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Résumé du projet (5 lignes en anglais) :

The aim of this work is to carry out a global study from the rheological properties of microalgae
suspensions to a microfiltration membrane process. The aim is to determine under which operating
conditions the microalgae could break. The integrity of these microalgae suspensions is evaluated as a
function of the operating conditions using X ray tomography, TEM and MEB. The complementary
aspect of these techniques should allow the determination of average but also individualized
information about microalgae.
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Contenu scientifique (3 pages maxi)

L Contexte scientifique

Les microalgues sont des micro-organismes photosynthétiques qui constituent le premier maillon de la
chaine alimentaire en milieu aquatique et qui se développent a partir de CO; et d’énergie lumineuse. Grace
a leur contenu cellulaire composé de protéines, de lipides, de glucides, de pigments et d’autres molécules
d’intéréts, les microalgues offrent des solutions en réponse aux enjeux actuels de transition
environnementale, alimentaire et énergétique. Ainsi, elles peuvent étre utilisées pour diverses applications
(santé, alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, traitement de 1’eau, biomatériaux et ¢Energie).
Aujourd’hui, a peine une vingtaine d’especes sont utilisées a des fins commerciales et en France seulement
4 especes sont certifiées pour une utilisation alimentaire (la Spiruline depuis 1981, Odontella aurita depuis
2002, la Chlorelle depuis 2004 et Tetraselmis chuii depuis 2014). Dans le cadre de la concentration de
produits d’intérét pour ces différents domaines industriels, 1’optimisation de la production de microalgues
et ’extraction de métabolites d’intérét apparaissent clairement comme des voies en devenir du fait de la
diversité des microalgues et des métabolites présents et ¢’est dans ce cadre que se positionne ce sujet de
recherche._Le projet de recherche va porter sur la culture de microalgues pour des applications en
cosmétiques et pharmaceutiques.
II. Programme
I1.1. Concentration de microalgues par procédés membranaires

Les microalgues sont des particules « solides » en suspension dans leur milieu de culture et des procédés
de séparation solide/liquide sont utilisés pour les récolter. La centrifugation apparait comme un procédé
fiable, peu couteux et nécessitant trés peu d’entretien pour la récolte de microalgues. Cependant, les
performances de ces procédés sont fortement liées a 1’espéce cultivée (grande biodiversité des souches), a
la taille de la microalgues et a la concentration en suspension (0.1 a 10 g.L"") dépendant des systémes de
production. Aussi, une étape de pré-concentration de la biomasse (décantations/concentrations successives)
doit généralement étre appliquées dans la profession pour optimiser ce procédé en particulier pour les petites
microalgues qui ne peuvent étre directement centrifugées. Cela consiste, chez les industriels, a induire la
floculation des sels (entrainant les cellules de microalgues) par modification des paramétres du milieu (pH)
grace a I’ajout de réactifs chimiques. L utilisation de ces produits chimiques, peut avoir un impact délétére
sur ’environnement et sur la qualité de la biomasse produite. De plus, le cotlit des produits chimiques
augmente et pénalise économiquement la production de ces microalgues. Etant donnés la taille des
composes ciblés et les facteurs de concentration souhaités, la perméabilité de la membrane diminuerait
drastiquement pour devenir quasi nulle lors de la filtration de cette matrice et |’utilisation d’un procédé
membranaire pour cette application n’a ainsi jusqu’ici pas été envisagée. La mise sur le marché de
membranes en carbure de silicium présentant de trés faibles tortuosités change la donne et ouvre des
perspectives intéressantes. Des expériences de concentration par microfiltration pour étudier le colmatage
seront réalisées en fonction du temps, des facteurs de concentration et des débits de circulation avec des
membranes industrielles. Les pertes de matiére, les facteurs de concentration en maticres seches accessibles
et la qualité du concentrat de microalgues seront les critéres de faisabilité. La gestion du procédé¢ prenant
en compte le flux de filtration, 1’utilisation de backpulses ou de backflush pour maintenir les flux et/ou
récupérer les microalgues seront ainsi étudiés. Différentes espéces de microalgues seront étudiées comme
Odontella aurita ou Phaeodactylum tricornutum. Dans le cadre d’un projet respectueux de I’environnement
mais également d’optimisation de procédés de production, des cultures de microalgues seront réalisées avec
le perméat obtenu lors des étapes de concentrations dans un objectif de réutilisation des eaux mais
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¢galement pour réinjecter les nutriments non consommeés. Une étude préliminaire réalisée en interne au
M2P2 a permis de montrer la faisabilité de cette approche

Aspect innovant : La concentration de microalgues par membrane en carbure de silicium n’a jamais été
envisagee et apparait pour cette étape une innovation trés importante a la vue des facteurs de
concentrations souhaités. Le projet s’inscrit dans une volonté de développement durable avec la
reutilisation des eaux limitant le prélevement a la source mais aussi avec la volonté de recycler les
nutriments résiduels nécessaires a la croissance des algues.

I1.2. Cisaillement des microalgues

Au-dela des questions liées a la perméabilité et de la faisabilité globale d’un procédé de concentration de
microalgues, un autre verrou scientifique et technique a été identifié : les contraintes de cisaillement dans
la pompe et dans la membrane pourraient endommager les microalgues. Cette étude spécifique concerne
I’impact de la contrainte de cisaillement sur la structure des objets micrométriques avec deux objectifs : (i)
dans le cas de la concentration des microalgues et de leur remise en culture a partir du concentrat et/ou du
perméat, cette contrainte devra étre suffisamment faible pour ne pas endommager la structure des
microalgues (partie ci-dessus) et (ii) elle devra étre assez forte, une fois la concentration ciblée atteinte,
pour casser ces structures et libérer ainsi les métabolites et autres composés d’intérét. . L’étude rhéologique
des microalgues portera donc sur une plage de concentration attendue a minima lors des phases de
concentration par membrane a savoir de Cy a au moins 10 Cy. La plage de contraintes de cisaillement sera
celle donnée par les pompes a faibles contraintes d’une part et les débits de circulation maximum dans les
membranes d’autre part. Le temps sera également un facteur important a prendre en compte pour savoir si,
soumis a une contrainte de cisaillement durant 1’étape de filtration, la structure de microalgues reste intégre
ou pas. S’il y a libération des métabolites, la rhéologie du fluide change et la viscosité du produit augmente
impactant forcément le procédé de filtration membranaire. L apport de cette étude rhéologique sera alors
important pour (i) mieux appréhender cette augmentation de viscosité dans la conduite du procédé de
filtration, (ii) prévoir la réutilisation des concentrats et/ou des perméat pour une remise en culture et (iii)
prévoir le relarguage des métabolites et composés d’intérét.

Aspect innovant : Etude de la structure de microalgues sous contrainte de cisaillement contrélée et apport
de ces résultats sur la concentration par membrane.

I1.3. Validation de I’intégrité

Pour valider I’effet du cisaillement sur les microalgues, 1’intégrité des microalgues sera étudiée par
différentes approches : (i) fluorescence : la spectroscopie de fluorescence 2D est une technique sensible
pour le suivi des systémes biologiques et permet de suivre la viabilité des microalgues, (ii) TEM et MEB.
Le MEB Jeol 7900F du CINaM permet de travailler a trés basse tension (inférieur a 1kv) tout en gardant
une résolution optimale (< 1 nm). Ce travail a trés basse tension permet premicrement de travailler sur des
¢chantillons isolants sans nécessiter une métallisation de conduction (susceptible de masquer des détails de
surface) mais surtout de faire ressortir I’extréme surface des échantillons : moins de pénétration dans le
matériau grace a la faible tension d'accélération du faisceau). Si toutefois le travail a trés basse tension
devait étre insuffisant pour imager I’échantillon, le microscope est équipé¢ d'un mode "low vaccum" qui
permet de travailler sur des échantillons tres fragiles et/ou hydratés en modifiant la pression a I’intérieur de
la chambre du microscope (10 a 300 Pa). Ces modes de travail, ainsi que la possibilité¢ de fixation des
microalgues (formaldéhyde), devraient permettre d'imager les échantillons. Le TEM et la préparation des
¢chantillons associés devraient permettre d’imager 1’intérieur des microalgues pour voir s’il y a des
modifications sur les aspects métabolites. Il est a noter que ce travail a déja été réalisé sur des virus en
partenariat entre les deux laboratoires (iii) la microtomographie a rayons X doit permettre d'accéder a
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des parametres globaux a I’échelle de la population, tout en déterminant les caractéristiques de chaque
cellule (volume cellulaire, surface cellulaire, sphéricité...). L’intérét du dispositif de tomographie réside
¢galement dans le fait qu’il sera possible de réaliser des acquisitions volumiques a I’échelle du dispositif
expérimental sans manipulation des populations de microalgues. Des techniques de traitement d’images
spécifiques devront étre développées pour individualiser les microalgues et ainsi accéder a leurs
descripteurs morphologiques. L'indice d’absorption des rayons X étant lié a la composition chimique des
cellules, notamment a leur masse séche, la tomographie devrait également permettre le suivi de I’évolution
des composants des microalgues apres cisaillement. L holotomographie peut étre appliquée sur tout
¢chantillon semi-transparent d’épaisseur inférieure & 40 pm (micro-organismes de type microalgues).
L’enregistrement de séries temporelles est possible. (iv) Mise en culture : une remise en culture utilisant les
perméats de filtration membranaire et les microalgues cisaillées permettra de confirmer la viabilité¢ des
techniques analytiques précédemment citées.
I11. Retombées attendues

Les retombées attendues sont nombreuses : (i) 1’écriture de publications sur la concentration des
microalgues par membranes, sur 1’étude rhéologique des suspensions de microalgues sous cisaillement
controlés, (ii) la comparaison des différentes techniques analytiques, (iii) de nouveaux partenariats et des
réponses a des appels a projet. Les résultats, s’ils s’averent positifs, pourraient étre étendus a 1’échelle de
quelques m® pour montrer la faisabilité industrielle chez le partenaire Innovalg.
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