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RESUME

L’épuisement des gisements pétroliers, les variations imprévisibles du colt du baril de pétrole et
la prise de conscience environnementale de la nécessité de proposer des options de rechange
aux ressources fossiles stimulent la recherche pour développer de nouveaux matériaux
renouvelables. Dans ce contexte, la production de lipides constitutifs des triacylglycérols (TAG)
a partir de microorganismes hétérotrophes constitue une source renouvelable intéressante a
explorer. En outre, l'industrie de fabrication du biodiesel génére sous formes de rejets valorisables
une partie de la matiere premiere, le glycérol brut. Or, ce résidu peut étre utilisé comme source
de carbone par des microorganismes hétérotrophes pour la production de produits a valeur
ajoutée, tel que le biodiesel. La présente étude se concentre sur 'accumulation des TAG a partir
de glycérol brut par certains microorganismes, a savoir les levures. En fait, il s’agit d’optimiser les
conditions de culture afin de maximiser le taux d’accumulation de lipides chez la levure Yarrowia
lipolytica tout en développant ultérieurement une approche biochimique qui vise encore a
augmenter le taux d’accumulation sans recours au génie génétigue. La stabilité et la performance
de la biogenese des lipides dépendent de plusieurs facteurs, dont la concentration de glycérol,

d’azote et le temps de fermentation.

Des souches de Yarrowia lipolytica ont été isolées d’un sol et sélectionnées par culture sur milieu
de culture a base de glycérol brut. Un pourcentage de lipides dépassant 76% (en poids sec des
cellules) dans du glycérol pur (a raison de 100 g L) a été mesuré par culture de la souche la plus
performante (souche SM7) en fermenteur. Ensuite, celle-ci a été testée avec différentes
concentrations de glycérol brut dans un milieu synthétique. L'optimisation des conditions de
culture en présence de glycérol brut a été étudiée tout en variant la concentration du glycéral, la
concentration de la source d’azote, ainsi que le temps de fermentation. La croissance optimale
de Y. lipolytica a été obtenue en présence de 89 g L de glycérol brut avec un ratio C:N de 75.
Un ajustement de ce ratio permet d’obtenir de plus grandes concentrations de lipides. La souche
Yarrowia lipolytica SM7 a produit jusqu’a 52% de lipides dans du glycérol brut seul avec un apport
d’hydroxide d’'ammonium durant la phase de production de biomasse, suivi d’'un maintien de la
concentration en oxygene a 30% durant la phase de lipogenése. L’oxygéne semble jouer un role
majeur dans I'accumulation de lipides et dans la détermination de la rhéologie de la culture et de

la morphologie de la souche sélectionnée qui a un comportement pseudoplastique lors de
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'accumulation des lipides. Par ailleurs, au cours de ce travail, on a pu constater que I'acide
citrique et les biomodulateurs, tels que la biotine et la leucine, jouent un réle primordial dans la
biogenése des lipides permettant d’atteindre un taux de 63%. Ces paramétres ont été optimisés,
ce qui a fait augmenter la concentration de lipides tout en stimulant la production d’acide citrique
par le cycle de Krebs, et donc la quantité d’acides organiques impliqués. Ces travaux contribuent
a accroitre nos connaissances sur la compréhension de la fonction et du réle métabolique des
microorganismes au cours de I'accumulation et du stockage lipidique. Par ailleurs, la souche
sélectionnée offre un grand potentiel pour la production de lipases extracellulaires a 38 U mL™*
dans du glycérol a 40 g L et en présence de déchets, tels que des résidus de crustacés et de
différents inducteurs. Ces enzymes pourraient ultérieurement étre utilisés pour la dégradation de
polluants organiques dans des sites contaminés. Finalement, la réaction de transestérification a
été étudiée a I'aide de micro-ondes et la performance du procédé a été comparée avec celle de

l'ultrasonication.
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1 CHAPITRE 1: SYNTHESE






1.1 Partie | : contexte de I’étude et généralités sur la production de

biodiesel a partir de glycérol brut —revue de la littérature

1.1.1 Introduction

L’industrie pétrochimique a connu son ampleur suite a l'invention du moteur a explosion (entre
1865 et 1885) et la production de véhicules automobiles. C’est ainsi que le pétrole est devenu la
premiere matiére minérale pour la production des polyméres, des détergents, des adhésifs, des
plastiques et des engrais. L’utilisation intensive de cette matiere premiére, liée principalement a
la croissance démographique galopante, a créé une dépendance des pays consommateurs vis-
a-vis des pays producteurs qui a pour conséquence l'augmentation du prix du pétrole. Par
ailleurs, le pétrole génére des rejets nocifs dans I'atmosphére lors de sa combustion qui ont un
effet néfaste sur la santé humaine et 'environnement. Ces facteurs ont incité les instances
politiques et les chercheurs a travailler, de facon urgente, a trouver des sources renouvelables
alternatives au pétrole. Parmi les énergies non-renouvelables, les biocarburants conventionnels
basées sur le charbon et le gaz naturel ont fait I'objet des plusieurs recherches. En 2009, 89% de
I'énergie produite au Canada (15 ExaJoule) provient de sources non renouvelables (Statistique
Canada, 2011). Le charbon peut étre converti par gazéification en gaz de synthése (CO, H,)
(Naveed et al., 2010), puis en carburant par la réaction de Fischer-Tropsch, tandis que le gaz
naturel est converti par des procédés catalytiques (Dry, 1996).

Actuellement, le Canada occupe le cinquiéme rang mondial des producteurs et le quatrieme plus
grand exportateur de gaz naturel (Ressources naturelles Canada, 2015). Ces donnés laissent
présager un bel anvenir pour le Canda en tant que producteur de gaz naturel et I'un des piliers
de I'énérgie mondiale dans les prochaines années.

Toutefois, le retour au biodiesel, utilisé pour la premiére fois il y a plus d’un siécle par Rudolph
Diesel (1858-1913), s’avére aussi 'une des solutions possibles. A I'époque, le diesel utilisait a

de I'huile d’arachide comme matiere premiére pour le carburant (Shay & Griffin, 1993).

Actuellement, les biocarburants sont classifiés selon la provenance dont ceux-ci sont issus a

savoir les biocarburants de premiére, deuxieme ou troisieme génération.

Les deux principaux carburants de premiere génération sont le bioéthanol, représentant 85 % du
marché mondial des biocarburants et le biodiesel, représentant 15 % du marché (Tramoy, 2008).
Généralement, le bioéthanol est produit par la fermentation de plantes riches en sucre et en
amidon (mais et canne a sucre). |l est utilisé comme additif a 'essence jusqu’a des proportions
de 20 % ou de 85 % (Gonzales, 2008).


http://www.rncan.gc.ca/accueil

Les biocarburants de 2éme génération sont les biocarburants cellulosiques obtenus a partir de

cultures non alimentaires (bois, feuilles, paille, etc.) (Demirbas, 2009).

Les biocarburants de 3éme génération sont des biocarburants produits avec des

microorganismes (algues, levures, champignons) (Demirbas, 2009).

Au cours des derniéres années, le colt de production de I'éthanol dérivé de la canne a sucre se
situait a environ 0,35 a 0,50 dollar US par litre d’équivalent essence, tandis que celui du biodiesel
issu des huiles végétales se situait de 0,70 a 1,00 dollar US par litre d’équivalent diesel (OCDE,
2007). Le codt de production du bioéthanol est compétitif a celui du pétrole pour des prix du baril
variant de 40 $ a 60 $ (Schenk et al., 2008). Pour que le biodiesel soit compétitif, le prix du baril
doit étre de 100 $ (Schenk et al., 2008). Cependant, la production de biodiesel a partir d’huiles
végétales a pratiquement atteint sa capacité maximale, ce qui ouvre le marché pour les

biocarburants de deuxiéme et troisieme génération (Schenk et al., 2008).

Les microalgues (algocarburants) ont recu actuellement un grand intérét a cause des avantages
qgu’elles offrent dont leur croissance extrémement rapide puisque certaines espéeces peuvent
doubler leur biomasse de une a trois fois en 24 heures (Khan et al., 2009), 'importante capacité
de production de biomasse par hectare, la fréquence de récolte trés importante, la diminution de
I'utilisation d’eau potable ainsi que celle d’émission de gaz a effet de serre (Chisti, 2007). Par
ailleurs, les microalgues ont également la capacité d'absorber les polluants comme les

phosphates et les nitrates (Cadoret et al., 2008).

Cependant, plusieurs problémes se posent au niveau de la récolte et I'extraction des lipides issus
des microalgues. Pour le moment, les techniques utilisées sont colteuses et I'efficacité de celles-
ci dépend grandement de I'espece microalgale utilisée. Des efforts de recherche devront étre
fournis afin d’identifier une technique peu colteuse et efficace adaptée a une production a
I'échelle industrielle. Toutefois, les levures et les champigons representent une alternative

incontournable pour permettre de résoudre ses problémes.

Dans le monde, les plus gros producteurs de biodiésel se situent en Europe (Allemagne, France
et Italie principalement). En effet, 'Union européenne est responsable de 90 % de la production
mondiale de biodiesel qui peut étre mélangé au gazole a des teneurs de 5 % a 30 % sans

modifications du moteur (Tramoy, 2008).

Le Canada compte quelques usines de production de biodiesel a petite échelle qui ont une
capacité de production totale d’environ 100 millions de litres par année. Une usine de grande

taille d’'une capacité de production de 225 millions de litres est présentement en construction en



Alberta. Cette usine produira du biodiesel a partir d’huile de canola. Au Québec, une seule usine
est présentement en activité, soit 'usine de la société Rothsay qui produit 35 millions de litres de
biodiesel par année a partir d’huiles de friture et de graisses animales. Une seconde usine
appartenant a I'entreprise Bio-Diesel Québec a Saint-Alexis-des-Monts en Mauricie produit
également du biodiesel a partir d’huiles usées (Alibeu, 2007). Cette derniére prévoit transformer
1,5 million de litres d’huiles usées (Centre de référence en agriculture et agroalimentaire du
Québec, 2008).

En général, le biodiesel est produit par transestérification des huiles (triglycérides ou
triacylglycérols, TAG) extraites de matiéres premieres végétales (colza, tournesol, soja, etc.)
(Muniyappa et al., 1996). Les TAG peuvent étre aussi transestérifiés en esters alkyliques d'acides
gras, offrant ainsi des propriétés physico-chimiques similaires a celles du pétrodiesel, qui pourront
étre utilisés dans un moteur classique sans modification (Knothe, 2010).

Toutefois, le biodiesel offre d’autres avantages et contribue efficacement a la réduction des gaz
a effet de serre (GES), en effet, la production mondiale de biodiesel est en augmentation rapide

et on prévoit qu’elle atteindra 42 milliards de litres d'ici 2021.

Dans ce contexte, le Canada, important producteur de biodiesel en Amérique du Nord, a mis en
place plusieurs démarches environnementales qui visent a soutenir la capacité des producteurs
de carburant a utiliser des sources d’énergie renouvelable. Le pays s’est fixé comme objectif la
réduction des émissions totales de GES de 17% d'ici 2020 par rapport aux niveaux de 2005 afin
d’atténuer les changements climatiques (RNCan, 2016, Réglement modifiant le Réglement sur
les carburants renouvelables, de I'environnement canadien loi sur la protection, 1999, ministére
de I'Environnement, Canada). Actuellement, le Réglement sur les carburants renouvelables,
publié le 1°" septembre 2010, dans la Gazette du Canada, Partie Il, exige des producteurs et
importateurs de carburants que I'essence qu’ils produisent ou importent ait une teneur moyenne
de 5% de carburant renouvelable (Réglement sur les carburants renouvelables, 2010). Le
gouvernement canadien a annoncé, en juillet 2007, un investissement de 1,5 milliards $CAN (le
programme écoENERGIE pour les biocarburants) sur neuf ans pour stimuler la production de
biocarburants au Canada (Ressources Naturelles Canada, 2011a). Par ailleurs, en 2012, I'objectif
était d'ajouter 2% de biodiesel dans le diesel (Ressources Naturelles Canada, 2011b). Dans le
cas du bioéthanol ou des huiles estérifées, il est possible de les utiliser dans les véhicules routiers
en quantités variables sans modification technique majeure des moteurs. Le biodiesel peut étre
utilisé pur a 100% (B100), contrairement a I'ajout de biodiesel au pétrodiesel qui se fait a des

concentrations de 2% (B2), 5% (B5) et 10% (B10). Parmi les voies empruntées pour la production


http://laws-lois.justice.gc.ca/fra/reglements/DORS-2010-189/index.html
http://laws-lois.justice.gc.ca/fra/reglements/DORS-2010-189/index.html

de biodiesel, I'extraction d’huile de plantes oléagineuses avec ou sans transformation chimique

est trées commune.

Lors du processus de production du biodiesel, un grand volume de glycérol brut est généré
comme sous-produit. Environ 10 kg de glycérol brut sont produits pour 100 kg de biodiesel
(Garlapati et al.,, 2016; Kerr et al., 2007; Yazdani & Gonzalez, 2007) ce qui représente
approximativement 10% du poids du biodiesel produit. Le glycérol brut est utilisé dans plusieurs
secteurs industriels tels que I'alimentation, la pharmaceutique et les cosmétiques (Guerrero-
Pérez et al., 2009).

Le glycérol brut est un substrat osidique riche en carbone, méthanol, eau, savon, sel, alcool,
huiles et matiéres organiques solides. Il contient également des traces de catalyseur non utilisé
au cours du processus de transestérification (Chi et al., 2007). L’étape finale de la production de
biodiesel comprend une purification par lavage a I'eau chaude afin d’éliminer les résidus de
catalyseur et autres impuretés. Toutefois, cette étape de purification est longue et colteuse
(Berrios & Skelton, 2008; Pachauri & He, 2006). Par conséquent, la valorisation de ce produit par
un procédé biotechnologique, tel que la fermentation constitue une solution prometteuse pour

résoudre les problémes environnementaux liés au rejet de glycérol brut (da Silva et al., 2009).

Ainsi, I'étape de la purification pourrait étre omise lors de la réutilisation et de la valorisation du
glycérol brut. Parmi les voies de valorisation proposées, la production de différents produits a
haute valeur ajoutée (PHVA), tels que le biodiesel, le 1,3-propanediol, I'éthanol et le
biohydrogene, sont les plus cités dans la littérature (Abghari & Chen, 2014, da Silva et al., 2009;
Sarma et al., 2012).

L’utilisation de ce sous-produit pour la croissance de microorganismes, dans le cadre d’une
approche économique, simple et efficace, s’avere une des solutions les plus intéressantes.
Néanmoins, 'accumulation de réserves lipidiques majoritairement constituées d’acides gras se

fait principalement chez les cellules eucaryotes.

La production de triacylglycérols (TAG) a partir de glycérol brut a I'aide de microorganismes
hétérotrophes dits oléagineux présente des avantages incontestables par rapport aux filieres
chimiques des huiles végétales. En effet, les microorganismes ont un temps de génération rapide,
sont faciles a manipuler et leur culture n’est pas dépendante des conditions climatiques et
saisonniéres (Chisti, 2007). D’ailleurs, I'analyse de la composition des acides gras dérivant des

microorganismes hétérotrophes suggere que les esters méthyliques et éthyliques des acides gras



présentent une composition similaire aux lipides extraits d’huiles végétales (Kraisintu et al., 2010;
Li et al., 2007).

La production de lipides a l'aide de ces microorganismes n’est cependant pas une approche
nouvelle. Plusieurs études ont été menées sur 'augmentation de la production des TAG ou HOU
(huiles d'organismes unicellulaires) en utilisant des outils du génie génétigue ou par une
modélisation des conditions opératoires (Abghari & Chen, 2014; Blazeck et al., 2014; Kamzolova
et al., 2011). Il a été établi que la production de lipides requiert une importante concentration en
carbone et une carence nutritionnelle en azote (Chisti, 2007; Meng et al., 2009). Le contenu
lipidique intracellulaire est fortement dépendant du rapport molaire initial C:N du milieu de culture
utilisé. L'étape clé de I'accumulation lipidique est le clivage de l'acide citrique par I'enzyme ATP
citrate lyase.

Compte tenu des contraintes climatiques et géopolitiques, la bioconversion du glycérol brut en
TAG constitue une voie prometteuse de réduction de [l'utilisation des carburants fossiles
diminuant les émissions de GES et augmentant notre indépendance énergétique. Il est donc
intéressant de développer un procédé biologique robuste permettant d’augmenter la production
d’acides gras par les microorganismes hétérotrophes et de moduler le profil des acides gras en

fonction des contraintes d’'usage.

Les travaux de cette thése ont pour objectif I'étude de I'accumulation des TAG chez une espéce
de levure nouvellement isolée. |l s’agit de comprendre les mécanismes de synthése et
d’accumulation de lipides chez la levure Yarrowia lipolytica YM7 par une approche systémique.
Basé sur la connaissance des travaux antérieurs et la mise en place d'un procédé de culture
adapté, I'enjeu scientifique de ces travaux réside dans la maitrise du comportement de la levure
et de son métabolisme en condition d’accumulation de lipides a partir de substrats osidiques tel
que le glycérol brut. La transposition et I'optimisation du procédé de culture vers la souche Y.
lipolytica YM7, modéle d’étude privilégié, contribue a élucider le(s) facteur(s) influant sur les

vitesses et les rendements de la synthése et du stockage lipidique en présence de glycérol.

1.1.2 Glycérol : un sous-produit de la production de biodiesel

L’utilisation de biodiesel correspond a approximativement 0,3% de la demande mondiale en
carburants pour le transport (Schenk et al., 2008). Le biodiesel est obtenu par un mélange de
triglycérides issus d’huiles végétales et de graisses animales en présence d’'un alcool et d’un

catalyseur sous agitation a températures élevées (Kim et al., 2004). Suite a ce processus, le



mélange réactionnel est séparé en deux phases. La couche supérieure contient I'ester méthylique
d'acides gras, soit le biodiesel, et la couche inférieure comprend le glycérol brut (GB) contenant
du méthanol n'ayant pas réagi, le sel et les substances solides présentes dans les matieres
premiéres. Le glycérol est présent en quantités toujours plus grandes sur le marché mondial, il
est utilisé pour la production de HOU (Meesters et al., 1996). Par ailleurs, plusieurs voies sont
proposeées pour la valorisation de glycérol brit. Cependant, chacune des voies presentent des
avantages et des désavantages comme indiqué dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1.1 Voies de valorisation de glycérol brut

Voies de Avantages Désavantages
valorisation
Raffinage - Réduction de glycérol brit - Codt

-Large volumes des sels inorganiques

Incinération - Pas de processus en aval - Formation de résidus corrosifs et nocifs
-Capacité de stockage - Génération des grands volumes des cendres
minimale

- Récupération d'énergie

- Plus de temps
Décharge - Pas de processus en aval -Ecoulement de drainage de champ
environmentale (contamination)

- CoUt de traitement des eaux usées

- Demande d’'une approbation par les autorités

Conversion - Réduction de glycérol brat - Codt de milieux de cultures
métabolique - Colt de traitement en aval

1.1.2.1 Transestérification chimiq