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Introduction
Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques présents dans les eaux douces et salées. Leur diversité permet N 7. Pacting, agar aiginte
de les valoriser dans les domaines pharmaceutique, cosmétique, bioénergétique, de la bioremédiation et de la synthese de eeme { 3
polymeres [1], [2]. Toutefois, la rupture de la paroi cellulaire de certaines microalgues se trouve étre le principal verrou remicellulose 0 parol collulaire
technologique pour l'extraction des composes intracellulaires (lipides, protéines et polysaccharides) (fig 1) [3]. Plusieurs ou fucanes [ e
procédés de disruption cellulaire sont repris dans la littérature : thermiques (micro-ondes, autoclavage, saubies |
congélation/décongélation), mécaniques (broyeur a billes, ultrasons, haute pression, séchage par pulvérisation), biochimiques Microfibrilles

(dégradation microbienne ou par voie enzymatique) et chimique (hydrolyse acide ou alcaline, extraction au CO,
supercritique). Cette étude a pour objectif d’optimiser la dégradation de C. vulgaris (Allmicroalgae®) par prétraitement o

OH
chimique et de comparer les résultats obtenus avec des hydrolyses enzymatiques. Notons que des conditions opératoires trop R Er=1 HE it Ve ol G

Figure 1 : Schéma de la structure de la paroi de microalgues [5]
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severes (température, concentration en acide) peuvent mener a la formation de produits indésirables tels que le 5- Callioss A Rlicess
, . L . - , . -3H,0 ' o
hydroxyméthylfurfural (5-HMF) et I'acide lévulinique (fig 2)[4]. Des conditions d’hydrolyses chimiques plus douces — Hov@jo ___+2H-O._HEC)\/\(OH +H/U\0H
+H" 0 +H"
permettront de contréler I'apparition de tels composés. HMF LA © FA

Figure 2 : Réaction de formation de d’acide formique (FA), 5 hydroxy-méthyl-furfural
(HMF) et d’acide Iévulinique (LA) a partir de cellulose [5]

Matériel et Méthodes

Hyvdrolyse chimique

g . , . , . , . Analyse des sucres
Plan d’expeériences factoriel complet (tronqué) : Hydrolyse de la biomasse Préparation de I'échantillon duct Y i réthod
* Deux variables continues a trois niveaux : lyophilisée pour I'analyse FequUCteUrs paria methode
e Concentration acide: 0,1;1,55et3 N DNS
. : e - 0 (e A
Temperature : 50., 85 ?t 120 C Chimique : / | / |
 Une variable catégorielle a deux niveaux : el ou HSO | |
 Type d'acide : chlorhydrique ou sulfurique Durée : 6 heures Réaction des sucres réducteurs
Température : 50, 85 ou 120 °C - o - o
HVd rolvse enzymatique SomeamiEien s @9 0 155 e 2 Neutralisation au NaOH avec l'acide 3,5-dinitrosalycilique
- = Centrifugation 15 min 3 2000 g en milieu basique
: : : : s : N
Trois COthaIIS, er-mzymath.ues ' _ Enzymatique : Filtration du surnageant sur Réaction a 95 °C pendant 5 min
* Pancréatine porcine : Panreac Applichem ©, Amylase: 22500 FIP Durée -
e Durée : 24 heures oy : \
U/g, lipase: 22500 FIP U/g, protease: 1050 FIP U/g + Température 40 °C METIOTEE & YL 825 i Lecture de [a gensite optique a
 B-glucanase de Trichoderma longibrachiatum : Sigma Life Science ©, e & ot s 3 1) 530 nm
3,6 U/mg a pH 5 ) < Enzyme/biomasse : 1 % ou 5 % (mg/mg)

) | N y N 4

* Cellulase d’Aspergillus Niger : Affymetrix/USB ®©

Résultats et discussion

| Parameter Estimates Normalité(0,1.3) . . ”)T?Ihp(SOI-IZO) Normalité(0,1,3) 1 . Temp(SOJZO) §
Term Estimate Std Error tRatio Prob>=|t o _95_____;_____;15_‘_-_T’____:r---_—J_—F—-51&__19__*3?__90___1_00"_19“120 ; 05 118 2___—:F’———-'—-P—_f’o-_fﬂ-fﬁ__}‘0_-_1_00___1_1'o - ® 6%
Intercept 0,1374507 0004267 3221 <0001 = . e = =1 | = S
Temp(50;120) 0,0544797 0004267 12,77 <0001 153'5‘7,"-" > “15‘ 15"‘:"-7"“‘" """159"(. a0 o
Normalité(0,1;3) 0,0459011 0004267 10,76 <0001 ‘, | "1 = 5%
Temp*Temp -0,049156 0,006034 -815 <,0001* \ | | | =
Normalité*Normalité -0,047759 0,006024 -791 <=0001* ", P S Lo T \ % 4%
Temp*Temp*Normalité -0,041402 0,005481 -7,55  <,0001% 70“44'(“ """ il 09099 /e iy N mL S
Temp*Temp*Normalité*Normalite  0,0403926 0,008152 496 0,0008% “C’) | — ", +10% ap 3(y
Temp*Normalité -0,014027 000344  -408 00028 3 g 9 '| v Qo 0
Temp*Acide[HCI -0,005889 0002699 -218 00570 =2 2 2| 3 E
Temp*Normalité*Normalité -0,007 0,005481 -1,28 0,2335 sut—""1 o 'ul l 50 Q 2 A)
‘T | 2 1%
20% 2 | 0 )
" ‘ OA)
Points élaboration modele 2
Points d lidati d 6 Rl 2 e G a - B pancréatine 1% 5%
In vall ion ’ L’ N . .
oints de validation du ‘ .’ b-glucanase Ratio enzyme/biomasse [mg/mg]
15%  modele .7
R M Cellulase
o 120"0

Hors gamme

Figure 4 : Surface de réponse obtenue avec une hydrolyse avec  Figure 5 : Surface de réponse obtenue avec une hydrolyse avec ~ Figure 6 : Pourcentage de glucose equivalent libere apres I'hydrolyse enzymatique pendant 24

E de l'acide chlorhydrique simulé par le logiciel JIMP © de l'acide sulfurique simulé par le logiciel JMP © heures a 40 °C de C. vulgaris lyophilisée (Allmicroalgae ©)
@ 10%
R - * Faible concentration en acide = rendement important si la température est supérieure a 120 °C
5% Ry, '(l
R * Effet négatif d'une combinaison haute température et concentration importante = potentielle formation de 5-HMF et d'acide
"s . ,"‘ ... .
. / lévulinique (fig 3, 4 et 5)
00% 5% 10% 15% 20%

% sucre Predicted. P<.0001 RA2 adj=0,974 RMSE=0,0085

 Hydrolyse optimale pour les deux acides : 95 °C; 2,3N

Figure 3 : Parametres estimés et adéquation du modéle simulé par

le logiciel JIMP ® par rapport aux valeurs mesurées  Cellulase choix prometteur mais sans atteindre les taux d’hydrolyse optimaux obtenus par voie chimique : 7% (Fig 6) vs. 15%

Conclusions et perspectives

Les conditions optimales d’hydrolyse chimique fournissent des teneurs en sucres analogues aux données du fournisseur soit environ 16%
» Vérification nécessaire de I'apparition de 5-HMF et/ou de I'acide |évulinique a haute température et forte concentration d’acide
 Optimisation des hydrolyses enzymatiques (ratio enzyme/biomasse, cocktails de différentes enzymes, pH,...)

e (Caractérisation des différents monosaccharides obtenus apres hydrolyse (HPLC-ELSD)
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