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La présente invention se rapporte à un procédé fermentaire de décoloration de la 

biomasse de microalgues, plus particulièrement du genre Chlorella, plus particulièrement 

encore de l'espèce Chlorella protothecoides.

Les algues, macro et micro, ont une richesse spécifique en grande partie 

inexplorée. Leur exploitation à des fins alimentaire, chimique ou bioénergétique est encore 

très marginale. Elles recèlent cependant des composants de grande valeur.

Les microalgues sont en effet des sources de vitamines, lipides, protéines, sucres, 

pigments et antioxydants.

Les algues et microalgues intéressent ainsi le secteur industriel qui les utilise pour 

la fabrication de compléments alimentaires, d'aliments fonctionnels, de cosmétiques, de 

médicaments ou pour l’aquaculture.

L’utilisation des biomasses de microalgues (et principalement leurs protéines) 

comme aliments est de plus en plus considérée pour trouver des sources alternatives à la 

demande croissante en protéines animales au niveau mondial (comme rapporté par la 

FAO).

L'Union européenne, depuis des années, souffre par ailleurs d'un déficit structurel 

en protéines végétales qui s'élève, ces dernières années, à plus de 20 millions de tonnes 

d’équivalent soja, aujourd'hui importés d'Amérique du Sud.

La production de masse de certaines microalgues riches en protéines est alors 

envisagée comme une possibilité de combler ce « déficit en protéines ».

Des analyses exhaustives et des études nutritionnelles ont montré que ces 

protéines d'algues sont équivalentes aux protéines végétales conventionnelles, voire de 

meilleure qualité.

Toutefois, en raison des coûts élevés de production ainsi que des difficultés 

techniques pour intégrer le matériel issu de microalgues dans des préparations alimentaires 

organoleptiquement acceptables, la diffusion large des protéines de microalgues est encore 

à ses balbutiements.

En effet, si des poudres d’algues par exemple fabriquées avec des algues 

cultivées photosynthétiquement dans des étangs extérieurs ou par photobioréacteurs sont 

disponibles dans le commerce, elles ont une couleur vert foncée (liée à la chlorophylle) et 

un goût fort, désagréable.

Même formulées dans des produits alimentaires ou comme compléments 

nutritionnels, ces poudres d’algues communiquent toujours cette couleur verte visuellement 
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peu attrayante au produit alimentaire ou au complément nutritionnel et ont un goût 

désagréable de poisson ou la saveur d'algues marines.

Il existe donc toujours un besoin non satisfait de disposer de compositions de 

biomasse de microalgues du genre Chlorella de qualité organoleptique convenable 

permettant l’utilisation de celles-ci dans des produits alimentaires plus nombreux et 

diversifiés.

Une première solution proposée a été de sélectionner des variants de Chlorelles 

présentant de faible teneur ou une absence de pigments chlorophylliens. C’est ainsi que 

Prototheca est classiquement décrite comme une Chlorelle incolore.

Une seconde solution a consisté à irradier aux rayons X ou UV, à traiter par des 

agents chimiques (NTG) ou physique (traitement thermique) une souche parentale afin de 

sélectionner des mutants dépigmentés.

La culture de ces mutants est réalisée préférentiellement en conditions 

hétérotrophiques (à l’obscurité et en présence d’une source nutritive carbonée, comme le 

glucose) afin de maintenir une pression de sélection.

Cependant, ces solutions techniques ne garantissent pas automatiquement la 

stabilité de ces variants dépigmentés, ni la préservation de la qualité, richesse et/ou 

diversité des autres composants d’intérêt de la biomasse.

Il existe donc toujours un besoin non satisfait de disposer de compositions de 

biomasse de microalgues du genre Chlorella de qualité organoleptique convenable, 

présentant toujours la même richesse en composants d’intérêt, telles les protéines, 

permettant l’utilisation de celles-ci dans des produits alimentaires plus nombreux et 

diversifiés.

Résumé de l’invention

La présente invention est relative à un procédé de décoloration d’une biomasse de 

microalgues de type Chlorella riche en protéines, caractérisé en ce que l’on:

- produit la biomasse de microalgues en hétérotrophie et dans des conditions de 

fermentation continue, et

- diminue la coloration de ladite biomasse par l’augmentation du rapport des taux 

de croissance p/pmax.

De préférence, l’on décolore la biomasse de microalgue en paramétrant la conduite 

de fermentation continue de manière à ce que le rapport des taux de croissance p/pmax 

soit supérieur ou égal à 0,90, de préférence supérieur ou égal à 0,95.

De préférence, la fermentation continue est réalisée en chémostat.
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De préférence, la biomasse de microalgue riche en protéines présente une teneur 

en protéines de plus de 50 % exprimés en N 6,25. De préférence, la microalgue de type 

Chlorella est Chlorella protothecoides.

Présentation détaillée de l’invention

La présente invention est donc relative à un procédé de production d’une biomasse 

de microalgues de type Chlorella riche en protéines en contrôlant la coloration de la 

biomasse, caractérisé en ce que l’on:

- choisit de produire la biomasse de microalgues en hétérotrophie et dans des 

conditions de fermentation continue,

- fait varier la coloration de ladite biomasse en contrôlant le rapport des taux de 

croissance p/pmax.

Au sens de la présente invention on entend par « biomasse riche en protéines >> 

une biomasse qui présente une teneur en protéines de plus de 50 %, de préférence de plus 

de 53 %, de manière encore plus préférée de plus de 55 % exprimés en N 6,25.

De préférence, les microalgues du genre Chlorella sont choisies dans le groupe 

constitué de Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana et Chlorella protothecoides, et sont 

plus particulièrement Chlorella protothecoides. Dans un mode de réalisation particulier, la 

souche est Chlorella protothecoides (souche UTEX 250 - The Culture Collection of Algae 
at the University of Texas atAustin - USA). Dans un autre mode de réalisation particulier, 

la souche est Chlorella sorokiniana (souche UTEX 1663 - The Culture Collection of Algae 
at the University of Texas atAustin - USA).

Il a été constaté de manière tout à fait étonnante par les inventeurs que la 

coloration est inversement corrélée au rapport des taux de croissance p/pmax : la coloration 

diminue lorsque le rapport de croissance p/pmax augmente et elle augmente lorsque le 

rapport de croissance p/pmax diminue.

La biomasse de chlorelles riches en protéines de l’invention est connue pour sa 

couleur verte marquée, liée à sa teneur naturelle en chlorophylle.

Au sens de l’invention, « la décoloration de la biomasse >> s’entend du passage de 

la couleur verte de base à une couleur jaune, en passant par toutes les nuances de vert à 

jaune.

La mesure de la couleur verte ou jaune peut être réalisée par tout modèle 

colorimétrique connu en tant que tel par l’homme du métier.

Il peut être choisi le modèle TSL (acronyme de Teinte, Saturation, Luminosité) qui 

est basé sur le ressenti de la perception humaine, d’où son nom de modèle perceptuel.

Les trois critères qui caractérisent le TSL sont la teinte, la saturation et enfin, la 

luminosité. La saturation reflète bien la notion intuitive de coloration, car elle va des couleurs 
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vives vers le gris. La luminosité est mesurée entre le noir (pas de lumière ou valeur 0) et le 

blanc (lumière maximum ou valeur 1).

L'avantage majeur du modèle TSL est de séparer clairement la composante 

luminosité des composantes chromatiques. Teintes et saturation sont sur un même plan en 

conformité avec la sensation colorée de l'œil et la luminosité quant à elle, est placée sur un 

axe perpendiculaire.

Il est également possible d’utiliser le système L,a,b établi par la Commission 

Internationale de l’Eclairage qui consiste en un repère cartésien tridimensionnel (L, a, b) où 

l’axe des « L >> représente la clarté, l’axe des « a >> représente une nuance de couleur entre 

le rouge et le vert, et l’axe des « b >> représente une nuance de couleur entre le jaune et le 

bleu.

A titre d’illustration, les tableaux ci-dessous présentent les mesures réalisées 

suivant le modèle TSL et suivant le système L,a,b pour les deux couleurs vertes et jaunes 

à l’extrémité de la chaîne de couleur classiquement mesurées pour les biomasses selon 

l’invention (mesures réalisées en triple).

Tableau 1

Vert

T S L
49 237 68

51 223 68

51 217 68

Ecart type 1 10 0

Moyenne 50 226 68

Jaune

T S L
38 231 188

39 227 187

38 235 192

1 4 3
38 231 189

Vert

L a b
49 -26 52

55 -26 56

53 -26 54

Ecart type 3 0 2

Moyenne 52 -26 54

Jaune

L a b
97 -9 52

96 -9 48

97 -9 48

1 0 2

97 -9 49

Comme il sera exemplifié ci-après, la société Demanderesse a choisi d’exprimer 

la couleur de la biomasse produite à l’aide du mode TSL, le modèle L, a, b étant plutôt 

adapté à la mesure des variations colorimétriques des poudres blanches à jaune (mesure 

de la balance des jaunes , axe « b >> ou « Yellow index >>).

Quant au procédé de fermentation continue, il faut l’entendre ici plus 

particulièrement comme une conduite de fermentation avec ajout du milieu stérile et 

soutirage réalisés à l’intérieur d’un même cycle de fermentation.
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Cependant, le recours à ce procédé de fermentation continue n’est pas destiné ici 

à augmenter la productivité en biomasse mais, à contrôler la couleur de la biomasse 

produite.

La société Demanderesse a en effet trouvé que, de manière surprenante et 

inattendue, il était possible de faire varier la coloration de ladite biomasse par le contrôle 

du rapport des taux de croissance p/pmax.

Pour illustrer ce résultat, la société Demanderesse recommande de réaliser cette 

fermentation continue en chémostat : le milieu frais est alors fourni à un débit constant (F), 

puis prélevé du fermenteur au même débit, maintenant ainsi un volume de culture constant 

(V).
À l'état stable, le taux de croissance « p » de la culture est égal au taux de dilution 

« D », et est défini par la relation D = F/V.

La concentration de biomasse et des autres paramètres se stabilisent à des 

valeurs dépendant de la dynamique de la fermentation.

Fondamentalement, la culture en chémostat permet à l'homme du métier de 

contrôler le taux de croissance (p) à une valeur inférieure à une valeur maximale appelée 

le taux de croissance maximal (pmax).

Cela contraste avec les cultures en mode batch, où la concentration de la 

biomasse et les conditions environnementales (en termes de pH, nutriments concentration, 

etc.) changent de façon significative au cours de la durée (limitée) de la fermentation, et 

l’homme du métier n'a aucun contrôle sur le taux de croissance.

Le facteur qui détermine le taux de croissance d'une population de cellules dans 

un chémostat est le taux de dilution, c’est à dire le débit d'alimentation de l'élément nutritif 

limitant.

Dans le procédé de l’invention, il s’agit ici du glucose.

Dans un chémostat fonctionnant à un taux de dilution faible, le glucose est présent 

à de très faibles concentrations à l'état stationnaire.

Par conséquent, la plupart des éléments nutritifs sont transformés dans des 

cellules et la concentration de la biomasse est élevée (proche de la concentration cellulaire 

d'une culture batch équivalent à la fin de la phase exponentielle).

Lorsque le taux de dilution augmente, la disponibilité du glucose augmente; 

toutefois, la vitesse d'élimination des cellules du fermenteur est également plus élevée et 

ainsi la concentration de la biomasse chute.

A des valeurs de D proche de pmax, la limitation en nutriments disparaît 

entièrement car il y a trop peu de cellules dans la culture qui utilisent les nutriments 

disponibles.
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Les cellules restantes dans le fermenteur croissent à leur taux de croissance 

maximum puisque même le nutriment limitant est présente en excès.

Enfin, à D supérieur à pmax, un état d'équilibre ne peut plus être maintenu et le 

nombre de cellules dans les fermenteurs commence à baisser puisque la vitesse à laquelle 

de nouvelles cellules sont produites est insuffisante pour éviter la dilution par l'addition de 

milieu frais, ce qui conduit au lavage des cellules du fermenteur.

Ces données permettent d’expliquer la raison pour laquelle si la fermentation en 

chémostat est préconisée pour augmenter la productivité à glucose résiduel nul, l’homme 

du métier choisira de conduire le chémostat de manière à ce que D soit inférieure au pmax 

afin d’obtenir la concentration la plus élevée en biomasse.

Pour sa part, la société Demanderesse a trouvé que plus on augmentait p vers la 

valeur du pmax, plus on augmentait la productivité mais également plus on décolorait la 

biomasse produite.

Comme il sera exemplifié ci-après, les paramètres utilisés dans cette fermentation 

en continu sont, en fonction des conditions exemplifiées ci-après, les suivants :

- pH = 5.2 régulé à l’ammoniaque 10 % (v/v),

- pO2 = 30 % régulé en cascade sur l’agitation, 

aération : 1 vvm (1,5 l/min).

A l’équilibre :

- débit d’alimentation = débit de sortie = 0,120 l/h à 0,180 l/h

- taux de dilution = p =0,02 h-1 à 0,12 h-1

- concentration en biomasse = 50 g/l à 100 g/l

- concentration en glucose = 100 g/l à 200 g/l

Dans un exemple, le chémostat est équilibré durant 5 renouvellements (62,5 h si 

D = 0,08 h-1). Des prélèvements sont réalisés au terme des 5 renouvellements et plus de 

7 h ensuite, afin de vérifier l’état d’équilibre du chémostat.

Il est ainsi trouvé que la biomasse de Chlorella protothecoides de base, de couleur 

verte, va être progressivement décolorée vers la couleur jaune si on augmente le p de 0,08 

h1 à 0,1 h1.

A l’inverse, si on réduit le p de 0,08 h-1 à 0,06 h-1 la coloration de la biomasse est 

renforcée vers les tons verts.

Par ailleurs, et c’est ce qui est primordial dans le procédé conforme à l’invention, 

cette conduite de fermentation en chémostat n’altère pas la composition de la biomasse 

produite.

Comme il sera exemplifié ci-après, que le taux de croissance soit faible (0,06 h-1) 

ou fort (0,1 h’1), il n’a pas été constaté d’effet important sur la composition de la biomasse 

de Chlorella protothecoides produite.
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Les principales différences sont plutôt au niveau des vitesses de production qui 

sont globalement améliorées avec un μ fort.

A titre d’exemple, pour Chlorella protothecoides, les meilleurs résultats obtenus 

permettent d’atteindre une productivité de plus de 9,5 g de biomasse/l/h en préservant une 

teneur en protéines exprimées en % de N6,25 de plus de 55 %.

Une fois encore, il est plus étonnant de constater que la variation du μ a un impact 

important sur la couleur de la biomasse produite.

Sans être liée par une quelconque théorie, la société Demanderesse considère, 

en regard des résultats obtenus (sur la base de la représentation par le modèle TSL de la 

teinte T de la biomasse en fonction de la luminosité L pour chaque mesure), que :

- les variations de la teinte pourraient correspondre à la diminution progressive 

de la production de chlorophylle qui masque les autres pigments 

(caroténoïdes),

- la luminosité, quant à elle, pourrait davantage correspondre à la diminution de 

la concentration globale en pigments.

Comme il sera exemplifié ci-après, le niveau de couleur considéré « correct » est 

celui pour lequel (pour une gamme de teinte comprise entre 30 et 60 et une gamme de 

luminosité comprise entre 50 et 230) :

- la valeur de teinte est inférieure à 40,

- la valeur de luminosité est supérieure à 135, de préférence supérieure à 150 

et de manière encore plus préférée supérieure ou égale à 170.

L'invention sera mieux comprise à l'aide des exemples qui suivent, lesquels se 

veulent illustratifs et non limitatifs.

Description des figures

Figure 1 : Evolution de l’O2 consommé et du CO2 produit en fonction du taux de 

dilution imposé.

Figure 2 : Evolution de l’absorbance, du glucose et de la teneur en biomasse en 

fonction du taux de dilution imposé.

Figure 3 : Evolution de la teinte et de la luminosité en fonction du taux de dilution 

imposé.

Figure 4 : Evolution de la teinte en fonction du rapport des taux de croissance 

μ/pmax.

Figure 5 : Evolution de la luminosité en fonction du rapport des taux de croissance 

μ/pmax.
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Figure 6 : Evolution de la teinte et de la luminosité en fonction du rapport des taux 

de dilution D/Dmax.

Exemples

Exemple 1 : Détermination de la valeur de umax et évolution de la couleur de 

la biomasse en fonction du ratio u/umax en accélérostat

La souche utilisée est Chlorella protothecoides UTEX250 (The Culture Collection 
ofAlgae at the University of Texas atAustin - USA).

La fermentation est réalisée en accélérostat, variante du chémostat où le 

fermenteur n’entre jamais en équilibre dynamique stationnaire. En fait, le D est augmenté 

de manière linéaire et progressive en partant d’une valeur basse.

L’intérêt de cette technique est l’étude d’une large gamme de taux de dilution ainsi 

que l’accès rapide et précis au pmax de la souche dans les conditions mises en oeuvre.

Les conditions de fermentation sont les suivantes, pour la production de 100 g/l de 

biomasse :

Milieu d’alimentation
- Glucose : 200 g/l

- (NH4)2SO4 : 1 g/l

- NH4H2PO4 : 8 g/l

- MgSO4, 7 H2O : 4,8 g/l

- FeSO4, 7 H2O : 0,020 g/l

- CaCI2, 7 H2O : 0,050 g/l

- ZnSO4, 7 H2O : 0,025 g/l

- MnSO4, 1 H2O : 0,020 g/l

- CuSO4, 5 H2O : 0,001 g/l

Thiamine.HCI : 0.020 g/l

Biotine : 0.001 g/l

Pyridoxine : 0.010 g/L

Conduite de fermentation :

- Mise à pH 5,2 avec NH4OH 10 % (p/v)

- Température d’incubation : 28°C

Inoculum : 0,5 I d’un Erlen de préculture présentant une DOysonm = 15 dans un 

fermenteur de 2 I (1,5 I de milieu hors agitation avant ajout)
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Puise d’antimousse SIGMA S208 50% éthanol (v/v) au rythme d’un puise d’1 

seconde par heure

- Agitation : 300 rpm au départ

- Aération : 1,5 l/min d’air

Régulation pO2 : 30 %

L’analyse des gaz (O2/CO2), l’absorbance à 750 nm, la concentration en glucose 

et le poids de cellules sont les paramètres mesurés afin de déterminer la valeur du pmax.

La figure 1 présente l’évolution de l’O2 consommé et du CO2 produit en fonction du 

taux de dilution imposé.

Il apparaît que l’O2 et le CO2 évoluent progressivement jusque 0,05 h-1, puis les 

courbes s’inversent brusquement.

En parallèle des mesures de gaz, l’évolution de l’absorbance, du glucose et de la 

teneur en biomasse sont suivis de manière cinétique.

La figure 2 présente les résultats obtenus.

Une fois encore, à partir de 0,05 h-1 il y a :

- début d’accumulation de glucose résiduel,

- infléchissement de la courbe de biomasse (initialement stable à 75 g/l de 

cellules sèches),

ce qui indique que le chémostat commence à entrer en phase de lessivage, c’est- 

à-dire que le μ imposé devient plus élevé que le pmax de la souche dans les conditions 

imposées.

Le système élimine donc plus vite les cellules qu’elles ne se reproduisent, ce qui 

provoque la diminution de la charge en cellules du réacteur, la remontée de l’O2 non 

consommé et la diminution du CO2 produit.

La baisse de l’absorbance traduit également la baisse de la teneur en biomasse à 

partir d’un p de 0,05 h-1.

Il résulte de toutes ces analyses que le Dmax = pmax = 0,05 h-1, dans les 

conditions de fermentation choisie.

Les mesures de couleur de la biomasse produite sont effectuées selon le modèle 

TSL.

La figure 3 présente l’évolution de la couleur (teinte et luminosité) en fonction des 

taux de dilution.

L’évolution des courbes de teinte et de luminosité est directement dépendante du 

pmax.
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Trois représentations graphiques permettent d’illustrer l’évolution de la couleur en 

fonction du rapport p/pmax :

- évolution de la teinte en fonction du rapport p/pmax (figure 4),

- évolution de la luminosité en fonction du rapport p/pmax (figure 5),

Il s’en déduit que :

La couleur évolue très fortement tout au long de l’accelerostat (c’est-à-dire en 

fonction de la valeur du D),

La biomasse la plus jaune et décolorée est obtenue lorsque le p tend vers le 

pmax, dans les conditions opératoires choisies.

Exemple 2 : Evolution de la couleur de la biomasse en fonction du taux de 

dilution (et donc de la valeur de u) de points d’équilibre en chémostat

Des chémostats sont réalisés dans les conditions identiques à l’exemple 1 mais 

avec un milieu deux fois moins concentré de sorte que la concentration en biomasse à 

l’équilibre est de 50 g/l. Le p max sur ce milieu est 0.104 h-1.

Les mesures suivantes ont été réalisées à différents taux de dilution une fois 

l’équilibre obtenu (5 renouvellements). Elles confirment l’effet du ratio p/pmax sur la 

coloration :

Tableau 2

Essais 1 2 3 4

D(h-1) 0.102 0.028 0.088 0.064

p / p max 0.98 0.27 0.85 0.61

Teinte 36 52 47 48

Luminosité 171 68 86 81

Inversement, la composition de la biomasse n’est pas significativement modifiée 

comme le montre les teneurs en protéines (N 6.25 et Acides Aminés Totaux), acides gras 

et sucres totaux qui sont donnés ci-dessous.
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Tableau 3

Essais 1 2 3 4

N 6.25 (%sec) 60,0 56,1 54,2 57,2

Acides Aminés
37,6 40,6 39,5 40,6

totaux (%sec)

Acides Gras
8,4 7,0 7,2 7,6

totaux (%sec)

Sucres totaux
31,2 24,8 30,1 26,2

(%sec)
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REVENDICATIONS

5 1. Procédé de décoloration d’une biomasse de microalgues de type Chtorelîa
riche en protéines, caractérisé en ce que Ton:

- produit la biomasse de microalgues en hétérotrophie et dans des conditions de 

fermentation continue, en diminuant la coloration de ladite biomasse par 

l’augmentation du rapport des taux de croissance p/pmax.

W
2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l’on décolore la 

biomasse de microalgues en paramétrant la conduite de fermentation continue de manière 

à ce que le rapport des taux de croissance μ/pmax soit supérieur ou égal à 0,90.

15 3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l’on décolore la

biomasse de microalgues en paramétrant la conduite de fermentation continue de manière 

à ce que te rapport des taux de croissance μ/pmax soit supérieur ou égal à 0,95.

4. Procédé selon l’une quelconque des revendications 1 à 3, caractérisé en ce 

20 que l’élément nutritif limitant du milieu d’alimentation de la biomasse de microalgues est te

glucose.

5. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 à 4, caractérisé en ce 

que la fermentation continue est réalisée en chémostat.

25
6. Procédé selon l’une quelconque des revendications 1 à 5, caractérisé en ce 

que la biomasse de microalgues riche en protéines présente une teneur en protéines de 

plus de 50 % exprimés en N 6,25

30 7. Procédé selon l’une quelconque des revendications 1 à 6, caractérisé en ce

que la microalgue de type Chloreiïa est ChloreÏÏa protothecoîdes.
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