
Fractionnement	de	biomolécules	
issues	des	microalgues:		

exemple	du	couplage	entre	broyage	
et	filtration	membranaire		
Estelle	Couallier,	CNRS	GEPEA	

	
Journée	Microalgues	–	CEBB	-	2018		

http://www.gepea.fr/		



Contexte:	GEPEA	
équipe	Bioprocédés	Appliqués	aux	Microalgues		

–  Maîtriser	et	op-miser	la	bioréac-on	photosynthé-que	
–  Développer,	op-miser	et	contrôler	les	procédés	de	produc-on	et	de	

bioraffinage	des	microalgues	
–  Intégrer	les	opéra-ons	unitaires	pour	une	mise	en	place	d’une	

exploita-on	industrielle	op-misée		
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Contexte:	Bioraffinage	par	voie	humide	
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-	Polysaccharides	
-	Antioxydants	
…	

Culture	 Récolte		 Fractionnement			Déconstruction	
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Applications	
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-	Protéines	
-	Polysaccharides	
-	Antioxydants	
…	

Culture	 Récolte		 Fractionnement			Déconstruction	
cellulaire	

Applications	

propriétés		

physico-chimiques,	
biologiques	

Contexte:	Bioraffinage	par	voie	humide	



Contexte:	cas	étudié	(213-2018)		
•  Développement	du	bioraffinage	par	voie	humide	(pas	de	séchage)	
•  Frac-onnement	membranaire	des	biomolécules	(lipides,	protéines)	
•  Biomasse:	p-chlorella	kessleri	carencée	pour	produire	des	lipides	
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Clari(ication	Disrupted	cells	suspension	
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-	Polysacch.	
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Plan		

1.   Impact	de	la	destruc<on	cellulaire	sur	la	nature	et	
l’organisa<on	des	composés?	
–  Ex:	caractérisa-on	des	lipides		(Clavijo,	2018)	
–  détour:	l’organisa-on	des	lipides	en	phase	aqueuse	
(Clavijo	2017,	Couallier	2018)	

2.   La	filtra<on	pour	concentrer	les	lipides	
–  Filtra-on	de	mélanges	modèles	et	réels	
–  Filtra-on	tangen-elle	et	dynamique	

3.   Destruc<on	cellulaire	et	filtra<on:	un	couplage	à	maîtriser	
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Broyage:	
Libéra-on	des	molécules	d’intérêt	

+	Risque	de	dégrada-on	de	leurs	propriétés	
+Risque	de	réorganisa-on:	comment	frac-onner?	

	
	

1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	
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(Lovi`	2000)	

(Gunerken	2015)	

P-chlorella	kessleri	
carencée	



1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	
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Le	broyage	favorise	la	
disponibilité	des	lipides	pour	

l’extraction	

Surnageant	:		
Contient	entre	40	-	50	%	des	

lipides	des	broyats		
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Pro(il	de	lipides	par	classe	(batch	3)	

Effet	du	broyage	sur	les	classes	des	lipides		
	

Augmente	la	proportion	d’«	Autres	lipides	
neutres	»	:			

	acides	gras	libres	è	hydrolyse	

Composition	en	acides	gras	tot.	
	

Principalement	insaturés	
jusqu’à	3	insaturations	
(monoinsaturés	AGMI	et	
polyinsaturés	AGPI)	

-  Acide	oléique	(C18:1)	

-  Acide	linoléique	(C18:2)		

-  Acide	α-linolénique	(C18:3)	

-  Acide	palmitique	(C16:0)	
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1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

	



CEBB-Pomacle-2018	 11	

•  GL	et	PL	è	pro(ils	similaires	pour	le	broyat	et	le	surnageant	
•  Hydrolyse	possible	de	la	PC	après	broyage	par	l’action	des	enzymes	

en	lysophosphatidylcholine		
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1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

	

Lipides	polaires:	
Amphiphiles	
Propriétés	tensioac-ves	
	
LPC	tensioac-f	+	
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Acides	gras	saturés	è	solides	à	Tamb	
Acides	gras	insaturés	è	liquides	à	Tamb		

Centrifugation	

A.	linolénique		

broyage	

↑AGPI		

↑AGMI	
	

Surnageant	≈	Emulsion			
huile	dans	l’eau	

(H/E)	

Cellules	intactes	 Broyat	 Surnageant	

A.	palmitique	

↑AGPI		

Lipides	avec	acides	gras	saturés		
repartis	entre	surnageant	et	culot	

↑	Autres	lipides	neutres		
(acides	gras	libres)	

et		
lipides	polaires	

1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

	

	E.	Clavijo	Rivera	et	al,Mechanical	cell	disrup-on	of	parachlorella	kessleri	microalgae	:	
Impact	on	lipid	frac-on	composi-on.	Bioresour	Technol	,	256	:77–85,	2018	
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Déformation	pendant		
la	(iltration	?	
Coalescence?		

Elargissement	de	l’aire	interfaciale	

Adsorption	

Réduction	de	l’aire	interfaciale	

Désorption	

huile	

Emulsion	

1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

		Interface	huile/eau	dans	le	surnageant		
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1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

		Organisa<on	des	lipides	tensioac<fs	à	l’interface	
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1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

		Interface	huile/eau	dans	le	surnagant		

A2	=	152.1	Å2	

water	 bilayer	

interface	

oil	

Modélisa-on	Moléculaire	Gros	Grain:	
Trioleate	et	acide	oléique	
Validé	expérimentalement	
(tension	interfaciale	et	aire	surfacique)	
è	Analyse	de	la	structure	de	l’interface	

	E.	Couallier	et	al.,	Molecular	simula-on	of	the	water-triolein-oleic	acid	mixture	:	Local	structure	and	
thermodynamic	proper-es.	The	Journal	of	Chemical	Physics	2018	

A1	=	36.6	Å2	

water	 oil	bilayer	

interface	



1-Impact	de	la	destruction	cellulaire		
sur	la	nature	et	l’organisation	des	composés?	

	

• Modifica-ons	au	cours	du	broyage	suivant	les	
condi-ons	opératoires	
–  Composi-on	globale	(nature	des	composés	
libérés)	

– Organisa-on	(émulsion,taille	de	gou`ele`es,	
stabilité	de	l’interface)	
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Surnageant	
réel	

Lipid-rich	
Parachlorella	
Kessleri	

(40%-50%)	
Crude	
biomass	

Harvesting	and	
Bead	milling	

Biomass	
production	

Ultra(iltration	

Centrifugation	

2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	

Surnageant	
modèle	

Intérêt	du	surnageant	modèle:	
Quan-té	disponible	
Mélange	de	composi-on	maîtrisée	

Nécessaires	pour	comparer	
Des	essais	de	frac-onnement	
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Aqueous	
phase	
98%	(w)	

Lipid	
phase	
2%	(w)		

Phospholipid:	
Phosphatidylcholine	

Glycolipid:	
C12-C20	

Neutral	lipids	
(vegetable	oils	mixture)	

Polar	lipids	

Clavijo,	E.	and	al.,	2016	

2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	

Mélange	modèle:	
	biomasse	préconcentrée,	broyée	et	clarifiée	
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Crossflow		(CF)	module	
	(Orelis	Rayflow	Pleiade)	

Shear	rate	:		10,000	–	50,000	(s-1)	
	
	

e	=	thickness	of	the	module	channel	(m)	
v	=	flow	velocity	(m/s)	
[Delaunay	et	al.	2008]	

Rota<ng	disk	(RD)	module		
(UTC,	DMI)		

Shear	rate:	10,000	–	500,000	(s-1)	

k	=	velocity	factor		
(smooth	disk	=	0.42,	vaned	disk=	0.89)		
[Bouzerar	et	al.	1999],	[Frappart	et	al.	2006]	

VANED DISK 

2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	
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•  Stabilité	après	conditionnement	et	compactage	
•  Flux	de	perméat	et	stabilité	du	(lux	
•  Colmatage	et	résistances		
•  Taux	de	rétention		
•  Nettoyabilité	
	è:	PAN	500	kDa		

2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	
Sélec<on	de	la	membrane	à	l’aide	du	mélange	modèle	

(filtra<on	tangen<elle)	
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2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	
Résultats	de	filtra<on	dynamique	des	mélanges	modèles	et	réels	

Produits	réels:	
Hydrophilisa-on	de	la	membrane	
Flux+		élevés	car	concentra-on	+	faible	

Produits	modèles:	
Perme`ent	d’obtenir	des	résultats	répétables		
Et	de	sélec-onner	une	membrane	
Tests	à	concentra-on	élevée	(MSx10)	
Condi-ons	de	filtra-on	(pression	cri-que)	similaires	
Condi-ons	validées	
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CF,	ϒmax=16	000	S-1,	Pw=0.2bar	
DF(800rpm),	ϒmax=66	000	S-1,	Pw=0.5bar		
DF(365rpm),	ϒmax=16	000	S-1,	Pw=0.2bar		

Js
/J
w
	

VRR	

2-La	filtration	pour	concentrer	les	lipides	
Comparaison	des	filtra<ons	tangen<elles	et	dynamiques		

(mélange	modèle)	

Filtra-on	dynamique:	
	
-Limita-on	du	colmatage	
	
-Certaines	condi-ons	de	cisaillement		
faciliteraient	la	coalescence	
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3-Destruction	cellulaire	et	filtration:	
	un	couplage	à	maîtriser	

	
	

•  Essais	complémentaires:	
–  Culture	de	2	souches:	Nannochloropsis	gaditana	(eau	de	mer)	et	

Parachlorella	kessleri	(eau	douce)	
–  Broyeur	à	billes	couplé	à	un	traitement	thermique	et/ou	ajout	

d’an-oxydant	
–  Filtra-on	tangen-elle	ou	dynamique	
–  Suivi	des	protéines,	des	sucres,	des	lipides	et	des	sels	

•  Premières	tendances:	
–  Très	bonne	réten-on	des	lipides,	pas	de	réten-on	des	sels	
–  Réten-on	des	protéines	très	dépendante	des	condi-ons	de	

prétraitement	(dénatura-on)	
–  Frac-onnement	possible	suivant	les	condi-ons	

•  Projet	à	venir:		
–  iden-fica-on	de	l’organisa-on	des	lipides	et	protéines	dans	le	broyat	

et	surnageant	en	fonc-on	des	condi-ons	de	broyage	et	détermina-on	
de	l’impact	sur	la	sélec-vité	des	membranes.	
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	Bioraf(inage	par	voie	humide	
	
	
	
	
	
	
	

-	Lipides		
-	Protéines	
-	Polysaccharides	
-	Antioxydants	
…	

Culture	 Récolte		 Fractionnement			Déconstruction	
cellulaire	

Applications	
Alimentation,	Energie		

Aliment	fonctionnel,	texturant	
Santé,	cosmétique		

	

propriétés		

physico-chimiques,	
biologiques	

Conclusion		

Nouvelles	
ressources	
alimentaires	
Insectes		
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INFRASTRUCTURE 
• Surface de production 1500m² 
Halle de bioraffinage  
• Salles préculture et laboratoire 
d’analyse  
• PROCEDES DE CULTURE : 10 à 
100m² 
• Raceways clos 
• Photobioréacteurs intensifiés 
PROCEDES DE RECOLTE 
• Systèmes de préconcentration/
concentration 
• Procédés de filtration et 
séparations membranaires 
• Centrifugeuses 
PROCEDES DE BIORAFFINAGE 
• Destructeur cellulaire 
• Procédés d’extraction  
• Procédés de fractionnement 
CONDITIONNEMENT  DE LA 
BIOMASSE 
• Sécheurs 
• Lyophilisateur 
• Congélateurs 

Objectifs  
• Etudes en conditions réelles et à une 
échelle représentative.  
• Optimisation des briques du procédé 
d’exploitation (souches, technologies).  
• Production sur effluents industriels (gaz, 
liquides). 


