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Les membranes de filtration 
permettent de filtrer et d'isoler 

des molécules d'intérêt.

Proteins Lipids Polysaccharides

Microalgae valorisation

La valorisation des microalgues a un 
large spectre d'applications telles 
que l'industrie pharmaceutique, 
cosmétique, alimentaire ou les 

biocarburants.
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L'accumulation de matière, le 
colmatage, est un verrou majeur : On ne 

connaît pas encore la nature de ce 
phénomène à l'échelle microscopique.

Application

Objectif principal : comprendre la structure et la formation du colmatage dans les membranes polymères de filtration.

Les deux sont sensible aux faisceaux d'ions et 
d'électrons, amorphe, isolant et à faible contraste, il 
est difficile de les différencier. Les biomolécules sont 

de petite taillle (10 nm -10 µm), agrégats, charges

membrane biomolécules

Des protocoles spécifiques doivent être développés.

Intérêt des conditions cryogéniques 
sur les membrane colmatées :

• Evite l'effet de la déshydratation.
• Conserve et permet l’observation 

de l’état natif de l’échantillon.
• Stabilise les protéines et les 

molécules du vivants. 
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Traitement 3D

Acquisition d’un volume 3D :

Préparation de l’échantillion à froid :
Les biomolécules sont marquées à l’uranyless pour les lipides (La) et au PTA 
(phosphotungstic acid, W) pour les protéines avant d’être filtrées par la membrane et un 
colmatage apparait (1). La membrane colmatée est coupée et plongée dans l’azote 
pâteux (mis sous vide, -210°C)(2). L’échantillon congelé est transféré sous vide via une 
canne munie s’un sas (3). Puis, il est inséré dans le sas de transfert (-150°C) et métallisé
avec du platine (4). Enfin, il est transféré dans la chambre du MEB maintenue à froid.

le FIB (focused ion beam) permet de couper la matière, 
révélant l’intérieur de l’échantillon, tandis que le MEB

(microscope électroque à balayage) permet son 
observation. En alternant coupe fine et imagerie, un stack 

d’image 2D (ou volume 3D), avec une résolution cubique de 10 
nm est obtenue. Durée de l’acquisition : ≈6-12h

Le volume 3D permet une segmentation et une quantification de la 
membrane et de son colmatage (exemple de paramètre pouvant être extrait pour les pores de la 
membrane : taille, porosité,tortuosité, connectivité… etc.
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Marquage par métaux lourd des biomolécules (lipides et protéines) formant le colmatage :

• Des spots de colmatage de biomolécules (lipid et protéines, en 
cohérence avec les précédent travaux (1)) à la surface de la 

membrane. 
• Du colmatage externe sous la forme d'une couche de 

biomolécules à la surface de la membrane.
• Du colmatage interne jusqu’a quelques micromètres de 

profondeur de la surface de la membrane
• Les deux ont un fort impact sur la performance de la membrane 

et sont parfois observé ensemble.

Protocole de reconstruction et de quantification 3D publié dans Roberge et al, Journal of membrane science, 2022.
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(1) C. Rouquié, … H. Roberge, Separation and Purification Technology (2022).

Intérêt du marquage des biomolécule :
• Permet l’identification du colmatage 

en réhaussant le contraste de l’ensemble 
des biomolécules.

• Permet la différenciation du colmatage 
avec la membrane et des biomolécules 
entre elles (lipides et protéines).
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Caractérisation du colmatage des membrane par cryo FIB/MEB :
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Colmatage externe

• L'uranyless est trop dilués
pour conclure sur le marquage 
des lipides mais rehausse le 

contraste général du colmatage. 
Les lipides sont identifiables avec 

le signal carbone.

Un colmatage externe est 
observé où les biomolécules 
sont facilement identifiables :

• Le PTA permet l'identification 
des protéines parmi les 

biomolécules. 
Roberge et al, en préparation
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