hlulc’!n\c‘nwu o
—  POSE-pretraitement - ) - — R
Alimentation ;I\ h

Svstamne de . Concentrat
récupéranion dencrgic

Figure 1.3:Schéma de principe d’une unité d’osmose inverse(Alain,2005)
1.9.2. Procedés de distillation

L’eau de mer chauffée émet une vapeur d’eau pure qu’il suffit d’'un condenseur pour
obtenir de ’eau douce. Ce principe de dessalement trés simple et utilisée depuis des temps

fort anciens comme le montre la fig 1.4(Perry,2008).

thermomatre

sortie cou

bollon de

refrigerant
distillation

AR
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Figure 1.4:Procédés de distillation(Perry,2008)
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2.1.Définitiondes micro-algues

Lesmicroalgues sont des micro-organismes de formes et de tailles variées, allant de
quelques a plusieurs dizaines de micromeétres (Cadoret etBernard, 2008),photosynthétiques,
eucaryotes (ex : algues vertes, rouges et brunes) ou procaryotes (ex : cyanobactéries). Elles
peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires. Elles ont la capacité de se développer
rapidement dans des milieux et elles peuvent croitre dans des conditions extrémes (espéeces
halophiles dans les milieux trés salés, espéces thermophiles dans les milieux trés chauds.
Les microalgues sont présentes dans quasiment tous les écosystemes terrestres, et il en existe
une grande variété d’espéces 50 000 a 1 million d’espéces estimées pour 30 000 étudiées

(Mata et al., 2010).

La majorité des microalgues croissent a une température de 25-35°C avec un pH
neutre (Zeng et al., 2011).

Figure2.1 : Diversité des formes des microalgues.

A)Chlorella vulgaris, B) Euglena, C,D) Cyanobacteria , E) Thalassiosirapseudonana, F)
Phaeodactylumtricornutum , G) Cyanobactérie : Spirulinaplatensis (Legrand,2002).

u
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2.2. Caractéristiques de base des micro-algues

La majorité des micro-algues sont dites photo-autotrophes ou autotrophes. Elles
tirentleur énergie de la lumiére par photosynthése et leur principale source nutritive est le
CO2 ensolution dans I’eau. Leur relative simplicité et la petitesse de leur taille
permettentd’effectuer une photosyntheése trés efficace. Elles convertissent ainsi 1’énergie
lumineuse enlipides et en hydrates de carbone, des formes plus condensées et stables
d’énergie.De plus, leur condition aquatique leur donne un accés optimal a 1’eau et en
particulieraux nutriments comme le CO2 dissout. Par exemple, ces petites plantes peuvent
étre de dixa trente fois plus productives en huiles par unité de surface de production en

comparaisonavec les cultures oléagineuses terrestres conventionnelles (NREL, 2012).

Certaines especes peuvent aussi étre chimio-hétérotrophes ou hétérotrophes. Ainsi,
aubesoin, elles sont capables de puiser de I’énergie et des nutriments directement des
matieresorganiques présentes dans le milieu aquatique (Chevalier, 2002). Par exemple,
I’especeAgmenellumquadruplicatum devient hétérotrophe en conditions de faible luminosité
(Vanet al., 1970). On note que I’espéce hétérotrophe Crypthecodiniumcohnii estexploitée
pour produire de I’huile DHA, I’acide gras oméga-3 dont I’importance est de plusen plus

reconnue pour le maintien d’une bonne santé (Martek, 2008).

2.3.Especeset diversité

Les microalgues sont tres diversifiées et environ 30 000 espéces ont déja été

analysées.Ce nombre représentemoins de 10 % du totalexistant estime (Cavalla, 2000).

Les scientifiquesont analysé les microalgues pour les distinguer et les diviser en
plusieurs classes selon descriteres généraux comme la pigmentation, la structure biologique et

le métabolisme.

Les especessont ainsi classées en 11 divisions et en 29 classes. Les quatre classes les
plus communes auniveau de I'abondance relative sont les diatomees (bacillariophycées), les
algues vertes(chlorophycées), les cyanobactéries ou algues bleues (cyanophycées) et les

algues dorées(chrysophycées) (Berberogluet al., 2009).
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2.3.1. Diatomeées (bacillariophycées)

Les diatomées sont phytoplancton des océans et elles sont aussi présentes en eaux
douces ou saumatres, dans les sols humides ou sous les feuilles humides. Plus de
100 000especes de diatomées sont connues. Elles forment des colonies qui apparaissent

généralement brunes ou jaunes (NREL, 2012).

Elles sont caractérisées parleurs armures de silice qui présentent des structures geométriques
complexes et extrémement variées. Les enveloppes de silice des diatomées sonttres résistantes
et persistantes. Elles ont fait I'objet de recherches intensives aux NREL des Etats-Unis dans le
cadre du programme de recherche de I'ASP parce qu'elles produisent des huiles etdes
protéines intéressantes (NREL, 2012).

Figure 2.2 :Diatomées (bacillariophycées)- Emilianahuxleyi (Benemann, 2008)
2.3.2. Algues vertes (chlorophycées)

Les chlorophycées sont trés abondantes en eaux douces. Elles peuvent se développer
enmode unicellulaire ou en colonies qui peuvent devenir tres denses. Elles accumulent
I'énergiequ'elles capturent, principalement par photosynthese, sous la forme d'hydrates de
carbone etd'huiles. Elles peuvent tolérer plusieurs types de conditions. Elles se sont d'ailleurs
adaptées ades milieux étonnement variés (Lindblad, 2005).

13
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Figure 2.3 :Algues vertes (chlorophycées) — Micrasterias,(Coste, 2008).
2.3.3. Cyanobactéries ou algues bleues (cyanophycées)

Cette famille trés ancienne de microalgues compte environ 2 000 espéces dans divers
habitats. Elle absorbe et fixe lI'azote directement a partir de l'atmosphére. Des espéces de
cyanobactéries peuvent étre aussi rouges, jaunes ou brunes. Mais leur couleur caractéristique
bleue signale trop souvent des eaux polluées la figure 2.4. Mise a part des traces de NPK,
elles ne nécessitent essentiellement que de quatre sources vitales : eau, lumiere, azote et COs.
On peut en trouverdans tous les habitats, aquatiques ou terrestres. Les spirulines (Spirulinasp.)
sont parmi les plus produites dans le monde essentiellement pour la consommation humaine
(CRBM, 2006).

Figure 2.4 : Cyanobactéries (cyanophycées)-Glaucocystis (Koning, 1994)

E
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2.3.4. Algues dorées (chrysophyceées)

Les chrysophycées se retrouvent surtout en eaux douces et on en compte environ
1 000espéces. Elles ressemblent aux diatomées mais elles peuvent arborer plus de couleurs
que ces dernieres : du jaune au brun en passant par I'orange. Chez plusieurs especes d'algues
dorées I'enveloppe est principalement composee de silice et en plus faibles proportions de
cellulose(NREL, 2012).

Figure 2.5 : Algues dorées (chrysophycées)-Uroglenopsis (Oyadomary, 2005)

2.4.Habitat des microalgues

Naturellement, les algues préferent les lieux les plus humides. En effet, la plupart
desalgues vivent dans les océans. D’autres algues qualifiées des lieux terrestres ou

aériennes(Leclerc etFloc’h, 2010).

Elles colonisent les sols et une vaste gamme de supports comme les rochers, les arbres
ouencore les édifices architecturaux. Certaines microalgues se développent dans les eaux
defonte de la glace ou de la neige et se trouvent également dans les déserts arides a semi-
arides.L’atmosphére constitue également un environnement dans lequel une diversité notable

demicroalgues eucaryotes et de cyanobactéries est signalée (SialveetSteyer, 2013).
2.4.1.Modes de nutrition des micro-algues

Les micro-algues possédent plusieursmodes de nutrition (Tableau2.1), ils
sontgénéralement des organismes photo autotrophes. L’autotrophie est un mode de nutrition

desmicro-algues leur permettant d’utiliser les rayons solaires afin de synthétiser leur énergie.

kS
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Elles utilisent également une source de carbone inorganiqgue comme le CO2
etl’hydrogénocarbonate HCO3 pour la synthése du carbone organique. Ce carbone
organiqueest essentiel a la synthese de toutes les composantes organiques nécessaires a leur
survie.D’autre part, plusieurs micro algues ont un métabolisme hétérotrophe de nutrition
etcelles-ci n’ont pas besoin d’énergie solaire. Elles utilisent plutét une source de
carboneorganique pour la production de 1’énergie et des composants organiques. Les micro-
alguesde métabolisme mésotrophe peuvent se nourrir soit par autotrophie soit par
hétérotrophie.En effet, en absence d’énergie lumineuse, lorsqu’une source de carbone
organique estdisponible, le développement des chloroplastes est inhibé et ces micro-algues
métabolisentleur énergie en mode hétérotrophe(Guillaume, 2006).

Tableau 2.1: Les différents types nutritionnels des micro-algues (Guillaume, 2006)

Mode de nutrition Source d’énergie Source

Photo autotrophe Radiation solaire CO2 seulement

Photo hétérotrophe Radiation solaire CO2 et carbone
organique

Chimio-autotrophe Composé inorganique CO2

Chimio-hétérotrophe Composé organique Carbone organique

2.4.2.Mode de reproduction des microalgues

Le cycle de vie des microalgues comprend le mode de reproduction sexuée et/oumode

asexuée.
2.4.2.1. Reproduction asexuée

La prolifération microalgale s’effectue principalement par une reproduction asexuéeou
multiplication végétative : une cellule mere se divise alors en deux cellules

fillesgénétiquement identiques (figure 06) (Guebabi et Zerroukhi, 2019).
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2.4.2.2. Reproduction sexuée

Ce mode est le moins fréquent et le plus aléatoire, généralement déclenchée par desconditions

environnementales particuliéres souvent multifactorielles. Au coure de ce mode
dereproduction

diploide(figure 06) (Guebabi et Zerroukhi, 2019).

les gamétes male et femelle fusionnent pour produire un zygote
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Figure 2.6 :Reproduction sexuée et asexuée chez les microalgues (Guebabi
et Zerroukhi, 2019)

2.5.Composition biochimique

L’intérét des microalgues se manifeste par la diversit¢ de leurs compositions
biochimiques,mais également par des particularités qui justifient 'utilisation de certains
procédés deproduction. Ainsi 1’absence de paroi autour des cellules de Dunaliella et
I’existence de globulesde B-caroténe extraplastidiaux permettent I’extraction de ce métabolite
par des procédesutilisant des chocs osmotiques, ou des réacteurs biphasiques utilisant la
diffusion du pigment al’aide de solvants (do-décane), sans perte de viabilité (Jencket al.,
2011).

Les microalgues représentent une source importante de quasi toutes les

vitaminesessentielles : B1, B6, B12, C, E, K1, et possédent un large panel depigments,
fluorescents ounon, pouvant aussi avoir un role d’antioxydants. En plus de la chlorophylle
(0,5 a 1 % de lamatiére séche) qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les
alguesphotosynthétiques, on trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de
typecaroténoides (0,1 a 0,2 % de la matiére séche) et phycobiliprotéines (phycoérythrine
etphycocyanine). Les pigments principalement exploités sont la phycocyanine de la

spiruline(colorant bleu), la phycoérythrine (couleur rouge) de Porphyridiumpurpureum,
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’astaxanthined’Haematococcuspluvialis ou le béta-carotene de Dunaliella salina.Elles
peuvent accumuler plus de 50 % de leur poids sec en lipides. Ces derniers sontprincipalement

constitues de triglycérides, de phospholipides, et de glycolipides (Person,2010).

La microalgue Odontellaaurita est par exemple une source importante d’acides
grasinsaturés. Par ailleurs, I’huile extraite de Schizochytrium a été récemment autorisée en

tant quenouvel ingrédient alimentaire.

A Theure actuelle, la richesse en lipides des micro-algueset leur relative facilitée
deproduction font de ces dernieres une source intéressante pour les secteurs de la pétrochimie
afinde produire des biocarburants.Certaines microalgues ont des constituants pariétaux
particuliers tels que despolysaccharides sulfatés, pouvant donner des oligosaccharides, du -
glucane ou desglycoprotéines impliqués dans des processus d’agrégation cellulaire, utilisables
commebiofloculants(Jencket al., 2011), d’autres encore peuvent produire des molécules a

activitéantivirales, antibiotiques, ou anti-prolifératrices chez 1’homme (Person,2010).

Le contenu élevé en protéines, peptides et acides aminés (entre 12 et 65 % de matiere
seche)de plusieurs espéces de microalgues est une des principales raisons pour les considérer
commeune source non conventionnelle de protéines dans [’alimentation humaine et

animale(pisciculture) (Person, 2010).
2.6.Parameétres de croissance
2.6.1. L’énergie lumineuse

Comme tout organisme photosynthétique, les microalgues trouvent sont
sourced’énergie dans la lumiére. Celle-ci a une influence notable sur la composition de la

biomasseproduite et sur la vitesse de croissance (Becerra,2009).

La lumiére est la source d’énergieprimaire des organismes réalisant la
photosynthése.Pour les microalgues les durées et les périodes d’ensoleillement seront
déterminantes. Selonles régions du monde plus ou moins de lumiere est disponible, les
régions les plus ensoleilléesseront les plus favorisées pour la culture des microalgues
(Salomez, 2009).
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2.6.2. L’agitation

L’agitation est liée directement avec la lumiére pour avoir une croissance optimale

;mais si la lumiére et I’agitation sont faibles, la croissance sera lente (Salomez, 2009).
2.6.3. La température

La température est un des principaux facteurs influant sur le taux de croissance
desmicroalgues. La température est un facteur qui conditionne la conversion globale de
I’énergielumineuse et en conséquence la croissance cellulaire. La plupart des
microorganismessurvivent a 1’exposition a de larges plages de températures (Becerra, 2009).
Chaque espéce demicroalgues a son optimum de température. Sachant qu’a 1’état naturel, les
microalgues seretrouvent autant sur les calottes glaciaires qu’au niveau d’un volcan. Cet
optimum peut varierde -20°C a + 50°C. Les souches des milieux tempéres poussent a des
Températures de 20a22°C (especes : tetrasemis, dunaliella, chlorella, monochrysis, ...). Pour
des especestropicales (T. isochrysisgalbana, platymonas), les températures de cultures seront
plusprochesde 25- 26°C (Salomez, 2009). Mais en général, il existe une température optimale
pour lacroissance. Dans le cas des microalgues elles se situent entre 21 et 26°C et est

probablementplus proche de 26°C (Becerra, 2009).
2.6.4. Le pH

Les microalgues admettent des variations lentes et progressives de pH, mais
ellespeuvent étre détruites suite a des variations brutales. Le pH influence aussi indirectement
lacroissance cellulaire en intervenant dans la solubilité de certains éléments nutritifs :
lescarbonates et les phosphates de Ca, Mg ou Fe ont tendance a précipiter quand le pH du
milieuaugmente (Becerra, 2009). Chaque espéce de microalgues possede un pH optimal.

Laspiruline par exemple vit en milieu alcalin avec un pH de 8,3 a 11 (Salomez, 2009).
2.7. La Photosynthése

Le principe de la photosynthése a été découvert par Priestley en 1780, le dioxyde de
carboneest absorbé par les plantes grace a un pigment vert : la chlorophylle. Lors de la
photosynthese,par action de la lumiére, le dioxyde de carbone est réduit en sucre (CHz O)
nservant a la construction des réserves (des sucres comme I'amidon ou des huiles). L'eau est

guanta elle photo-oxydée en oxygene. La photosynthese est donc la transformation de
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carboneinorganique en matiere organique ou encore la transformation d'énergie lumineuse en

énergiechimique, c'est un processus de capture de I'énergie (Grobbelaar, 2000).

{ Cycie de

<
oo CO; + H,0 =0, + ((.H';()),. (1-1)

Sucres

Figure 2.7 : La photosynthése — Réaction globale (Grobbelaar, 2000)

2.8.Applications biotechnologiques des microalgues

Les microalgues sont utilisées en industrie dans les  domaines

énergétique,pharmaceutique, cosmétique et alimentaire.
Les principales utilisations sontdétaillees comme suite :
2.8.1. Domaine alimentaire

Les microalgues constituent un reel apport nutritif. Ces microorganismes sont utilises

dansl’alimentation animale et humaine, et dans 1’aquaculture (PulzetGross, 2004).
La biomasse peutétre produit sous forme de poudre, tablettes, capsules ; pastilles...

Les polysaccharides (polymeres hydrosolubles) issues des microalgues sont exploites
dansl’industrie agroalimentaire en tant qu’agents gélifiants ou épaississants. Le glycérol
(moléculeintervenant dans les systémes d’osmorégulation des microalgues) est exploité

dansl’agroalimentaire comme édulcorant.

Les microalgues ont un potentiel intéressant de production de pigments, les

caroténoidessont de plus employés dans 1’industrie alimentaire, suite a la pression du
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consommateur et al’augmentation des réglementations alimentaire, suite a la colorants

artificiels (Richmond,2004).
2.8.2.Domainepharmaceutique

Les microalgues représentent une source intéressante de molécules bioactives et detoxines
utilisables dans le développement de nouveaux médicaments pour le traitement demaladies
cancéreuses notamment (Pulzet Gross, 2004).Les polysaccharides extraites desmicroalgues
permettent la synthése d’agents antioxydants, antiviraux, anti-tumoraux etanticoagulants, les

microalgues sont également capables de synthétiser des vitamines.
2.8.3.Domaine cosmétique

Plusieurs espéces de microalgues sont exploitées industriellement dans le domainecos
métique,  principalement les  deux  especes  ArthospiraetChlorelle  (Stolzet
Obermayer,2005).Les pigments issus des microalgues sont également utilisés pour les

cosmétiques.

Figure 2.8 :Des applications variées dans des domaines clés (alimentation humaine et

animale,pharmacie, cosmétiques, aquaculture...)(Legrand, 2002).

2.8.4. Domaine énergétique

La valorisation de la biomasse algale peut se traduire par la production de
bioénergiesous forme d’électricité et/ou chaleur par combustion directe, ou sous forme de
biométhaneaprés méthanisation ou sous forme de biocarburant ou d’hydrogene. Cependant,
cettevalorisation ne sera concurrentielle qu’avec une forte productivité de biomasse, une
possibilitéde récolte mécanique simple et un cout de production plus réduit que les procédés

mettant enceuvre d’autres types de biomasse (Chisti, 2008).
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2.8.5. Domaine environnemental

L’utilisation des microalgues dans le secteur de I’environnement s’intégre dans une
optiquede dépollution avec pour idée de transformer nos déchets en produits ; comme par
exemple letraitement des eaux usées chargées en nitrates, phosphates, 1’épuration d’effluents
gazeuxcontenant du CO2 mais aussi divers oxydes NOx, SOx, et la bioremediation possible
des sitespollués... (fig. 09) (Person, 2010).
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Figure 2.9 : Procédé de traitement des eaux par les microalgues (Filali, 2012)

Au vu de leur capacité d’assimilation de nombreux nutriments nécessaires a leur
croissance,les microalgues représentent une solution intéressante pour éliminer ces éléments ;
elles sontégalement capables de fixer des métaux lourds. Elles sont ainsi les principaux
élémentsbiologiques de certains systemes de traitement des eaux municipales et
industrielles(essentiellement traitement tertiaire). Grace a [’absorption de [’azote et du
phosphore, ellescontribuent a réduire le phénoméne d’eutrophisation de certains milieux

aquatiques (Filali,2012).

22
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2.9.Présentation du modeéle d’étude « Chlorella »
2.9.1.Généralités sur la Chlorelle

La chlorelle, ou chlorella, Elle est la plus petite et la plus simple plante connue.C'est
unemicroalgue dulcicole d'eau douce issue d’une aquaculture Biologique, destructure
microscopique, unicellulaire de type eucaryote (Du grec eu: bon et karyon :noyau)
volumineuse structure centrale, de forme caractéristique, appelée noyau,divisée en de
nombreux compartiments par des cloisons membranaires. Elle seformeprincipalement a la
surface de l'eau des lacs, des marais et des mares. Cette algue sphérique mesure dont les
dimensions sont a peu pres celles d'un lymphocyte (globule blanc), (entre 2 et 8 microns) et
posséde unnoyau bien spécifique et une membrane cellulosique si épaisse que les virus

nepeuvent pas |’attaquer.

La chlorellase reproduit trés rapidement par division cellulaire est trés rapide toutesles
24 heures, chaque cellule mere se divise en quatre cellules filles. D’aprés FrankLiebke
cerythme de division extrémement rapide est géré par le C.G.F, obtenu parextraction
lamultiplication et la régénération cellulaire. C’est un concentré

desubstancesactives (Saarbrticken, 2011).
2.9.2. Définition

Chlorella appartient a la lignée des Chlorophytes. Le genreChlorella se retrouve dans
tousles habitats aquatiques, marins ou d’eau douce. Est une micro-algue verte unicellulaire
eucaryote d’eau douce. Elle est deforme ronde ou ellipsoide, d’un diamétre moyen de 5 um.
Elle possede un chloroplastepariétal contenant de la chlorophylle a et b ainsi que
descaroténoides comme pigmentsaccessoires, un pyrénoide, des thylakoides, des
grainsd’amidons et du matériel génétiquel’amidon est la réserve majeure de glucides de la
cellule. D’autres organites sontégalement présents dans la cellule : un noyau, des
mitochondries, de petites vacuoles, desgouttelettes lipidiques, des ribosomes (Van et al.,
1995). La membranecellulaireexterne est composée de trois membranes contenant de la
glucosamine (Takeda, 1993 etAllardet al., 2000).
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Figure2.10 :Cellules d’algue Chlorella sous microscope(Clément -Larosiére,2012)

2.9.3. Taxonomie

Ce sont en l'occurrence des algues vertes cocciques qui présentent de
petitescellulesvertes sphériques, raison pour laquelle les chlorelles sont souvent
qualifiéeségalement de "boules vertes”. Or les algues les plus diverses dans differentsgroupes
ont cet aspect, que l'on désigne par morphologie convergente(comparable a la

morphologieconvergente de beaucoup d'euphorbiacéessucculentes et de cactées).

En résumé, le classement et la différenciation de la Chlorella sont difficiles et
restentune affaire de spécialistes. Il s'agit d'espéces dont la plupart des caractéristiquessont
tres similaires et peuvent de surcroit varier fortement (au plan morphologique
etphysiologique). Bien entendu, ceci complique la détermination et la classification,avec pour
consequence des classements erronés et des doublons. Plus de 100especes deChlorellaont été
décrites, dont la plupart ont dd étre revues.Pour distinguer les différentes especes les unes des
autres, différentescaractéristiquesont étéétudiées: par exemple l'ultra structure de la paroi
cellulaire,l'ultra structure des pyrénoides, la composition chimique de la paroi cellulaire,
lesréactionssérologiques croisées, la physiologie, la biochimie, la morphologieet labiologie
moléculaire. En 1992, entre autres, divers dépbts de -culturesdalguesdénommés "C.
pyrenoidosa” ont été examinés, montrant que les culturesdénommeées C. pyrenoidosa devaient
étre classées dans des espéces tresdifférentes. Ainsi, par exemple, on a pu identifier des
souches de C. vulgaris quiavaient éte déposées sous le nom de "C.pyrenoidosa" (Kessler et
Huss, 1992).

E
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Autrement  dit: daprés les découvertes les plus récentes, l'espéce
"Chlorellapyrenoidosa™ n'existe pas, il s'agit plutét d'un terme obsoléte qui regroupait
desespéces et des souches appartenant a des groupes d'algues différents.A I'heure actuelle,
trois especes constituent le groupeChlorella: C. vulgaris,C.lobophora et C.
sorokiniana(Krienitzet al., 2004).Dés 1999, seules ces trois espéces et C. kesselien étaient
encore incluses dans legenre Chlorella(Huss et al., 1999).

2.9.4.Développement et activite

La chlorellaest un eucaryote. Pour se développer, elle pousse sur un milieu
minéralavecdes besoins fondamentaux. Cet eucaryote est particulier, il est photo-litho-

autotropheparconsequent :
- Photo par I’exercice de la photosyntheése en réduisant le CO2 grace a la lumicre.
- Litho par le besoin de minéraux pour se nourrir.

-Autotrophe vis-a-vis du carbone et de 1’azote car il est capable de synthétiser
desacidesaminés et des protéines a partir de 1’azote atmosphérique en le réduisant

enammoniumou en nitrate.

Les algues sont la premiere source de production de dioxygene sur terre avec pres
de90%soit 330 milliards de tonnes d’O2 par an. Les 10% restant sont essentiellement
produitspar les végétaux terrestres (arbres et plantes). En absorbant le CO2 de la planéte,
ellespermettent une lutte contre le réchauffement climatique. Cependant on ne peut pas
ignorerque le phytoplancton est a la base de toutes les chaines trophiques marines. En effet,
sanseux, une déstabilisation de certaines chaines alimentaires marines aurait alors des effets
desélections d’espéces et d’autres conséquences encore difficiles a prévoir.(Sassi

etPerson,2011).
2.9.5.Les différents modes de cultures

Les microalgues sont cultivées soit en systémes ouverts, appelés bassins ouverts
(openponds) ou en systemes fermés, les photobioréacteurs. L’utilisation de 'une de ces
méthodesde culture ou de I1’autre dépend du devenir de la biomasse produite. Les
photobioréacteursoffrent un certain nombre d’avantages par rapport aux systémes ouverts. Ils
présentent unmeilleur rendement de fixation du CO2 par les microalgues, une meilleure

production debiomasse, un meilleur contrdle du procédé et permettent de limiter les
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contaminations. Cependant, cher et reste donc peu utilisé pour la culture a grandeéchelle

contrairement aux bassins ouverts (Clément-Larosiere,2012).
2.9.5.1. Systemes de bassins ouverts

Les étangs ouverts est le mode de production le moins colteux pour la production
debiomasse a grande échelle. Ces systémes peuvent se classer en 2 catégories : en
eauxnaturelles (lacs, lagunes et étangs) ou en étangs artificiels. Ils sont généralement
construits acoté de centrales électriques ou d’une industrie lourde avec un rejet massif de
dioxyde decarbone ou la biomasse absorbe I’azote de 1’atmosphére sous forme de NOx. Afin
depermettre une exposition facile de toutes les cellules a la lumiére du soleil, en particulier a
lafin de la phase de croissance exponentielle, la profondeur de bassin optimale est de 15-50
cm(Richmond et al.,1993 etSafiet al.,2014).

2.9.5.2.Photo-bioréacteur fermé

Cette technologie a été¢ mise en ceuvre principalement pour surmonter certainsfacteurs
limitatifs des systéemes de bassins ouverts et ainsi accroitre la biomasse dans unenvironnement
controlé : pH, intensité lumineuse, température, concentration de dioxydede carbone. Cette
technique permet d’obtenir une concentration cellulaire plus élevée ainsique des produits qui
conviennent mieux a la production de produits pharmaceutiques, deproduits alimentaires ou
de cosmétiques. En outre, ces systemes sont plus appropriés pourles souches sensibles qui ne
peuvent pas concurrencer et se développer dans unenvironnement difficile. Cette production
se fait dans des salles & 25°C, avec une alimentationde la biomasse en CO2 contrblée et
injectée dans les tubes. Des lampes sont utilisées si lestubes sont peu ou pas suffisamment
exposés au soleil. Les tubes ont généralement undiametre de 20 cm et 1’épaisseur de leurs
parois transparentes est de l’ordre de quelquesmillimétres permettant une absorption

appropriée de la lumiére.

Par conséquent, plusieurs conceptions ont été utilisees et testees : photo
bioréacteurtubulaire, annulaire et photo bioréacteur a poche. Néanmoins, les principaux
inconvénientsd un systéme fermé sont le cotit de la construction sophistiquée, la petite zone

d’éclairage etles codts de stérilisation(Safi et al.,2014).
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3.1. Matériel biologique

Chlorella est un groupe de microalgues vertes eucaryotes dotées d'une grande capacité
de photosynthese. Elles se reproduisent en quelques heures et ne nécessitent que la lumiere
du soleil, du dioxyde de carbone, de I'eau et une faible quantité de sels. Ces microalgues sont
faciles a cultiver, ont des cycles de vie simples et des voies métaboliques similaires a celles
des plantes supérieures et ont donc été utilisées comme organismes modeles pour la recherche
sur les mécanismes de la photosynthése et de I'assimilation du dioxyde de carbone (Silva et
al., 2019).

Des travaux pionniers ont permis d'étudier les processus fondamentaux de la
physiologie végétale, tels que la photosynthése et la réduction des nitrates, chez Chlorella.
Grace a leur facilité de manipulation et a leurs performances de croissance prévisibles, les
cultures de Chlorella ont été privilégiées par les laboratoires de physiologie végétale et les
organismes d'analyse des algues. Leur polyvalence dans les systemes de culture d'algues en
masse a fait de Chlorella un candidat de choix pour diverses applications biotechnologiques
(Krienitz et al., 2015). Les Chlorelles sont isolées a partir d’un milieu naturel, et
ensemencées dans les milieux de cultures en raison de 0,1g/L. L’identification de 1’espéce
algale a été réalisée a partir des données taxonomiques et morphologiques disponibles sur la
base de données scientifique AlgaeBase, reconnue pour la classification et la description des

algues.

(A) ; (B) |

Figure 3.1 : Observation microscopique de Chlorella ;(A) : grossissement X100 ; (B):
grossissement X40. Source : originale, laboratoire pedagogique-SNV, Université de
Relizane.

3.2. Milieu de culture et nutriments
Dans les milieux naturels, les micro-algues obtiennent toutes les nutriments, minéraux
et vitamines dont ils ont besoin dans l'eau dans laquelle ils vivent. Cependant, pour les

développer en laboratoire, nous devons leur fournir toutes ces ressources essentielles.
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Les milieux de culture des micro-algues font référence a la solution ou a la culture
dans laquelle les micro-algues se multiplient. Tous les milieux ont plusieurs composants en
commun : les sources d'azote (dans les nitrates, les nitrites et I'ammoniac), le phosphore, les

vitamines et les éléments traces.
e BG-11

Le BG-11 est I'un des milieux de croissance les plus appréciés, car il favorise la

croissance de diverses microalgues d'eau douce et de quelques microalgues marines.

Le BG-11 présente une meilleure productivité de biomasse. Outre le BG-11, divers
autres milieux de croissance, tels que le milieu Tris Acétate Phosphate (TAP), le milieu basal
de Bold (BBM), le milieu Chu-10 et le milieu D, ont été utilisés pour la culture des
microalgues d'eau douce. Les milieux BG-11, BBM et TAP sont les plus utilisés pour une
bonne productivité en biomasse et en lipides. Le BG-11 peut étre utilisé pour la croissance
des microalgues d'eau douce et marines, mais il est plus adapté aux microalgues d'eau douce
(Pandey et al., 2023).

Les especes de Chlorella ont été cultivées dans du milieu BG-11. Le tableau 3.1
présente la composition chimique des milieux BG-11. Avant chaque expérience, le milieu de
culture est autoclavé a une température de 121 °C et a une pression de 1,5 bar pendant 20

minutes, le pH est ajusté a 7.5.

Tableau 3.1 : Composition du milieu nutritif utilisé pour la culture de Chlorella.

N° Composant Concentration =~ Volume ajouté =~ Concentration
de la solution  pour 1 litre (ml) finale (mg/l)
mere (g/l)
1 NaNOs 150 10 1500
2 K:HPO, 4.0 10 40
3 MgSO.-7H.0 7.5 10 75
4 CaCl:-2H:0 3.6 10 36
5 Acidecitrique 0.6 10 6
6 Citrate ferrique 0.6 10 6
7 EDTA-Na 0.1 10 1
8 Na.CO:s 2.0 10 20
9 Solution de micronutriments 1
(Mg/l)
a. H:BO:s 61.0 0.061
b. MnSO4+-H-0 169.0 0.169
¢. ZnSO4-7H:0 287.0 0.287
d. CuSOs4-5H:0 2.5 0.0025
€. (NH4)6M07024'4H20 12.5 0.00125
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3.3. Photo-bioréacteur

La culture a été réalisée dans des flacons en verre de 500 ml servant de photo-
bioréacteurs. Le réacteur était recouvert de couvercles en coton pour éviter la contamination
des microalgues par des agents externes. Chaque réacteur était alimenté en air par un tube en
silicone relié a une pompe a aire equipé d’un filtre. Le débit d'air utilisé pendant les
expériences est de 200 ml/min a 1 atm et une température ambiante. L'air traverse un filtre
puis pénétre dans le réacteur par le haut. Un bullage d'air est effectué au fond de chaque

réacteur pour fournir du CO2 et maintenir un mélange adéquat.

Chaque photo-bioréacteur a été ensemencé et placé dans un carton, comme illustré a
la figure 3.2. Le réacteur a été placé sous une lumiére blanche froide, alimentée par des

lampes de 23 W, selon un cycle de 16 heures de lumiere et 8 heures d'obscurité, L'expérience

est suivie pendant un mois.

Figure 3.2 : Culture de Chlorella dans le milieu BG-11, (A) : Photo-bioréacteur dans le
premier jour de la culture ;(B) : Photo-bioréacteur aprés une semaine de la culture.

Apres avoir confirmeé le succés de la culture des micro-algues, le bio-dessalement se
fait en convertissant les micro-algues au milieu salin. Nous avons étudié la croissance de
Chlorella en milieu salin afin d’évaluer son potentiel dans la désalinisation de I’eau de mer.
La souche a été cultivée dans quatre milieux différents a base de BG11. Le premier milieu
contenait uniquement le BG1l1 standard (milieu témoin), tandis que les trois autres
contenaient du chlorure de sodium (NaCl) ajouté au milieu BG11l a différentes
concentrations. Les concentrations de sel utilisées étaient les suivantes : 35 g/L (soit environ
3,5 %), correspondant a la salinité de I’eau de mer ; 5,8 g/L (0,58 %) ; et 2,9 g/L (0,29 %). Le
NaCl a été ajouté directement au milieu BG11 avant stérilisation. Cette approche vise a

=N
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simuler différents niveaux de salinit¢ pour évaluer la capacité d’adaptation et de bio-

dessalement de la souche étudiée.
3.4. Mesure de la concentration de biomasse de microalgues

La concentration de biomasse générée par les microalgues a été déterminée en
séparant les microalgues trouvées du milieu de culture et en les séchant selon la méthode
recommandée par Ghayal et Pandya, 2013. 50 ml d'échantillon ont €té prélevé et filtré. La
masse de microalgues ainsi obtenu, accumulé sur le filtre, a été séché en le placant sur une

montre en verre, puis a 45 °C dans une étuve pendant trois jours.
3.5. Détermination de la concentration cellulaire par densité optique

La détermination de la concentration cellulaire et de sa variation dans le temps a été
réalisée par méthode indirecte. Une courbe d'étalonnage a été obtenue, reliant la densité
optique a la concentration cellulaire, permettant ainsi de mesurer simplement I'absorbance
pour connaitre la concentration cellulaire des futurs échantillons. L'absorbance cellulaire a été

mesurée a 650 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-1800.
3.6. Mesure du pH

Nous avons mesuré le pH des Filtrats a I'aide d'un pH-metre par plonger la sonde de

mesure dans I'eau analysée. Apres, on lie la valeur de pH obtenu.
3.7. Mesure de la salinité

Aprés la culture de 1’algue dans des milieux contenant des concentrations
croissantes de chlorure de sodium, les échantillons ont été filtrés afin d’éliminer les particules
solides. La salinité des filtrats a ensuite été déterminée a 1’aide d’un réfractometre Abbe.
Quelques gouttes de chaque échantillon ont été placées sur la surface prismatique de
I’appareil, puis I’indice de réfraction a été relevé aprés ajustement et mise au point. Les
valeurs obtenues ont été converties en concentrations en sel (g/L) a 1’aide d’un courbe
d'étalonnage préalablement établie a partir de solutions de NaCl de concentrations connues.

En complément a la mesure au réfractometre, la salinité des échantillons filtrés a
également été déterminée par conductimétrie. Chaque échantillon a été introduit dans une
cuve propre, puis la conductivité électrique (en pS/cm) a été mesurée a I’aide d’un

conductimeétre préalablement calibré avec une solution standard. Les valeurs de conductivité
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obtenues ont ensuite été converties en concentrations de sel (g/L) a 1’aide d’un courbe

d’étalonnage établie a partir de solutions de NaCl de concentrations connues.

3.8. Détermination de chlorure (Méthode de Mohr)

La méthode de Mohr est une méthode de dosage par précipitation. Elle est utilisée
pour le dosage d'halogénures.

e Principe du dosage

La méthode de Mohr est un titrage argentimétrique utilisé pour déterminer la
concentration en ions chlorure (Cl") dans une solution. Elle est basée sur la réaction de
précipitation entre les ions Ag* et Cl- pour former AgCl (chlorure d'argent). L’indicateur
utilisé est le chromate de potassium (K2CrO4), qui forme un précipité rouge brique d’Ag>CrOa

lorsque tout le CI™ a été consommé.
e Mode opératoire

-Prélever un volume précis de la solution contenant les chlorures a I’aide d’une pipette.

- Verser 1’échantillon dans un erlenmeyer propre.

- Ajouter environ 1 mL de solution de chromate de potassium (K.CrO.) a 5 %., la solution
prend une couleur jaune péle.

- Rincer et remplir une burette avec la solution de AgNOs de concentration connue.

- Ajouter progressivement le AgNOs dans I’erlenmeyer sous agitation constante.

- Continuer le titrage jusqu’a ’apparition d’une coloration rouge brique persistante.

- Noter le volume de AgNOs consommé a 1’équivalence et Calculer de la concentration en
chlorures.

3.9. Détermination de Nitrate selon APHA

La détermination du nitrate (NO3) peut étre difficile en raison de la forte probabilité
que des constituants interférents soient présents dans diverses matrices. La technique de la
lumiére ultraviolette (UV), qui mesure 1’absorbance du NOsz a 220 nm, est adaptée au

dépistage des eaux non contaminées (a faible teneur en matiére organique).
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e Principe

La mesure de 1’absorption UV a 220 nm permet aux analystes de déterminer rapidement le
NO3. Il est a noter que la matiére organique dissoute peut également absorber a 220 nm, mais
que le NO3 n’absorbe pas a 275 nm. Une deuxiéme mesure a 275 nm peut donc étre effectuee
et utilisée pour corriger la valeur du NO3, si nécessaire. L’importance de cette correction
empirique dépend de la nature et de la concentration de la matiére organique et peut varier.

Cette méthode n’est donc pas recommandée si une correction importante est nécessaire.
e Mode opératoire

-50 ml d'échantillon est filtré,

-Mesure spectrophotométrique : Lire l'absorbance ou la transmittance par rapport a Il'eau
distillée,

-Utiliser une longueur d'onde de 220 nm pour obtenir la mesure de NO3et une longueur
d'onde de 275 nm pour déterminer toute interférence due a la matiére organique dissoute, une
courbe d’étalonnage du NO3 a été établie.

-Pour les échantillons et les étalons, soustrayez deux fois I'absorbance mesurée a 275 nm de
celle mesurée a 220 nm pour obtenir I'absorbance de NO3 (Si la valeur de correction est égale
a 10 % de la valeur mesurée a 220 nm pour un échantillon donné).

-Calculez la concentration en NO3a partir de I'équation suivante :
A—1

ou :

C : concentration,

A : absorbance,

I - interception de la droite de régression,
S : pente de la droite de régression.

3.10. Détermination de Sulfate (SO4)
e Principe

Les ions sulfate (SO+*") présents dans une solution réagissent avec le chlorure de baryum
(BaClz) en milieu acide pour former un précipité blanc insoluble de sulfate de baryum

(BaS0s.). Ce précipité est filtré, laveé, séché, puis pesé. La masse du BaSOa. obtenu permet de
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calculer la concentration en sulfates dans 1’échantillon, selon une relation stcechiométrique

fixe entre BaSOa4 et SO4>".

e Mode opératoire
-Prélever un volume précis de I’échantillon contenant les sulfates.
-Acidifier 1égérement avec quelques gouttes d’HCI dilué (pH ~ 2-3).
-Chauffer doucement la solution.
-Ajouter goutte a goutte une solution chaude de chlorure de baryum (BaCl) 10% sous
agitation constante.
-Laisser reposer pour permettre la précipitation compléte du sulfate de baryum (BaSOa).
-Filtrer le précipité chaud a I’aide d’un papier filtre préalablement pesé.
-Laver le précipité avec de 1’eau distillée chaude pour éliminer les ions chlorure.
-Sécher le papier filtre contenant le précipité dans une étuve a 105-120 °C jusqu’a masse
constante.
-Refroidir dans un dessiccateur puis peser.
-Calcul du taux de sulfates :[SO4*]mg/L= Masse de BaSO4x96,06x105/233,4xV

3.11. Analyse statistique

Nous avons réalise une analyse statistique en utilisant le test ANOVA pour évaluer
I'impact de différents niveaux de salinité (2,9 g/L, 5,8 g/L, 35 g/L et le milieu BG 11) sur la

croissance de la biomasse algale.
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4.1 Effet de la salinité sur la croissance de Chlorella

Les principaux facteurs environnementaux et caractéristiques de composition chimique
affectant la croissance des microalgues sont la lumiére, la nourriture, le pH et la température
(Moayedi et al., 2021).

Les résultats de la croissance de Chlorella en fonction de tempsmontrent I’inaptitude de
celle-ci de se développer en milieu de salinité égale de celle de I’eau de mer 35 g/L.Bien que
Chlorella soit souvent présent en eau douce, il a été démontré qu'il pouvait résister a une
salinité allant jusqu'a 20 g/L de NaCl(Barghbani et al.,2012),alors qu'aucune croissance n'a
été observée a 30 g/L de NaCl(Sahle-Demessie et al., 2019).

Selon nos résultats la figure 4.1, la croissance de Chlorella est inversement
proportionnelle & la salinité de milieu, le Milieu BG-11 présente un meilleur taux de
croissance avec une moyenne de 1,23 g/L en 21 jours, cependant les milieux salins de 2,9 g /I
et 58 g/l présentent des biomasses de 0,9 g/l et 0,3 g/I, respectivement.Selon Sahle-
Demessieet al., 2019, Chlorella a montré de faibles taux de croissance en se développant a

une concentration en sel de 10 g/L.

Les concentrations élevées en sel ont créé des conditions défavorables a la croissance
des algues. L'augmentation des concentrations externes d'ions altére I'équilibre osmotique des
cellules et de leur environnement, forcant I'exosmose. Cette derniere entraine une perte de
pression de turgescence et limite I'afflux d'ions dans les cellules en fonction de leurs gradients
électrochimiques. L'acclimatation des algues se poursuit jusqu'a la tolérance au sel et conduit

progressivement a une croissance stable(Amezagaet al., 2014).
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4.2. Variation du pH

La figure 4.2présentel’évolution de pH dans les milieux de cultures au cours du temps.On
note une augmentation progressive du pHdans le milieu BG-11 de 7,2 & 8,8 pendant la durée
de la culture qui s’étale sur les 21 jours. L’augmentation de pH de milieu a été également

enregistrée dans les milieux salins de 2,9g/let58g/l.

Selon Ghobrini,(2022), les valeurs du pH dans les différents milieux testés augmentent
progressivement pour se maintenir dans la zone d’intervalle (7,5 — 9), et les valeurs de pH qui

se superposent sur les valeurs optimales de 1’accroissement de la biomasse correspondent a
un pH (8,8).

Sahle-Demessieet al.,(2019) ont trouvé que le pH des milieux de culture a varié avec
le temps, affectant la croissance des algues et la reproductibilité des résultats. Le milieu BM a

montré le pH le plus €levé (8,7) et un effet tampon notable, méme en présence de CO..
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4.3.Salinité

La bioaccumulation et la biosorption se produisent dans la plupart des organismes
vivants(Gupta et Rastogi., 2008).

Selon nos résultats, la salinité des deux milieux (5,8 g/L et 2,9 g/L) a nettement diminué
au cours des deux premieres semaines de 1’expérience, atteignant respectivement 0,48 % et
0,22 %. Cette réduction suggére une activité biologique des algues, impliquant une

biosorption des sels, accompagnée éventuellement d’une bioaccumulation intracellulaire.

Les microalgues peuvent éliminer les ions métalliques de I'eau par biosorption ou

bioaccumulation(Gupta et Rastogi, 2008).

Les mécanismes par lesquels les algues absorbent les cations comprennent le dépot en
surface, la sorption physique et la biosorption, le transport actif et la diffusion
passive(Guptaet Rastogi, 2008).L'absorption métabolique des sels dans les systemes
biologiques est un processus spontané, ou la bioabsorption est favorisée par la
thermodynamique et ne nécessite aucune énergie, I'adsorption de contaminants ioniques sur
une structure cellulaire pourrait entrainer une bioaccumulation, un processus métabolique

aérobie entrainé par I'énergie d'un organisme vivant(Velasquez et Dussan, 2009).
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La troisieme semaine de la culture se caractérise par une légere augmentation de la
salinité dans les deux milieux, cela signifie un déplacement des sels du cellules et de la
matiéres organique vers le milieu, a cause probablement d’un ralentissement de croissance
cellulaire et d’une lyse cellulaire possible avec une diminution dans la capacité des cellules

d’absorber les sels.

Selon Sahle-Demessieet al., 2019, la salinité s’augmente lorsque la génération de
nouvelles cellules est bien supérieure aux cellules perdues, la quantité de sel libérée par les

cellules mortes est inférieure a la quantité absorbée lors de la formation de nouvelles cellules.

La lumiére et la salinité sont considérées comme des facteurs importants, et leur variation
influence la chlorophylle, les caroténoides et la croissance cellulaire. Des études ont montré
que les algues ont une plus grande capacité a utiliser la salinité. De plus, elles contribuent de
maniere significative a la croissance et a la reproduction des éléments mentionnes
précédemment. Ce processus s'effectue en réduisant la salinité par I'absorption des sels et leur

utilisation dans le métabolisme(Moayediet al., 2021).
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4.4.Chlorure (CI)

Selon Moayediet al., 2021, les algues utilisaient des éléments nutritifs comme le chlore,
le sodium et le bicarbonate pour croitre et se reproduire. Selon le nombre d'algues a dessaler
par rapport a la quantité de matiére seche, les algues présentaient la matiere seche la plus

saline et la plus forte teneur en sel.

La figure 4.5 montre les variations dans le taux de chlorure au niveau du milieu de culture
pendant la durée de la culture, onremarque une diminutionenregistrée le 21'™ jours, a savoir
que la mesure de taux de chlorure en milieux est effectuée une seule fois dans la fin de
I’expérience, ca rend difficile de prévoir les variations possibles pendant la premicre et la
deuxieme semaine, mais une réduction globale dans la quantité des ions chlorure reste sans

doute.

Différentes études ont montré que la présence de composés a la surface des algues
(par exemple, amines, phosphates, sulfites, sulfhydryles, carboxyles, protéines et saccharides)
a une charge positive lorsqu'ils sont combinés a des protéines. Ils peuvent également absorber
des composés complexes, tels que les composés phénoliques, qui absorbent les électrons
chargés électriquement. Cependant, ces composés ont une charge électrique négative. Par
conséquent, les algues absorbent le chlorede I'environnement et en diminuent ainsi la
quantité(Moayediet al., 2021).
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4.5.Nitrate (NO3")

Il est rapporté que les microalgues peuvent assimiler I'azote ammoniacal (NH4"), le nitrate
(NOs"), le nitrite (NO2") et 'azote organique simple tel que l'urée, I’azote est utilisé dans la
formation des proteine et jour un réle important dans la croissance cellule, ce qui explique la
diminution de taux de nitrate pendant la premiére semaine.Cependant une décroissance dans

la consommation de nitrate pendant la deuxieme semaine a été enregistré.

Selon Ghobrini,(2022),la valeur optimisée de la teneur en NaNOs était de 7 g/L, ce
qui dévie de la valeur centrale du NaNOs (3.5 g/L). Méme si les essais ont confirmé que la

croissance de Chlorellan'était pas limitée par une teneur en NaNO:s plus élevée.
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4.6. Sulfate (SO4%)

Les microalgues acquicrent du soufre sous forme de sulfate (SO+*"), la forme la plus
abondante de soufre inorganique dans la nature. Alors qu’il est assimilé dans la maticre

organique sous forme de sulfure (S?)). L’assimilation a lieu principalement dans le

chloroplaste.

Les résultats révelent a une diminution progressive de la concentration de sulfates
dans les deux milieux durant toute la durée de 1’expérience. En outre, il est évident que le
milieu a plus faible concentration en chlorure de sodium (NaCl) a présenté une diminution

plus marquée de la concentration en sulfates par rapport a I’autre milieu.

Des concentrations élevées en sulfates dans les eaux usées salines peuvent devenir
inhibitrices, affectant la croissance algale en provoquant un stress osmotique ou une toxicité
ionique. Ainsi, une concentration optimale en sulfates est nécessaire pour favoriser une bonne
productivité en biomasse sans nuire a la viabilité cellulaire. La gestion de ces concentrations
est donc cruciale dans les milieux de culture utilisant des effluents industriels
salins(Ghobrini, 2022).
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Conclusion

La crise de I’eau est actuellement 1’une des plus grandes crises a 1’échelle
mondiale, touchant divers domaines tels que la santé humaine, le développement industriel et
la stabilité des écosystemes. Pour surmonter ce probléme, le bio-dessalement de 1’cau a été
employe.

Les microalgues représentent une approche révolutionnaire du dessalement,
combinant une élimination efficace des sels et une capacité unique a relever les défis
environnementaux associés. Grace a la photosynthese, ces micro-organismes absorbent les
sels et les polluants de 1’eau salée, produisant une biomasse riche en protéines et en lipides qui
peut étre convertie en biocarburants, en aliments pour animaux ou en produits
pharmaceutiques.

Grace a notre étude, nous avons constaté que 1’algue Chlorella pourrait étre un
moyen de dessalement, comme I’ont prouvé les résultats :

-Les algues Chlorella peuvent réduire de la salinité de 1’eau,

-Croissance biologique maintenue : I’algue a enregistré un rendement optimal de la biomasse
dans le milieu nutritif BG11, améliorant ainsi sa viabilité économique.

-La capacité de I’algue a absorber les ions dissous (par exemple, le chlorure et le nitrate) et a

les utiliser dans sa croissance a été confirmée, réduisant ainsi la salinité du milieu.

A la lumiere de ces résultats, nous recommandons :
-Développer des systemes de dessalement discontinus intermittents.
-Etudier I’effet de 1’ajoute de biocatalyseurs (par exemple le saccharose) pour prolonger la
durée de vie des algues actives.
-Optimiser génétiqguement les souches de Chlorella pour une tolérance a la salinité a long
terme.
-Développer des mécanismes pour contréler le cycle de vie des algues.
-La conception de systémes de dessalement hybrides (algues+énergie solaire) pour minimiser
les couts.

En bref, le projet de dessalement par les micro-algues est un projet économique et
respectueux de 1’environnement en cours qui nécessite I’attention afin d’exploiter les eaux

saumatres cotieres et intérieures.
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Photo 01 : Milieu BG-11 Photo 02 : Conductimeétre
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Abstract

Global water demand is increasing. A sustainable and energy-efficient approach is
needed to desalinate water intended for agriculture and municipalities. The aim of this work is
to study the behavior of Chlorella in different saline environments to assess its potential in the
biological purification of saline water. Salt tolerance was evaluated in photobioreactors using
selected NaCl concentrations of 2.9, 5.8, and 35 g/L. Salinity, pH, chloride, nitrate, and sulfate
were the main parameters measured throughout the experiment. Biomass growth estimates
revealed the inability of Chlorella to grow in a medium with a salinity of 35 g/L. According to
our results, Chlorella growth is inversely proportional to medium salinity. An increase in pH
was recorded in the Chlorella culture media. The salinity of the two media (2.9 g/L and 5.8
g/L) significantly decreased during the first two weeks of the experiment, reaching 0.22% and
0.48% respectively. A reduction in chloride, nitrate, and sulphate levels was also observed.

Keywords: Desalination; Chlorella; Salinity; Photobioreactors
Résumé

La demande mondiale en eau augmente. Une approche durable et économe en énergie
est nécessaire pour dessaler les eaux destinées a l'agriculture et aux municipalités. L’objectif
de ce travail est d’étudier le comportement de Chlorella dans différents milieux salins afin
d’évaluer son potentiel dans la purification biologique de I’eau salée. La tolérance au sel a été
évalués dans des photobioréacteurs sur des concentrations sélectionnées de NaCl de 2.9, 5.8 et
35 g.L L Lasalinité, le pH, le chlorure, le nitrate et le sulfate ont été les principaux parameétres
mesurés tout au long de I'expérience. L'estimation de la croissance de la biomasse a révélé
I’inaptitude de Chlorella de se développer en milieu de salinité égale a 35 g/L, selon nos
résultats la croissance de Chlorella est inversement proportionnelle a la salinité de milieu. Une
augmentation de pH a été enregistrée dans les milieux de culture de Chlorella. La salinité des
deux milieux (2,9 g/L et 5,8 g/L), a nettement diminué au cours des deux premieres semaines
de I’expérience, atteignant respectivement 0,22 % et 0,48 %. Une réduction de taux de de
chlorure, nitrate et sulfate a été également enregistré.

Mots clés : Dessalement; Chlorella; Salinité; photobioréacteurs
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