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1.  Contexte	&	objecJfs:	culture	et	bioraffinage	de	microalgues	
2.  Matériel	&	méthodes		
3.  Résultats	

–  FiltraJon	d’un	mélange	modèle	èsélecJon	de	la	membrane	
–  FiltraJon	de	mélanges	réels	è	performances	

4.  Conclusions	et	perspecJves	
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1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Les	défis	de	la	culture	et	du	bioraffinage		
de	microalgues	

p-chlorella	kessleri	(souche	d’eau	douce,	d≈	4	µm)	
carencée	en	azote,	stress	lumineux:	
Capable	de	stocker	jusqu’à	50%	de	lipides	
	dont	des	triglycérides	è	biocarburant	de	3ème	généraJon	
	
	
	 4	

1er	défi:	la	culture	à	grande	échelle	
	
Biomasse	en	quan;té	suffisante	+	état	physiologique	maîtrisé	
Nécessaire	pour	développer	le	bioraffinage	
è Algosolis	(inaugurée	en	2015)	

Culture/récolte	
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(Taleb	et	al,	Bioressource	Technology,	2016)	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Les	défis	de	la	culture	et	du	bioraffinage		
de	microalgues	
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2ème	défi:	le	bioraffinage	
La	récupéraJon	des	différents	produits	intracellulaires	
	
-2	étapes	clés	qui	doivent	être	couplées:	

	 	 	 	libérer	de	façon	maîtrisée	les	composés		
	 	 	 	=	déconstrucJon	cellulaire	
	 		
	 	 	 	séparer	les	différentes	fracJons	à	valoriser,	
	 	 	 	en	limitant	la	consommaJon		
	 	 	 	d’énergie,	d’eau,	d’intrants	chimiques,etc	

Culture/récolte	

Lyse	cellulaire	

Frac;onnement		
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1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



	 	Broyeur	à	billes	
	 	(Montalescot	et	al,	Bioresource	Technology,	2017	

	 	 	Clavijo	Rivera	et	al,	Bioresource	Technology,	2017	
	 	 	Zinkone	et	al,	Biorssource	Technology,	2018)	

	
	(congélaJon/décongélaJon,	champs	électrique	pulsés,	hydrolyse	enzymaJque)	

Bioraffinage	des	microalgues	

(Gunerken	et	al,		
	Biotechnology	advances,	2015)	
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Lyse	cellulaire	Culture/récolte	 broyat	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Bioraffinage	des	microalgues	

(Gunerken	2015)	

Broyeur	à	billes	
	

Centrifuga;on	
	
	

(filtraJon	en	profondeur,	filtraJon	tangenJelle,	floculaJon)	
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Lyse	cellulaire	 Clarifica;on	Culture/récolte	 broyat	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Le	surnageant	d’un	broyat	de	microalgues:		
un	mélange	complexe	

Broyat	de	p-chlorella	kessleri	carencée	

sels	

pH	

triglycérides	

glycolipids	

phospholipids	

protéines	hydrosolubles	

protéines	amphiphiles	

polysaccharides	

pigments	hydrophiles	

pigments	hydrophobes	

amidons	
	

fragments	

Axe	 Conduc;vité	 pH	 Autres	
0	 Eau	pure	 Acide	 Non	
1	 Eau	douce	 Neutre	 -	
2	 Eau	de	mer	 Basique	 Oui	
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1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Le	surnageant	d’un	broyat	de	microalgues:		
un	mélange	complexe	

sels	
pH	

triglycérides	

glycolipids	

phospholipids	

protéines	hydrosolubles	
protéines	amphiphiles	

polysaccharides	

pigments	hydrophiles	

pigments	hydrophobes	

amidons	
	

fragments	

Axe	 Conduc;vité	 pH	 Autres	
0	 Eau	pure	 Acide	 Non	
1	 Eau	douce	 Neutre	 -	
2	 Eau	de	mer	 Basique	 Oui	
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Broyat	de	p-chlorella	kessleri	carencée	/	surnageant	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Bioraffinage	des	microalgues	

rétentat	 perméat	Disque	rotaJf	
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Filtra;on	membranaire	
Objec;f:	sépara;on	des	lipides		et	des	composés	hydrosolubles	dont	les	protéines	

	
	

(extracJon	solvants	classiques,	ATPS,	liquides	ioniques	etc,	chromatographie)	

Frac;onnement		Clarifica;on	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Bioraffinage	des	microalgues	

rétentat	 perméat	Disque	rotaJf	
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Frac;onnement		Clarifica;on	

Filtra;on	membranaire	
Objec;f:	sépara;on	des	lipides		et	des	composés	hydrosolubles	dont	les	protéines	

1.   sélec;on	de	la	membrane	et	des	condi;ons	opératoires	
è Nécessité	d’une	quanJté	importante	de	produit	stable	dans	le	temps	
è ConcepJon	d’un	mélange	modèle	
è FiltraJon	du	mélange	modèle	et	sélecJon	de	la	membrane	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Bioraffinage	des	microalgues	

rétentat	 perméat	Disque	rotaJf	

Frac;onnement		Clarifica;on	

Filtra;on	membranaire	
Objec;f:	sépara;on	des	lipides		et	des	composés	hydrosolubles	dont	les	protéines	

1.   sélec;on	de	la	membrane	et	des	condi;ons	opératoires	
2.   Evalua;on	des	performances	avec	des	produits	réels	(J,	R,	neUoyabilité)	
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1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Mélange	modèle		

sels	

pH	

triglycérides	

glycolipids	

phospholipids	

protéines	
hydrosolubles	

protéines	
amphiphiles	

polysaccharides	

pigments	
hydrophiles	

pigments	
hydrophobes	

amidons	
	

fragments	

Axe	 Conduc;vité	 pH	 Autres	
0	 Eau	pure	 Acide	 Non	
1	 Eau	douce	 Neutre	 -	
2	 Eau	de	mer	 Basique	 Oui	
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Broyat	de	p-chlorella	kessleri	carencée	/	surnageant	/	mélange	modèle	

=	Émulsion	huile	dans	eau	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Mélange	modèle		
	microalgues	(50%	lipides)	concentrées	40x,	broyées	
	-	clarifiées	è	surnageant		
-	phase	lipidique	dans	l’eau	è	modèle		
	

Procédé	étudié:	
Micro/UltrafiltraJon	pour	
Concentrer	et	faire	coalescer	les	lipides	
	
	

Paramètres	clés:	
•  Taille	des	gouqeleqes	(retenJon):	1-3µm	
•  État	liquide	(coalescence)è	TAG	
•  Charge	de	surface	(rétenJon)	èlipides	polaires	
•  Tension	interfaciale	(	coalescence)	

Aqueous	
phase	
98%	(w)	

Lipid	phase	
2%	(w)		

Phospholipid:	
Phosphatidyl	

choline	

Glycolipid:	
C12-C20	

Neutral	lipids	
(vegetable	oils	
mixture)	

Polar	lipids	
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Clavijo	Rivera	et	al,	Bioreressource	Technology,	2017	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	
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2	surnageants	
SN1	et	SN2	

Surnageants	réels	
Culture/récolte	

2	Cultures	de	100L	
	à	1g/L	MS	
	

(Gunerken	2015)	

Lyse	cellulaire	

CongélaJon	(stockage)		
DécongélaJon	
DiluJon:2x	20L	à	5g/L	

Clarifica;on	

Villafaña	López	et	al,	Bioresource	Technology,	2019	
Clavijo	Rivera	et	al,	Process	Biochemistry,	(rev)	
Thèse	de	Shuli	LIU	(2017-2020)	
Projet	RFI	FOOD	For	Tomorrow	(2018-2020)	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Filtration	membranaire	

16	

Filtra;on	tangen;elle	en	module	plan	

Filtra;on	dynamique:	disque	rota;f	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	

30°C	

130	cm2	

2	ms-1	
16000	s-1	

185	cm2	

16000	s-1	
66000	s-1	
	



Filtration	membranaire	
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Membranes:	
PES	200	kDa	
PAN	500	kDa	(30	nm)	
PVDF	0,45	µm	
PVDF	1,5	µm	(coalescence?)	
	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	

Mesure	de	la	pression	criJque	
	
ConcentraJon	

Surnageant		 Mélange	
modèle	

SN1	 SN2	

FiltraJon	tangenJelle	
(pression	criJque,	concentraJon)	

FiltraJon	dynamique	
(pression	criJque,	concentraJon)	
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Filtration	du	mélange	modèle	
FiltraJon	tangenJelle,	PTM	=	0,2	bar,	30°C	

•  Stabilité	après	condiJonnement	et	compactage	
•  Flux	de	perméat	(stabilité)	
•  Colmatage		
•  rétenJon(R=1)		
•  Neqoyabilité	

	è:	PAN	500	kDa		
25	<	Jw			<	75	Lh-1m-2	

15	<	JPAN	<	45	Lh-1m-2	

FiltraJon	tangenJelle	

FiltraJon	dynamique	

Intérêt	de	la	filtraJon	dynamique	
(turbulent)	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	
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(g/L)	 SN1	 SN2		

Culture	1	 Culture	2	

Broyeur	à	billes	 3	passes	 1	passe	

MaJère	sèche	 2	 1,4	

Lipides		 0,16	 0,17	

Protéines		 0,38	 0,19	

Sucres		 0,45	 0,32	

Cendres		 1,05	 0,95	

ConducJvité	(µS/cm)	 1049	 993	

pH	 7,6	 7,2	

Surnageants	réels	
1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	
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(g/L)	 SN1	 SN2		

Culture	1	 Culture	2	

Broyeur	à	billes	 3	passes	 1	passe	

MaJère	sèche	 2	 1,4	

Lipides		 0,16	 0,17	

Protéines		 0,38	 0,19	

Sucres		 0,45	 0,32	

Cendres		 1,05	 0,95	

ConducJvité	(µS/cm)	 1049	 993	

pH	 7,6	 7,2	

Surnageants	réels	

-	lipides	=	10%MS		
			Moins	de	lipides	que	prévu	
			Cf:		1er	défi:	la	culture	à	grande	échelle	
	
-	beaucoup	moins	concentré	/mélange	modèle	
						5000L	de	chaque	culture	nécessaire	pour		
						produire	un	mélange	équivalent		
						au	mélange	modèle	
	
	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



21	Couallier	-	GEPEA	-	SFGP	2019	

(g/L)	 SN1	 SN2		

Culture	1	 Culture	2	

Broyeur	à	billes	 3	passes	 1	passe	

MaJère	sèche	 2	 1,4	

Lipides		 0,16	 0,17	

Protéines		 0,38	 0,19	

Sucres		 0,45	 0,32	

Cendres		 1,05	 0,95	

ConducJvité	(µS/cm)	 1049	 993	

pH	 7,6	 7,2	

Surnageants	réels	
1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	

Cellule	
	enJère	
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(g/L)	 SN1	 SN2		

Culture	1	 Culture	2	

Broyeur	à	billes	 3	passes	 1	passe	

MaJère	sèche	 2	 1,4	

Lipides		 0,16	 0,17	

Protéines		 0,38	 0,19	

Sucres		 0,45	 0,32	

Cendres		 1,05	 0,95	

ConducJvité	(µS/cm)	 1049	 993	

pH	 7,6	 7,2	

Surnageants	réels	
1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



0	

0.5	

1	

1.5	

2	
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3	

3.5	

1	 2	 3	 4	

J/
Jw

		

FRV	
DR	surnageant	1	 DR	surnageant	2	

FT	surnageant	1	 FT	surnageant	2	

Lh-1m-2	 Filtra;on	
tangen;elle	

Filtra;on	
dynamique	

Produit	 SN1	 SN2	 SN1	 SN2	

PTMcriJque	 0,45	bar	 0,45	bar	 1	 1	

PTM	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,7	bar	

Jw	 34	 72	 32	 42	

J	(FRV=1)	 52	 70	 69	 123	

J	(FRV=2)	 34	 41	 48	 106	
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Filtration	des	surnageants	réels	
Flux	de	perméat	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	
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FRV	
DR	surnageant	1	 DR	surnageant	2	

FT	surnageant	1	 FT	surnageant	2	

Lh-1m-2	 Filtra;on	
tangen;elle	

Filtra;on	
dynamique	

Produit	 SN1	 SN2	 SN1	 SN2	

PTMcriJque	 0,45	bar	 0,45	bar	 1	 1	

PTM	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,7	bar	

Jw	 34	 72	 32	 42	

J	(FRV=1)	 52	 70	 69	 123	

J	(FRV=2)	 34	 41	 48	 106	
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Filtration	des	surnageants	réels	
Flux	de	perméat	

FT:	performances	similaires	
À	la	filtraJon	du	mélange	modèle	
Malgré	la	différence	de	composiJon	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Lh-1m-2	 Filtra;on	
tangen;elle	

Filtra;on	
dynamique	

Produit	 SN1	 SN2	 SN1	 SN2	

PTMcriJque	 0,45	bar	 0,45	bar	 1	 1	

PTM	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,4	bar	 0,7	bar	

Jw	 34	 72	 32	 42	

J	(FRV=1)	 52	 70	 69	 123	

J	(FRV=2)	 34	 41	 48	 106	
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DR	surnageant	1	 DR	surnageant	2	

FT	surnageant	1	 FT	surnageant	2	 25	

Filtration	des	surnageants	réels	
Flux	de	perméat	

FD:	
J	=	2	à	3	x	Jw 		
Membrane	+	hydrophile	
Colmatage	limité	/	FT	

SN1:	broyage	avec	3	passes	
⇒ Plus	de	peJts	débris	dans	le	surnageant	
⇒ Plus	de	colmatage	
⇒ Flux	plus	faible	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	



Taux	de	rétention	
Filtra;on	

tangen;elle	
Filtra;on	
dynamique	

Produit	réel	 SN1	 SN2	 SN1	 SN2	

Lipides	 1	 1	 1	 1	

conducJvité	 0,12	 0,04	 0,11	 0,15	

Protéines		 1	 0,55	 1	 0,78	

Sucres	 0,74	 0,38	 0,48	 0,52	
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Lipides:	totalement	retenus	
	
Sels:	peu	retenus	
	
Protéines:	totalement	retenues	pour	SN1	
	=>	réorganisaJon?	Intérêt	d’un	fort	broyage?	
ParJellement	retenues	pour	SN2,	RFD>RFT	
⇒ +	forte	interacJon	avec	la	membrane?	
	
Sucres:	rétenJon	aussi	foncJon	du	broyage	
en	FT	

è Performances	de	la	filtraJon	très	dépendante	des	condiJons	de	broyage	
è Co-op;misa;on	indispensable	

Filtration	des	surnageants	réels	
1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	
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Nettoyabilité	

Filtration	des	surnageants	réels	

Solu;on	
filtrée	

Mélange	
modèle	

SN1	 SN2	

Rm	 1,4	 2,0	 1,5	

Rrev	 2,2	 1,9	 1,8	

Rirr	 0,15	 0,37	 0,13	

Rtot	 3,7	 4,3	 3,5	

	
Neqoyage	basique	(ultrasil	110)		
et	eau	de	javel	(100ppm,	pH	11)	

Résistances,		1012	m-1	Filtration	tangentielle	

1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	

Filtration	dynamique	 Nécessité	de	développer		
de	nouveaux	ouJls	de	caractérisaJon	
è	Projets	en	cours	



Couplage	broyage	–	filtra;on:	Compromis	à	trouver	pour:	
•  Augmenter	le	taux	de	récupéraJon	des	composés,		
•  Limiter	leur	réorganisaJon	et	leur	dégradaJon,	
•  Maintenir	les	performances	des	étapes	de	séparaJon	(colmatage).	
Nature	du	colmatage	en	fonc;on	des	différentes	condi;ons?	Impact	sur	le	frac;onnement?	
	
	

Poster	de	Shuli	LIU	
265776	S2-P5	
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Culture/récolte	

(Gunerken	2015)	

Broyage	 Clarifica;on	 Frac;onnement	



Conclusions	et	perspectives	
1	-	Contexte		 2	–	Mat.	&	Méth.	 3.1.	–	Rés./	modèle	 3.2.	–	Rés./	surnageants	 4	-	Conclusion	

Culture/récolte	

(Gunerken	2015)	

Lyse	cellulaire	 Clarifica;on	 frac;onnement	

Culture:	besoin	de	maîtriser	la	produc;on	de	lipides	à	grande	échelle	
	
Condi;ons	de	récolte	et	de	stockage	de	la	biomasse		
èImpact	sur	la	dégradaJon	des	composés	cibles	

	 	 	 	 	 					:	dégradaJon	rapide	des	lipides	quand	les	cellules	sont	dégradées	
	 	 	 	 	 	 	souche	dépendant		

Travaux	de	Shuli	LIU	(en	cours):	possible	dégradaJon	intracellulaire	avant	broyage	
	
	

Balduick,	Algal	research	2017	
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Comparaison	avec	la	litterature	

Lorente	et	al,	Bioreressource	Technology,	2017	

Filtration	des	surnageants	réels	

Nos	essais	 Lorente	2017	

essai	 FT	 FD	 FT	 FD	

Produit	filtré:	MS	 0,14-0,2%	 5%	(non	clarifié)	

membrane	 PAN	500kDa	 PES	5kDa	
PVDF	100	kDa	

PTM	(bar)	 0,4		 0,4-0,7		 5		

J(	Lh-1m-2)	 34-51	 48-123	 7-25	 5-65	

Rirr		1012	m-1	

	

0,13-0,34		 54		
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