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INTRODUCTION



Il est reconnu depuis plusieurs années que leoalgires sont une source intéressante
de nombreux composés comme certains pigments,e$ipioi polysaccharides. Jusqu’a
présent, les microalgues ont été principalemetiségis en aquaculture pour l'alimentation
des larves et des jeunes coquillages, ou pouoldugtion de molécules a haute valeur ajoutée
a destination des industries cosmétique et nuttageu Récemment, leur exploitation s’est
orientée vers de nouveaux domaines tels que lasstinels alimentaires et de la nutrition
animale (source protéique, compléments alimentaicb®s en protéines et vitamines), puis
plus récemment vers les marchés de masse que&wrgie et la chimie verte. L'intérét s’est
focalisé en particulier sur I'obtention de lipidasutres (TriAcylGlycérols TAG) pour la
production de biodiesel. Il est probable que cesch&s générent dans les années a venir une
forte demande de microalgues et, par conséquesttitesnt le développement de procédés de
production complets allant de leur culture a lefimage.

Une des étapes cruciales et centrales de ces pmestl sans conteste la récolte. En
effet, la problématique de la récolte est liée adture de la souche a récolter (taille, forme,
métabolisme conduisant a la génération d’exsudgpe tpolysaccharides source de
perturbations possibles),.aux caractéristiques du milieu de culture inh&gesa production
(physico-chimie du milieu, pH, salinité...) ainsi gux moyens de production (systeme
ouvert ou fermé type photobioréacteur). Ces desrpermettent actuellement d’atteindre des
concentrations en biomasse comprises entre 0,1gud0™ (concentration de la biomasse
exprimée en terme de matiere séche). Pour étreita| cette biomasse doit étre amenée a
des niveaux de concentrations compris entre 5G@tg2s.L ™ selon les étapes de traitement
avales, par élimination d’'une partie du milieu ddture. Cette étape est critique car les
estimations montrent qu’elle représente en moy&na 30 % du colt global du procédé (et
méme jusqu’a 50 % dans les cas les plus défavajalle centrifugation est reconnue comme
la technologie de référence car elle est efficaamasdla majorité des configurations
(concentration en biomasse de la culture, taillefoeme des cellules, performances de
séparation...), mais son caractére énergivore (1 &WB.m>) la réserve aux marchés de
niche et I'exclue des marchés de masse. Dans celitions, un intérét particulier est porté
sur les procédés de séparation peu énergivoregjuelda floculation, la décantation et les
procédés de séparation par membrane.

L’efficacité de la séparation gravitaire est gétedreent supérieure a 80 % et peut
atteindre 95 % pour des coits énergétiques infériau kWh.rit et avec des concentrations
en biomasse atteignant au mieux 3R.5. La décantation simple ne semble réalisable que

pour des cellules dont la taille est élevée (> #t)..De ce fait, une coagulation/floculation

8



doit étre effectuée dés lors que la taille desutadl a récolter est inférieure a 50 um. De
nombreuses technologies sont disponibles comméidation d’agents chimiques tels que
ceux utilisés dans le traitement des eaux, la dxofhtion, I'électrocoagulation ou
électrofloculation ou la floculation naturelle.

Les microalgues peuvent aussi étre concentréesngamembrane semi-permeéable de
micro ou d'ultrafiltration, avec des efficacitésophes de 100 %, et ce a des concentrations
élevées allant jusqu’a 180 — 20Qsd-" (par deux étages successifs de concentrationy. Pou
cette technologie, le colt énergétique, essentieid d0 aux pompes de gavage et de
recirculation, peut s'élever jusqu'a 2 kWh3nDe plus, ces pompes peuvent étre source de
dommages sur des cellules fragiles ce qui peutuiond générer des fragments cellulaires et
a libérer des métabolites pouvant accroitre le atdge du matériau membranaire. Si les flux
de perméation sont généralement inférieurs & 8. le contréle de I'hydrodynamique de
I'écoulement peut limiter ce colmatage et, a déthatigmenter ces flux de perméation, leur
éviter une décroissance trop rapide.

L’objectif de cette étude est d’évaluer les perfances de la floculation — décantation
d'une part, et des procédés de séparation par na@e’autre part pour la récolte d’'une
microalgue d’eau douce. La souche retenueCedbrella vulgaris microalgale verte d’eau
douce, unicellulaire et non flagellée et faisantipades souches majoritairement cultivées a
grande échelle de par son intérét industriel. $@mreuest aisée, et son potentiel commercial
est également intéressant tant pour des applicaitimentaires du fait de ses teneurs en
protéines (60%), polysaccharides (20%), acides mpassaturés (15%), caroténoides (lutéine
par exemple) et vitamines, mais également pouragplications biocarburants. Elle peut en
effet, sous des conditions favorables, conteniqyiss prés de 60 % de lipides neutres en
matiéres séches, avec une productivité de I'ordrétdmg.*.jour™.

La récolte deChlorella vulgaris sera investiguée dans un premier chapitre par
floculation naturelle. Celle-ci consiste en la ppéation de sels a partir d'ions présents dans
le milieu de culture qui découle de I'élévationtledu pH résultant de la photosynthése et du
strippage du C@dissous dans le milieu. Ce type de floculationcestnu pour les souches
marines dont les milieux de culture sont richesels, mais les mécanismes conduisant a la
floculation restent flous, et les conditions d’apafion sur une souche d’eau douce restent a
préciser. Cette floculation sera ainsi étudiée ddasx milieux de culture réels avec
respectivement I'ion ammonium et I'ion nitrate comsource d'azote. Les milieux a base de
nitrate sont les plus couramment utilisés pouneldtes microalgues, mais les milieux a base

d'ammonium sont également considérés Chlorella vulgaris est capable de métaboliser
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cette source d'azote. Celle-ci permet en outrialibéer des milieux hautement assimilables
en vue d'éviter I'accumulation de composés minélansxdu recyclage des milieux de culture
apres récolte (Thése de Farid Hadj-Romdhane soaitendaboratoire en décembre 2012).
L’'impact de la composition du milieu (source d’agatoncentration en magnésium, calcium
et ions phosphates...) sur les performances de ¢al#iton naturelle d€hlorella vulgaris
(efficacité, durée de sédimentation, concentrafioale en biomasse...) sera étudiée, et on
cherchera a préciser les mécanismes de floculaisociés.

La récolte decChlorella vulgaris par séparation membranaire sera également
investiguée dans un second chapitre. La filtrateorgentielle, classiquement rencontrée dans
le monde industriel, sera étudiée pour servir deelbde comparaison avec un procédé de
filtration dite dynamique. Cette technologie, aytnodynamique particuliere, permet de
limiter le colmatage des membranes, par amélioraties vitesses tangentielles a la
membrane, ainsi que limiter les effets destructdi@s aux pompes d’alimentation, par
réduction des vitesses de circulation (vitessetdgts) dans le circuit. Cette technologie peut
présenter des performances plus intéressantesagfikrdtion tangentielle, que ce soit en
termes de flux de perméation ou de concentratiomses. Elle peut en particulier étre
compétitive en tant que"® étape d'une filtration multi-étagée visant a obteme récolte
fortement concentrée en biomasse. Au-dela d’'umgdiree de grammes (en matieres séches)
par litre, les suspensions Glorella vulgarisont en effet un comportement rhéologique non
newtonien qui peut induire des pertes de charge élevées en filtration tangentielle
classique, voire a une dégradation des cellules tlarcas de souches fragiles (These de
Antoine Soulies a soutenir au laboratoire en 2013).filtration dynamique peut alors

constituer une alternative intéressante.
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1. Utilisation des microalgues a des fins commerciales

Depuis quelques années, il a été montré que leahyues (algues microscopiques
de 1 a 20 um) peuvent étre la source d’'une graadéte de produits a haute valeur ajoutée
comme certains pigments tels que [I'Asthaxanthire, B-Phycorérythrine ou la C-
Phycocyanine, pour ne citer que ces exemples.

Derniérement, compte tenu du tarissement des nessofossiles actuelles, l'intérét
pour les microalgues s’est orienté vers leur ca@axiproduire des lipides. A l'issu de leur
transformation, une nouvelle source de biocarbypantrait ainsi étre développée [Williams
& Laurens, 2010].

Aujourd’hui, les marchés exploitant les microalgsest limités a des applications de
niche. On peut supposer que, dans les années i Niatérét suscité par la production de
biocarburants va engendrer un fort accroissemera aiemande et donc une nécessité de

disposer de moyens de production et de post-traitetout aussi conséquents (Figure 1).

Prévision de mise sur le marché de produits issus des microalgues a
horizon 2020

depuis 2015-2020 Marché de

masse
depuis 2012-2015 u

N

Marché Intermédiare
Jusqu’a 2010-2012
v

Marché de niche rte

Figure 1 : Perspectives du marché mondial d’exploitation des microalgues

1.1. Marchés de petite ou de moyenne taille (cosmétique, pharmaceutique...)

Les premiers marchés des microalgues se résumaikniproduction de produits a
(haute) valeur ajoutée (Tableau 1) pour des dormmairectivités tels que la cosmétique, la
nutraceutique, ou encore l'aquaculture.

Puis, I'exploitation des microalgues s’est orientésrs des domaines d’activités
comme l'alimentaire et la nutrition animale avecp&int de mire les marchés de I'énergie et
de la chimie verte [Olaizolet al. 2003 ; Mataet al. 2010].
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Tableau 1 : Applications possibles de produits issus de sources microalgales [d’apreés Singh et al. 2011]

Product group

Applications

Examples/producer

References

Phycobiliproteins Pigments, cosmetics, pro

carotenoids

Polyunsaturated
fatty acids
(PUFAs)

Vitamins

Proteins/Amino
acids

Alkaloids

Protease
Inhibitors

Microalgal
Metabolites

Polysaccharides

vitamins, pigmentation

Food additive,
nutraceutical

Nutrition

Anti HIV-1

Reversing activity against
multi drug resistance
Immuno-suppressive

Hormothamnin
Antillatoxin- ichthiotoxic

Acetogenin-cytotoxicity towards
leukaemic cells
Anti-tuberculosis Activity

Elastase inhibiting activity

Inhibitor of platelet activating
factor- induced platelet aggre-
gation

Inhibitors of serine proteases,
including elastase

Hypocholesterolemic effect
Anticancer effect

Cytotoxicity against epidermoid
and adeno carcinoma cells
Anti-inflammatory Activity

food coating, emulsifying and
gelling agents, flocculants and
hydrating agents; remove toxic
metals

Inhibit tumor invasion and
metastasis

Phycocyanin (Spirulina platensis)
Phycocyanin, phycoerythrin
(Porphyridium cruentum)
C-phycocyanin-hepatoprotective
effect (Spirulina platensis)
B-carotene (D. salina)

Astaxanthin, leutin, zeaxantin
and canthaxantin
(Haematococcus pluvialis)
Eicosapentaenoic acid (EPA) (Chlorella
minutissima, Crypthecodinium)

Docosahexaenoic acid (DHA)
(Schizochytrium sp, Gymnodinium,
Crypthecodinium, Ulkenia)

Arachidonic acid (Parietochlorisincise,
Porphyridium cruentum)

Biotin (Euglena gracilis)

«-tocopherol (Vitamin E) (Euglena gracilis)

Ascorbic acid (Vitamin C) (P. moriformis,
Chlorella spp)

Cyanovirin-N (CV-N)

(Nostoc ellipsosporum)

Hapalosin (Hapalosiphon welwitschii)

Microcolin (Lyngbya)
Harmathamnion enteromorphoides

Cyclodepsipeptides
Curacin- inhibits tubulin polymerization

(+)-8-hydroxymanzamine derivative, e.g.,
Ircinol A, Manzamine A, Litosterol
(Litophyton viridis)

Cyclic desipeptides (Scytonema hofmanni
pee 7110)

Phosphoglyco-analog of acyl-acetylated
sphingosine, glyco-analog of phosphatidyl-
glycerol (Scytonema julianum)

Micropeptins, aerugenosins, microginins,
anabaenopeptins and microverdins

(Aphanizomenon flos-aquae)

Diacylglycerols (Spirulina fusiformis,
Dunaliella and Phormidium tenue)

Borophycin (Nostoc linckia and Nostoc
spongiaeforme var. tenue)

Carotenoids ([3-carotene, lycopene, lutein;
C-phycocyanin

Acidic sugars (glucuronic and/or galacturonic
acids) and other anionic organic (acetyl,
pyruvil) and inorganic (phosphate and
sulfate) substituent.

Chrysolaminarin (a soluble -1,3-polyglucan
(Phaeocystis pouchetii)

Sulphated polysaccharide, calcium spirulans
(Aphanizomenon flos-aquae)
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Microbicides Bactericide Spirogyra Muller-Feuga et al. 2003
Anti-viral Anti-HIV Cyanoviridin-N Gustafson et al. 1989;
(Lyngbya Yang et al. 1997
lagerheimeii and
Phormidium
tenue)

Inhibits Herpes simplex, human Calcium spirulan  Ayehunie et al. 1998;
cytomegalovirus and measles virus (Ca-SP) Hayashi and Hayashi
(Lyngbya 1996; Hayashi et al.

lagerheimeii and 1996
Phormidium
tenue)

Anti-helminthic Dihydroxy tetrahydrofuran, Jasplakinolide Donia and Hamann 2003
(brown algae-Notheia anomala)
Fungicide- apoptosis Cryptophycin (Nostoc sp. ATCC 53789) Burja et al. 2001; Panda et al. 1998
of tumor cells
Anti-protozoan: Leishmaniasis ~ Sodium stibogluconate and meglumine Berman 1998
treatment antimonite

1.2.Marchés de grande échelle : les biocarburants

1.2.1. Biocarburants de 1¢¢ et 2nde génération

Parmi les diverses sources d’énergie renouvelglassibles, les biocarburants sont de
plus en plus reconnus pour I'intérét collectif evdhient a I'avenir jouer un réle crucial dans
l'infrastructure énergétique mondiale.

La premiére génération des biocarburants se réfgsentiellement aux ressources
issues de l'agriculture a vocation alimentaire camtamidon (blé, mais), le sucre (sucre de
cannes, betteraves a sucre), et I'huile végétalegctournesol...). Parmi ces biocarburants,
on retrouve classiquement des biodiesels, desdoiolal (bioéthanol) et du biogaz.

Malgré la continuité des recherches pour accrdétneroduction et la consommation
des biocarburants dé”‘igénération, leur utilisation dans le secteur dassports est restée
limitée en raison de la compétition avec le sectdimentaire pour les terres arables. Le
risque d’'un manque de matieres premieres pour deséds alimentaires et 'augmentation
consécutive du prix de celles-ci sont un frein paoe exploitation significative de cette
nouvelle source énergétique. Les biocarburant§@génération n’utiliseront plus de denrées
alimentaires (céréales, betteraves ...) pour leuridation, mais des ressources plus
diversifiées, provenant de plantes notamment ddiéee ligno-cellulosique conduisant aux
mémes types de biocarburant [Natkal. 2010 ; Qureshet al. 2010].

1.2.2. Biocarburants de 3¢me génération

En tenant compte des inconvénients majeurs isssibidearburants de®f et 2'%
génération, une filiere de biocarburant d8°génération a vu le jour et offre des perspectives
d’avenir particulierement intéressantes en terngesafutions énergétiques. Leur production

est basée sur les composés (ou molécules) propaitsdes microalgues. En effet, ces

14



microorganismes photosynthétiques peuvent se déwelaapidement et convertir I'énergie
solaire en énergie chimique via la fixation de ;,CQes microalgues sont pour l'instant
considérées comme une source prometteuse pouodagtion de biodiesel, de biokérosene,
de bioéthanol voire d’hydrogene [Mattal.2010].

Les caractéristiques des différentes génératiornsabarburant peuvent étre résumées

dans la figure suivante (Figure 2).

| Biofuels |

Firewood, wood

chips, pellets, |

animal waste, forest \1/ \1/

and crop residues, [«—  Primary | | Secondary |
landfill gas |

v v ¥

rd .
3" generation
Substrate: Algae, sea weeds

T =
2" generation
Substrate: lignocellulosic biomass

st .

1" generation
Substrate: Seeds, grains or sugars
Bioethanol or butanol by enzymatic Biodiesel from algae
hydrolysis

Bioethanol or butanol by
fermentation of starch (wheat,

barley, corn, potato) or sugars Bioethanol from algae and sea

(sugar cane, sugar beet, etc.)

Biodiesel by transesterification of
plant oils (rapeseed, soybeans,

Methanol, Fischer-Tropsch gasoline
and disesel, mixed alcohol,
dimethyl ether and green diesel by
thermochemical processes

weeds

Hydrogen from green algae and
microbes

sunflower, palm, coconut, jatropha,
used cooking oil, animal fats, etc.)

Biomethane by anaerobic digestio

Figure 2 : Classification des biocarburants (d’aprés Nigam et Singh, 2011)

bY

Ainsi, la fabrication de biocarburants a partir descroalgues semble étre une
alternative prometteuse pour pallier aux difficslige production que rencontrent les deux
premieres générations, telles I'accés a une saliezel. Un autre intérét est que leur culture
n'est plus en concurrence avec les cultures vesietant pour l'alimentation humaine
gu’'animale, tout en offrant une productivité supére, grace a leur meilleur rendement
photosynthétique, a celles des végétaux terreSiedseau 2) (Christéet al. 2008 Benemann

et al. 2010.

De plus, de nombreuses souches sont extrémemkees i huile, la fraction lipidique
pouvant dépasser 70 % en poids de la biomasse skxise certaines conditions [Christi
2007]. D’autre part, la culture de microalgues p&affectuer de maniére continue, et elles
peuvent consommer de grandes quantités dg @®la peut devenir un atout sur le plan
environnemental puisque le @Pourrait étre capté par exemple dans les fuméegmteales
thermiques ou d'incinérateurs, entrainant unesatibtn de ce CQO plutdt qu’'un rejet

atmosphérique.
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Tableau 2 : Comparaison des productivités en biocarburants issus de microalgues et d’autres ressources

agricoles [d’aprés Mata et al. 2010]

Plant source Seed oil content Oil yield Land use Biodiesel productivity
(% oil by wt in biomass) (L oil/ha year) (m? year/kg biodiesel) (kg biodiesel/ha year)

Corn/Maize (Zea mays L.) 44 172 66 152

Hemp (Cannabis sativa L.) 33 363 31 321

Soybean (Glycine max L.) 18 636 18 562

Jatropha (Jatropha curcas L.) 28 741 15 656

Camelina (Camelina sativa L.) 42 915 12 809

Canola/Rapeseed (Brassica napus L.) 41 974 12 862

Sunflower (Helianthus annuus L.) 40 1070 11 946

Castor (Ricinus communis) 48 1307 9 1156

Palm oil (Elaeis guineensis) 36 5366 2 4747

Microalgae (low oil content) 30 58,700 0.2 51,927

Microalgae (medium oil content) 50 97,800 0.1 86,515

Microalgae (high oil content) 70 136,900 0.1 121,104

2. Exploitation industrielle des microalgues

2.1.Schéma global de production et problématique
Les procédeés intégrés d’exploitation industriekengicroalgues devront étre basés sur

un enchainement optimisé d’opérations unitairegu(fe 3).

AR
¥ o
r'; -

&

|
|L> Production de

T Extraction- . e
; mmmp  RECOIE | Biomasse | ; =} | Produits
biomasse Biomasse Fractionnement
-~

/ A [ 1 A —
- — . 1 Efffuents . s & : |
| €0 e nutriments. | 1 Effiwents Effuents
et

Recyclage

Figure 3 : Schéma global d’exploitation de microalgues a grande échelle

L'objectif majeur est de disposer d’'un schéma dlaluat la balance énergétique soit
positive (énergie produite supérieure a celle comaée durant le processus). Dans le schéma
d’exploitation, trois étapes importantes peuvenhduire a des colts énergétiques et
d’exploitation élevés.

La premiére est celle de la production de biomasskissue de la production, la
concentration en cellules microalgales dans laensipn se situera entre 0,1 et 3@.5™
environ selon le systeme de culture, nécessitansi diélimination de quantités non
négligeables d’eau de culture.

La récolte de la biomasse est aussi une étapardatarte puisqu’elle peut représenter
jusgqu’au tiers des codts d’exploitation de la bisseg[Gudin & Thepeniet986; Molina
Grimaet al.2003]. Les performances de I'étape de récoltesqui fonction des propriétés de
la phase entrante (concentration en biomasse,siiéco) et des caractéristiques de la souche

(taille, forme, concentration...), auront une infloerdirecte sur les étapes aval.
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La troisieme étape concerne le post-traitementnsdeette phase se retrouvent
I'extraction et le fractionnement des métabolitédatdrét préalablement synthétisés par les
microorganismes.

La Figure 4 met en évidence les différentes teldyies susceptibles d’étre utilisées

au cours des différentes étapes de la productidmodarburants & partir de microalgues.

[ Photobioreactor J— - —[ Cultivation } - —( Open pond J

= { Filtration }
: v :
[ Floatation } -- Tl' { Harvesting } -|l -- { Flocculation J

[ Centrifugation J“‘l

I
I
[ Sedimentation ]___1 L Ultrasound ]
y \ 4 . .
,----[ Physical extraction ]
{ Biomass conversion ] [ Extraction 4
l '----[ Chemical extraction J
v

———————— ‘[ Thermochemical ] [ Biochemical ]

- —[ Gasification } - Syngas

]

|

|

|

}—{ Transesterification }—Biodiesel
|

|

|

|

gaseous products

{ Fermentation ]— —Ethanol

-- Liquefaction } - Bio-oil

Vs

—~| Hydrogenation } -Bio fuel

.

I
I

I

|

|

I

I

I

I &

e : _Bio oil, Bio char,
: Pyrolysis
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I

I

I

I
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Figure 4 : Synthése des technologies possibles pour I'exploitation des microalgues a des fins énergétiques

[d’apres Suali et al. 2012]

Dans les paragraphes suivants, nous allons petdestdifférentes étapes de culture,
extraction / fractionnement et de recyclage avéatiatder en détails la récolte qui fait I'objet

de I'ensemble de ce travail de thése.
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2.2.La culture des microalgues

2.2.1. Les microalgues, organismes photosynthétiques, source de

biocarburant ?

Le terme microalgue désigne les algues (« plantatape ») dont la taille est de
'ordre du micrometre. Ce sont des organismes a@gétini ou pluricellulaires vivant dans
des milieux fortement aqueux. On estime a aujowidjue le nombre d’especes varie entre
200 000 et 1 000 000 (contre 250 000 especes \Végédearestres) et comme toute plante, ce
sont des organismes photosynthétiques. Pour cedgpeicroorganismes, un doublement de
population est observé tous les 24 h environ.

La grande majorité des especes est eucaryote (get@rdsant par la présence d'un
noyau et de mitochondries dans leurs cellules)o#trario, les « microalgues bleues » sont
des organismes procaryotes (pas de noyau cellulairde chloroplastes a linstar des

bactéries) sont plus généralement appelées cyatéoieaq Figure 5).

& Paral cellulaire
(carbohydrates)
Cytosol {pheospholipides)
. a = Chloroplaste
Pyrenoide (=
Ly
A
Mitochondrie —-—'[’1
Y Thylakoides
Appareil de T |[chlorophylle ; p
Golgi caroténe)
Lipidesde —— = == Grain d'amidon
réserve :
{TAG)
|
MNoyau )
— Vacuole
CLY -
e 1 700 Thylakoides (contenant la
‘\'*{:_,{ chlorophylle) et
" et PhiyCOblisSOME
N \,_‘ _ [contenant phycocyanine
¥ Vi S e ~ "-\fu et phycoérythrine)
Carboxysome -:I}"I S 180~ . 4 3 \\
(fixation CO,) i ' S 4 Ny | I"‘_, Thylakeides
‘—_Tf f 4 g 2 % (chl hylle :
ts ADN — (4 o caroténe)
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Figure 5 : Schéma de structure d'une microalgue verte (A) et d'une cyanobactérie (B) [d'apres Pignolet et al.

2013]
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Lors de la photosynthése, les microalgues ditestraythes génerent leur matiére
organique (sucres, lipides)..a partir de substances minérales qu'elles pudetéur milieu
de culture (C@ sels minéraux). L'énergie requise pour cetteh&gd est apportée par la
lumiere captée par les pigments assimilateurs i@plylles). En hétérotrophie, le
microorganisme synthétisera sa matiere organicueetér de matiere organique déja présente
dans le milieu de culture.

Dans les microalgues vertes, I'énergie lumineuseasée dans le chloroplaste et est
transformée en énergie chimique par I'intermédideea présence de chlorophylle dans les
membranes des thylakoides. Un autre pigment esepréans ces membranes. Il s'agit des
caroténoides qui ont un role de collecteur de lmnfgransfert a la chlorophylle de I'énergie
lumineuse qu’ils absorbent dans les gammes durspsitiées entre le violet et le rouge) et
un réle photoprotecteur (récupération de I'énedgela chlorophylle en particulier en cas
d'exces de lumiere et d'ombre). Le pyrénoide pelergtbckage des enzymes nécessaires a la
photosynthese (notamment RubisCO, enzyme permeé#idiation du CQ). La cellule va
egalement stocker son énergie soit sous formeidyped(TriAcylGlycérols TAG), soit sous
forme glucidique (Amidon). Le processus photosytigue peut alors étre résumé par
I'expression globale ci-dessous :

6 CO, + 12 HO + photons (lumiere}» CsH1.06 + 6 G + 6 HO (1)

Il permet donc la transformation du dioxyde de oady en présence d'eau et de
photons, en sucre (forme carbonée utile a I'orgaeipour sa croissance) tout en produisant

du dioxygéne et de I'eau.

Parmi les différentes sources lipidiques présedtas la structure de la microalgue
(TAG de réserve, phospholipides membranaires...)leskufraction TAG est intéressante
pour la génération de biocarburant. Le mode denaiihflue grandement sur la teneur de ces
lipides de réserve. Ainsi, dans les objectifs daéggtion de biocarburant, des carences en
lumiére et/ou azote sont employés pour favorissetdekage de TAG.

Plusieurs types de souches peuvent étre étudiédgpproduction de biocarburant. Le
Tableau 3 permet une comparaison de différenteshesuen termes de teneurs en lipides
dans la cellule et de productivité. Ce choix deraetnucial car du choix de la souche va
dépendre I'ensemble des caractéristiques du prat’édploitation tant pour sa culture (type

de milieu, robustesse de la souche aux contamnsaBatérieures...) que pour les procédés
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avals (facilité de déconstruction-désintégrationlut@re ; libération des métabolites ;
recyclage du milieu de culture). Ainsi, le seukéme de teneur en lipides ou en productivité

n'est pas suffisant pour sélectionner une soudheette sélection dépend de nombreux autres

critéres, faisant I'objet d’études paralléles dragail de these.

Tableau 3 : Comparaison des productivités en biocarburants pour différentes souches microalgales [d’apres

Mata et al. 2010]

Marine and freshwater
microalgae species

Lipid content
(% dry weight biomass)

Lipid
productivity (mg/L/day)

Volumetric productivity
of biomass (g/L/day)

Areal productivity
of biomass (g/m?/day)

Ankistrodesmus sp. 24.0-31.0 - - 11.5-17.4
Botryococcus braunii 25.0-75.0 - 0.02 3.0
Chaetoceros muelleri 336 218 0.07 -
Chaetoceros calcitrans 14.6-16.4/39.8 17.6 0.04 -

Chlorella emersonii 25.0-63.0 10.3-50.0 0.036-0.041 0.91-0.97
Chlorella protothecoides 14.6-57.8 1214 2.00-7.70 -

Chlorella sorokiniana 19.0-22.0 447 0.23-1.47 -

Chlorella vulgaris 5.0-58.0 11.2-40.0 0.02-0.20 0.57-0.95
Chlorella sp. 10.0-48.0 421 0.02-2.5 1.61-16.47/25
Chlorella pyrenoidosa 20 - 2.90-3.64 72.5/130
Chlorella 18.0-57.0 187 - 3.50-13.90
Chlorococcum sp. 1953 53.7 0.28 -
Crypthecodinium cohnii 20.0-51.1 - 10 -
Dunaliella salina 6.0-25.0 116.0 0.22-0.34 1.6-3.5/20-38
Dunaliella primolecta 23.1 - 0.09 14
Dunaliella tertiolecta 16.7-71.0 - 0.12 -
Dunaliella sp. 17.5-67.0 335 - -
Ellipsoidion sp. 274 473 0.17 -

Euglena gracilis 14.0-20.0 - 7.70 -
Haematococcus pluvialis 25.0 - 0.05-0.06 10.2-36.4
Isochrysis galbana 7.0-40.0 - 0.32-1.60 -
Isochrysis sp. 7.1-33 378 0.08-0.17 -

Monodus subterraneus 16.0 30.4 0.19 =
Monallanthus salina 20.0-22.0 - 0.08 12
Nannochloris sp. 20.0-56.0 60.9-76.5 0.17-0.51 -
Nannochloropsis oculata. 22.7-29.7 84.0-142.0 0.37-0.48 -
Nannochloropsis sp. 12.0-53.0 37.6-90.0 0.17-1.43 1.9-53
Neochloris oleoabundans 29.0-65.0 90.0-134.0 - -

Nitzschia sp. 16.0-47.0 8.8-216
Oocystis pusilla 105 - - 40.6-45.8
Pavlova salina 309 494 0.16 -

Pavlova lutheri 35.5 40.2 0.14 -
Phaeodactylum tricornutum 18.0-57.0 448 0.003-1.9 24-21
Porphyridium cruentum 9.0-18.8/60.7 348 0.36-1.50 25
Scenedesmus obliquus 11.0-55.0 - 0.004-0.74 -
Scenedesmus quadricauda 1.9-184 8511 0.19 -
Scenedesmus sp. 19.6-21.1 40.8-53.9 0.03-0.26 243-13.52
Skeletonema sp. 13.3-31.8 273 0.09 -
Skeletonema costatum 13.5-51.3 174 0.08 =

Spirulina platensis 4.0-16.6 - 0.06-4.3 1.5-14.5/24-51
Spirulina maxima 4.0-9.0 - 0.21-0.25 25
Thalassiosira pseudonana 206 174 0.08 -
Tetraselmis suecica 8.5-23.0 27.0-36.4 0.12-0.32 19
Tetraselmis sp. 12.6-14.7 434 0.30 -

De par ces propriétés (taux de croissance et ptiodé élevés en lipides), ces

microorganismes algaux semblent étre la sourceeketlda plus prometteuse pour la

génération de biocarburant.
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2.2.2. La culture de microorganismes
Une culture de microalgue, comme de tout microdeyae suit 5 phases bien
distinctes (Figure 6) :
- la phase de latence (1) : les microorganismes gtadta leur nouvel environnement.
- la phase de croissance exponentielle (2) : lesomiganismes se multiplient en
présence du substrat indispensable a sa croiss@atte. phase de croissance la plus

forte de la culture est souvent décrite par le reode Monod (1949):

dX S
—=pn.X avecu= . 2
a M H=Hp (KS+SJ (2)

ou X est la concentration en biomasse {.L
S est la concentration en substrat (§.L
I est le taux de croissance spécifiqi® (@t pin le taux de croissance maximal)
Ks est la constante de demi-saturation. Elle trdthifinité du microorganisme
pour le substrat, et correspond a la valeur auedssde laquelle le taux de
croissance devient tres dépendant de S

- la phase de ralentissement (3) : le substrat cormenars’épuiser, avec disparition de
un ou plusieurs éléments nécessaires, du fait decolacentration €élevée en
microorganismes, donc la croissance est freinée.

- la phase de stabilisation (4) : les microorganisorgsatteint leur pic de concentration
(Xmax, leur croissance s’arréte. Leur activité métapaise poursuit et consomme les
réserves intracellulaires. La multiplication d’'up&rtie des cellules est compensée par
la mortalité de I'autre partie.

- la phase de décroissance (5) : les réserves ititiaies ne sont plus suffisantes, le

taux de mortalité devient plus important que legtiéns de synthése de la biomasse.
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Figure 6 : Evolution de la concentration cellulaire en mode batch en fonction du temps (d’aprés Degrémont

2005)

En culture des microalgues, le fonctionnement emembatch est toujours I'étape
initiale. Puis, lorsque la croissance cellulairessabilise, le mode de fonctionnement peut
éventuellement étre basculé du batch vers le maddinc afin de maintenir I'activité
cellulaire de la culture sur un terme plus ou manmgortant, et de récupérer les cellules pour
les exploiter. Ce passage en mode de culture eopénmet de stabiliser la culture & une
concentration en biomasse souhaitée en ajustamctement le débit d’alimentation Q (£);]

Le taux de dilution D {f) du photobioréacteur (PBR) est alors la grandewaatéristique de

la culture cellulaire en mode continu :

D= {L} )
Vtotalréacteur continu

Comme présenté précédemment, les microalgues smtodjanismes du régne
végetal. Leur survie nécessite, en plus d’'un sabattapté, d’un apport d’énergie lumineuse
pour la bonne réalisation de la photosynthése satesa leur développement. Lors de ce
processus (Equation 1), la consommation de £@ndance a augmenter le pH de la culture.
Ainsi, pour maintenir le pH constant dans le phadacteur, une régulation est obligatoire.
Elle peut étre réalisée par exemple par injecterCd gazeux, ce qui permet dans le méme
temps de realiser I'apport de carbone, élémennasta la croissance de la microalgue et la

régulation de pH.
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Par ailleurs, un photobioréacteur (PBR) fonctionrdans des conditions opératoires
données (luminosité, carence) a une productivitgimede pour un taux de dilution D bien
précis comme le montre schématiquement la figuireaste (Figure 7 a) [Pruvost al. 2008
Cornet & Dussaps 2009; Pruvatal. 2009 Pruvostet al.2011a].

c, (kg.m?3) P, (kg.m3.j?)
A _ - o n Eclairase de 1a culture
H Photolimitation P ation g : = by
Ik <1 stricte y>1

L

<
"
=y

Ener gie recue par
Iz culiure

Profondeur de la culture

S e EEE P PR

Schématisation de Danéneation de la fumiére par e
Dot D (i) culture de microoreanismes phototrophes

() (b)

Figure 7 : Evolutions de la concentration de la biomasse (Cy) et de la productivité volumique (Py) d’'une
culture continue d’une microalgue en fonction du taux de dilution D (a), et de la distribution de la lumiére au

sein d’une culture (b)

Le critere clef est ici I'éclairement de la cult(fégure 7 b) qui peut étre caractérisé
par le paramétrg égal au rapport de la profondeur éclairée de llmeu(mesurée par rapport
a la face éclairée du PBR) a la profondeur totalé®BR. Selon le graphe ci-dessus, on peut
constater que pour un taux de dilution trop fajide rapport a I'optimum, la concentration en
cellules dans le PBR est élevée, et la culturetmes éclairée en totalité (régime de
photolimitation,y < 1), ce qui entraine une perte de productivitérgpport a 'optimum. Au
contraire, si le taux de dilution est trop élex&densité cellulaire est faible (pour un méme
éclairement) et une partie de la lumiéere traveesPBR sans étre absorbée par les cellules
(régime cinétiquey > 1). En outre, le fonctionnement du PBR est Inist&t il y a un risque

de lessivage de la culture.
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2.2.3. Les moyens de production de microalgues
Pour une exploitation industrielle, il faut produides quantités importantes de
microalgues et les deux principales méthodes daugtmn a grande échelle sont les systémes
de culture en bassins ouverts et les systemeslelaslture intensifiée (photobioréacteurs, ou
PBR).
- Systemes ouverts [Pruvaatal. 2011c]
o type champ de course (raceway) :
Le raceway est le systeme de culture en bassinrtodeeréférence. Ce réacteur a une
surface spécifique (surface éclairée / volume dtureu= 1/épaisseur) de l'ordre de 3 a 5
m®.m* pour des volumes pouvant atteindre plusieurs egade m La concentration en

biomasse algale dans ce type de réacteur estdi@ifs5 gs.L™* (Figure 8).

Figure 8 : Exemple de réacteur ouvert de type champ de course (raceway)
(http://www.biopondpaddlewheel.com/Ponds.html)

L’'avantage de ce type de réacteur est sa capad@téeaapidement opérationnel et
productif. Les cultures y restent cependant diffitient contrélables et dépendent de la
concentration atmosphérique en G de la luminosité naturelle. Le brassage yrgstiocre
et ils peuvent facilement étre contaminés par @esebies ou parasites. Des développements
vers des technologies de raceway couvert/clos poumeilleur contréle sont en cours [Le
Gouic 2013].

o type plan:

Le ruissellement d’une culture d’une culture sumplam incliné, & écoulement en film
de quelgues mm d’épaisseurs, permet d'atteindresdeaces spécifiques supérieures a 100
m”.m>, et leurs fortes productivités (de I'ordre de 3@.g*.m?) ont pu conduire & des

concentrations comprises entre 20 et ¢Qlg*.
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- Systémes fermeés :

Il existe aujourd’hui différents PBR permettant ¢alture de microalgues, se

différenciant généralement par leur taille et IHate spécifique qui en découle.
0 Les réacteurs tubulaires :

Les colonnes a bulle (scobalite) ont une surfageiigue est de I'ordre du m®,
soit le méme ordre de grandeur qu’'un raceway. @esopioréacteurs présentent I'avantage
d’étre faciles a stériliser et de permettre unedpetion de biomasse importante, mais la
répartition de la lumiére y est plutét hétérogeha. concentration maximale dans ces
réacteurs ne dépasse pasyk.lg’ [Chenet al.2011]. Leur fonctionnement en semi-continu
permet le soutirage d’'un volume suffisamment imgartpour pouvoir I'utiliser comme un

outil de production.

Figure 9 : Photobioréacteurs de type tubulaire (scobalite, monotubulaire, multitubulaire)

(http://www.global-greenhouse-warming.com/biodiesel-from-algae.html)

D’autres photobioréacteurs multitubulaires proposies surfaces spécifiques pouvant
dépasser 30 im>. Faciles a réaliser, utilisables en extérieurfdtsnent des réseaux de tubes
de faible diamétre, horizontaux, verticaux, oblsju€oniques ou encore en forme de
serpentin, et assurent une bonne production deasisenpouvant atteindre quelqugs.g™
pour un faible colt. Cependant, des gradients de ggHCQ et d'O, dissous peuvent
apparaitre dans les tubes, ainsi que des phénondene®fouling (formation de biofilms),
affectant la productivité du systéme [Greenwetldl.2010; Brennan & Owende, 2010].

Les systemes fermés sont également plus colteax@nktruction et leur exploitation
plus difficile, ce qui limite pour l'instant le ndme de systéemes commerciaux a grande
échelle [Muiiozt al. 2006 ; Huntley & Redalje, 2007 ; Rododfi al.2009].
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o Les réacteurs de type airlift :

La surface spécifique est ici élevée, allant ddogyes unités a plusieurs dizaines de
m?.m?, pour un volume réactionnel de quelques litresr pesi pilotes de laboratoires et de
plusieurs centaines de litres pour les modeélesngusiriels. lls sont utilisés dans les
laboratoires de recherche pour cultiver de pettames dans lesquels les concentrations sont

généralement limitées a quelqueg.t™* (Figure 10).

Figure 10 : Photobioréacteur de type Air-lift

0 Autres types :
L’'optimisation des cultures a poussé les cherchaunsettre en place des réacteurs
particuliers afin d’augmenter les surfaces spéodfg et permettre I'obtention de
concentrations de plus en plus élevées. Des plutauteurs fermés a écoulement en film
(Figure 11), de principes similaires a celui ductéar ouvert de plan, ont permis d’atteindre
des surfaces spécifiques supérieures de l'ordrettie nf.m>. En fonctionnement sous
lumiére solaire, une forte productivité (> hsg™.m?) conduisant & des concentrations en
biomasse supérieures a 14" y a été relevée [Le Borgne 2011 ; Pruvestl. 2011b ;
Pruvostet al.2011c].

Figure 11 : Photobioréacteur a écoulement en film (Algofilm)
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2.2.4. Présentation de Chlorella vulgaris

Plusieurs types de souches peuvent étre étudiédgproduction de biocarburant. De
plus, comme précisé auparavant, ce choix demewatrcar du choix de la souche va
dépendre I'ensemble des caractéristiques du prod@d@loitation tant pour sa culture que
pour les procédés avals. Notre choix s’est porté Ghlorella vulgaris microalgue
régulierement utilisée comme modéle d’étude au deilaboratoire tant pour sa teneur élevée
en lipides que pour sa facilité de culture (peusdda aux perturbations extérieures de type
contamination).

Chlorella wvulgaris est une espece dalgue verte deau douce ungiedul
microscopique autotrophe apparue il y a plus de deilliards d’années. Elle a été identifiée
en 1890 par M. W. Beyerinck [Beyerinck 1890]. Ddescadre de cette thése, la souche
principalement utilisée fut celle dehlorella vulgaris211-19 SAG (Culture Collection of
Algae at the University of Gottingen, Germany).

Elle est reconnue pour sa richesse en nutrimemigsvfvitamines, minéraux, phyto-
nutriments...) et plus particulierement pour ses uenélevées en chlorophylle et en fibres
qui la rende tres utilisée dans les domaines depléments alimentaires et des cosmétiques
[Fulks & Main 1991; Benemann 1992; Coutteau & Stoge 1992].

Malgré son role de microalgue modele, elle a récentngété identifiee comme une
candidate potentielle pour la production de biogeabt. Dans des conditions de culture
appropriées, la teneur en lipides a pu étre pat&20 a 60 % avec une bonne productivité
quotidienne [Mallicket al. 2011].

Figure 12 : Chlorella vulgaris

(http://www.aquaportail.com/definition-4952-chlorelle.html)

MorphologiquementChlorella vulgaris est sphérique et son diamétre est compris
entre 2 et 10 um (Figure 12). Ses compositions éiéare et partielle sont données dans les

tableaux suivants (Tableau 4 et Tableau 5).
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Tableau 4 : Composition élémentaire de Chlorella vulgaris (d'aprés Hadj-Romdhane et al. 2012)

Eléments
C H o N S K P Ca Mg
% massique | 49,83 7,37 30,47 8,57 0,74 1,30 1,12 0,4 0,18
% molaire 29,33 52,07 13,45 4,33 0,16 0,30 0,20 0,12 0,03

Tableau 5 : Composition partielle de Chlorella vulgaris (d’aprés Becker 1994)

Composés
Protéines Carbohydrates Lipides Acide Nucléique

% massique 51-58 12-17 14-22 4-5

2.2.5. Les milieux de culture de Chlorella vulgaris
Le choix d’'un milieu de culture particulier dépedéds objectifs souhaités en fin de
production. Plusieurs milieux de culture permettiantulture deChlorella vulgarisont pu
étre recensés dans la littérature (liste non exivausi-dessous) et leurs compositions sont
données en Annexe 1:
- milieu de Kulh [Kuhl & Lorensen 1964],
- milieu de Beneck [Wijanarket al. 2006],
- milieu BG 11 [Allen & Stanier 1968 ; Staniet al. 1971 ; Rippkaet al. 1979],
- milieu Bristol [modification de la recette Bristpar Bold (1949)],
- milieu Bold's Basal BBM [Bold 1949 ; Bischoff & Bdl1963],
- milieu N8 et M8 [Mandalanet al. 1998]
- milieu Sueoka [Sueoka 1960]
- milieu WC [Guillard & Lorenzen 1972]
- milieu dit «High Assimilable Minimal Growth Medium (HAMGM) [Had] —
Romdhanest al. 2012]

Les milieux dérivés des milieux SUEOKA et BBM saiigulierement utilisés au
laboratoire et leurs concentrations en nutrimeetsnettent d’atteindre une concentration en
biomasse de I'ordre de 1,%gL™ en mode batch [Pruvost al. 2011a ; Hadj-Romdharet

al. 2012]. Ce sont ces deux milieux qui seront usliaé cours de ce travalil.
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2.3.L’extraction / fractionnement des molécules d’intérét

L’extraction et le fractionnement consistent enttpast-traitement nécessaire pour

libérer/extraire la (les) molécule(s) cible(s) @&, les fractionner et éventuellement les

purifier. 1l est par ailleurs de plus en plus camvejue la valorisation de plusieurs fractions

issues de la culture microalgale (lipides, pigmestgres...) est indispensable pour assurer

une viabilité économique d'un procédé d’exploitatiac’est le principe du bioraffinage
[Jubeau 2012 ; Liet al. 2008 ; Mussgnucet al. 2010 ; Singh & Gu 2010 ; Vanthoor-
Koopmanset al. 2013].

2.3.1. Les procédés d’extraction

De facon générale, les procédés d’extraction slassifiés selon le degré de rupture

cellulaire obtenu a I'issu du traitement :

Extraction a travers la paroi cellulaire intactke: procédé permet d’extraire les

meétabolites sans rompre la membrane cellulaire.stCtgpiquement le cas de
I'extraction par solvant.

Perméation cellulaire : le procédé permet de pebitiger la membrane cellulaire sans

la rompre. Le contenu cellulaire peut rester an deila cellule, ce qui nécessitera un
traitement complémentaire pour réaliser I'extratctioParmi les technologies

disponibles, peuvent étre citées notamment les phaétectriques pulsés ou les
traitements enzymatiques.

Déconstruction cellulaire : il s’agit de technolegi permettant de rompre

définitivement la membrane cellulaire et de libétes différents compartiments
cellulaires sans engendrer de mélange entre caseder Elles pourraient ainsi
permettre une libération sélective des métabolites.technologies pouvant étre citées
sont ici les ultrasons et le broyage a billes.

Désintégration cellulaire : dans ce type de trageinles cellules sont entierement

détruites et les énergies mises en jeu conduisemérglement a homogénéiser les
fragments cellulaires ainsi que le contenu intlatate, rendant ces technologies peu
sélectives. Peut étre citée comme technologie dmtégration cellulaire, le broyeur

(ou homogeénéisateur) a haute pression (1000 al2x)0

Il est bien évident que cette classification njgag$ unique. Le diagramme ci-dessous

(Figure 13) permet de résumer les principales t@dgnes pouvant étre mises en ceuvre selon

leur principe de fonctionnement.
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Le choix d’'une technologie dépendra de ses perfoce®m en termes d’efficacité de
broyage (nombre de cellules broyées / nombre dele=linitiales), mais aussi du type de
souche a traiter.

En prenant I'exemple de l'extraction d’huile a fpade microalgues pour des
applications biocarburant, trois principes majesoat régulierement cités dans la littérature
[Harunet al.2010 ; Rawaet al. 2013] :

- le pressage mécanique : particulierement adaptéailes issues de plantes, il peut
également étre appligué aux microalgues mais lagrainotes sont plus importantes
compte tenu de la nature des microalgues (typeuehe, humidite...)

- I'extraction par solvant : elle requiert au préddabn séchage de la biomasse, mais
c’est la voie d’extraction le plus souvent priviig Différents solvants organiques de
type n-hexane, chloroforme, benzéne ou éthanolegreldtre utilisés. L'extraction par
fluide supercritique est également évoquée.

- les ultrasons

Destruction a grande

échelle
Mécanique Non mécanique
- Broyeur 3 billes |
- Homogénéiseur I
- Broyeur haute pression
- Microfluidiseur . g :
Physique Chimique Enzymatique
- Décompression - Antibiotiques - Lyse enzymatique
- Choc osmotique - Agents chélatants - Autolyse
- Thermolyse - Chaotropes
- Microondes - Détergents
- Champs - Solvants
électriques pulsés - Bases
- Cavitation - Acides

ultrasonique
- Cavitation
hydrodynamique

Figure 13 : Classification des différentes méthodes de destruction cellulaire [d’aprés Middelberg 1995 ;

Geciova et al. 2002]

2.3.2. Les procédés de fractionnement-purification
L’objectif de ces étapes est de pouvoir faire un »x dans 'ensemble des métabolites
ayant été libérés dans un premier temps, puis ldlisu mieux le métabolite d’intérét en

éliminant les fractions non désirées. Compte teerulal nature des métabolites cibles
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(pigments, protéines, lipides...), les procédés detisnnement — purification a mettre en

ceuvre sont extrémement variés. Les procédeés syeanent étre cités :

Elimination de fragments cellulaires post-extractiocentrifugation, procédés a
membranes...

Purification des phycobiliprotéines (pigments) rarthatographie d’échange ionique,
précipitation par modification de la salinité ou g, procédés a membranes,
extraction par deux phases aqueuses non miscipegialement phase contenant un
polymére + une phase contenant un sel tel que fPglgde Glycol + sels de
phosphates ou de sulfates) [Jubeau 2012 ; 2¢ris2009 ; Patikt al. 2008]...
Séparation huile/eau post-désintégration : si lpasion par ultrasons ou la
coagulation/floculation/flottation peuvent étre magées, la coalescence par procédés
a membranes est souvent mentionnée dans la litérabmpte tenu de son efficacité
et de ses codlts réduits [Daimingsral. 1995 ; Hlavacek 1995 ; Kongt al. 1999 ;
Honget al. 2003]...

2.4.Le recyclage

Compte tenu du développement de la culture de waigues, estimée a

10 000 tonnes’[Jencket al. 2011], et du fait que les systémes de cultureetstonduisent

au mieux & des concentrations de 10 — g@Llg', des quantités importantes de milieux

eliminés apres récolte se doivent d’étre traitéms fimiter les consommations d’eau et de

nutriments essentiels.

Les principaux éléments impactant la qualité duemitle culture lors de son recyclage

sont 'accumulation :

de métabolites organiques exsudés par les cellulesours de la culture en cas de
carence provoguée [Granuet al. 2002], ou bien libérés lors des lyses cellulaires
inhérentes aux conditions de culture. lls peuvenmidaire a une inhibition de la
croissance cellulaire [Livanslet al. 1996; Rodolfiet al. 2003].

des contre-ions non consommeés par les cellulesoaigales (exemple NACI...)

engendrant une augmentation de la salinité.

Dans ces conditions Hadj-Romdaheteal. 2012 ont mis au point un milieu fortement

assimilable (milieu HAMGM) dans lequel les contress non (ou peu) consommeés des

nutriments sont remplacés en totalit¢ (ou en pami@ des ions assimilables par la

microalgue. Cela a ainsi permis de limiter I'acclation progressive des contres-ions. Les
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cations métalliques (K Na"), en particulier, sont remplacés par des ions anumo (NH;")

qui sont alors utilisés comme source d'azote. Laedpctivité d’'une culture dé€hlorella
vulgaris dans ce milieu et avec recyclage a été mainterndgmt 8 semaines en ne notant
aucune accumulation significative d’ions. Toutefdeccumulation progressive de molécules
organiques, notamment des polysaccharides, n'gppaétre évitée et des signes de stress

cellulaire ont fini par étre observés.

2.5.Larécolte

Dans l'estimation du colt d’exploitation des midgpees a grande échelle, selon la
technologie employée et la concentration de laenspn d'algues souhaitée pour le post-
traitement envisagé, les données de la littératume indiqué que le co(t de récolte
contribuerait a hauteur de 20 a 30% du coUt gldbdh production de biocarburant [Gudin &
Thepenier, 1986 ; Molina Grimat al. 2003 ; Benemanmet al. 2010] et peut étre méme
jusqu’a 50% du codt du produit final [Greenwetllal. 2010].

Dans tous les cas, la récolte de microalgues estdes étapes importantes dans la
chaine de production qui induit un codt global @&meent. L'optimisation de la chaine de
récolte est donc un enjeu essentiel. De nombraesbgologies sont possibles mais aucune
ne semble se détacher pour devenir la meilleurbadétde récolte ou le meilleur couplage de
procédés de récolte. Les procédés de récolte pewten classifiés selon le degré de
concentration finale en sortie (Figure 14) ou biselon leur consommation énergétique
(Figure 15). Il est a noter que le séchage n’appaua la Figure 15 car sa consommation est

ici hors échelle.

+Seédimentation naturelle
*Flottation

'Fllocu[ation‘ chimigue e Tamisage *Séchage solaire
*Biofloculation ‘ o Filtration *Séchage par atomisation
-Electrocoagu{altlon e Centrifugation » Lyophilisation
*Electrofloculation

sTechniques membranaires (micro ou
ultrafiltration)

| e

Biomasse trés humide<5 % MS Biomasse humide 5- 30 % MS Biomasse séche > 95 % MS

Figure 14 : Classification des procédés de récolte en fonction de la concentration de biomasse en sortie

[d’aprés Uduman et al. 2010a]
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-Electrocoagula
tion

- Floculation
chimique

Floculation/Flottation
-Autofloculation

-Centrifugation (a bol ; a assiettes ; décanteur) -DAF/Electroflottation

-Biofloculation

-Electroflocculation

-Techniques membranaires ‘

-Tamisage (filtration
frontale)

| | I Energie spécifique

I | | kWh.m-3
1 5 10  (kWhm?)

Figure 15 : Classification des procédés de récolte en fonction de leur consommation énergétique [d’apres

Uduman et al. 2010a]

2.5.1. La centrifugation, procédé de récolte de référence

La centrifugation est la méthode la plus couramtgr ia récolte des microalgues. Elle
est applicable a une grande variété d'espece@ral. 1976; Benemanat al. 1980 ; Mohn
1980]. Selon Molina Grimeet al. 2003, malgré sa forte consommation énergétique, la
centrifugation demeure le procédé de référenceatlesa rapidité et son efficacité pour la
récupération des cellules microalgales. Bien queroeédé soit particulierement efficace
pour tous les types de cellules (taille, forme, itgb...), il demeure trop gourmand en terme
de consommation énergétique pour les applicatiertgpk biocarburant.

Son principe est basé sur le remplacement de l&@tion de la pesanteur g par une
accélération centrifuge supérieure, correspondanpraduit ro’ du rayon et de la vitesse
angulaire de rotation au carré. Le « nombre dealptenu est alors égal aw’g. En
remplacant g par w¥ dans la loi de Stokes, on obtient I'expression lalevitesse de

sédimentation des particules :

2

v, _Ap.d r.o?) (4)
U

Avec : Ap, différence de la masse volumique des particuleglesolet de celle du liquide
(kg.m*)
w, vitesse de rotation (rad)s
r, la distance du centre de rotation au centreraetg de la particule (m)
M, viscosité de la suspension (Pa.s)

d, diametre des particules a séparer (m).
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Plusieurs équipements peuvent étre rencontréslaoécolte de microorganismes :

La centrifugeuse a bol (Figure 16) : tournant auee accélération de l'ordre du
millier de g (1000 — 2000 g), les cellules retenuwms le bol sont évacuées
manuellement ou par l'intermédiaire de couteaukeras tandis que la phase liquide
est évacuée par surverse via une sucette d’agpirdte bol plein peut également étre
remplacé par un bol perforé (filtration centrifuggpe « essoreuse a salade »)
permettant ainsi des débits de traitements plumitapts mais, en contrepartie, des
niveaux de siccité moindres (jusqu’a 40 % MS peuvdl plein, contre un peu plus de
5% MS pour les bols perforés). Les consommatiomsgétiques restent voisines de
0,6 & 2 kWh.r).

—

Figure 16 : Schéma de principe de la centrifugeuse a bol plein / perforé

La centrifugeuse a assiettes (Figure 17) : ce tigeentrifugeuse est le plus courant.
Les accélérations y sont tres importantes (700R0OQ g) permettant une efficacité de
séparation tres élevée, pour des deébits de traitsnégalement importants (jusqu’a
100 n?.h!). Cependant la consommation énergétique va deavaic la vitesse de
rotation (0,7 & 6 KWh.i).

Clarification Alimentation

Evacuation liquide

Evacuation des solides

Figure 17: Schéma de principe de la centrifugeuse a assiettes
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- Le décanteur centrifuge (Figure 18): c’est une niettgie similaire a celle utilisée
pour le traitement des boues d'épuration. Cettbn@logie est efficace pour des
vitesses modérées (1000 — 3000 g) a la conditiatinténter I'appareil avec une
suspension déja préconcentrée (1% MS soit ~k0Lg). Elle est cependant tout
autant énergivore que le séparateur & assiett&s 08 kWh.nt). D'aprés un
fournisseur, la technologie permet actuellement wiiissation en couplage avec une
phase de préconcentration peu énergivore (Flottatiair dissous DAF + décanteur

centrifuge) Flottweg, communication personnelle, 2p11

Evacuation liquide

: sous p;ession
..... / / \ JI - : E.A ‘ﬂ
\ \ ‘7 Alimentation

Evacuation des solides

Figure 18: Schéma de principe du décanteur centrifuge

2.5.2. Coagulation / Floculation

La coagulation a pour objectif de déstabiliser lspension microalgale, qui se
comporte comme une suspension colloidale. La g&abiés cellules en suspension peut étre
rompue par I'ajout de réactifs chimiques appropgesréduisent ou éliminent les forces de
répulsion entre cellules en neutralisant les claadgesurface. Les particules déstabilisées sont
ensuite mises en contact par une agitation mécarmgiérieure, les collisions favorisant ainsi
la formation de microflocs. Les cellules ainsi dédisées vont favoriser la formation de
d’agrégats ou flocs.

Afin de neutraliser cette charge de surface négatides composés chargés
positivement sont introduits dans la solution etmfent une couche autour du colloide. Le
comportement peut étre expliqué par la théorieaddduble couche de Stern (1924). Une
premiere couche d’ions positifs, attirés par learghs négatives, se lie a la surface de la
particule. Cette couche est dite couche liée. Atade, la structure électrique de la particule
se modifie, d'autres ions viennent alors se likrs ffaiblement, générant une seconde couche
dite diffuse (Figure 19). La charge globale de datipule (ou cellule) conditionne alors le

potentiel électrique existant dans le plan de gfient (cisaillement) séparant la couche liée
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et de la couche diffuse. Ce potentiel électrique aggpelé potentiel zétal)( et est tres
généralement négatif (charge globale négative garécule ou cellule), ce qui est également
le cas de tres nombreuses souches microalgues ¢rsamet al. 2008]. L'intérét du potentiel
zéta est qu’il peut étre mesuré expérimentalem@aur déstabiliser une suspension
colloidale, il est considéré que I'annulation duembiel z&ta doit étre réalisée de maniere a
annuler les forces répulsives entre les particules.

La coagulation a pour objectif de déstabiliser snspension colloidale et de former

des microflocs.

Diffuse layer

of ions
Bound layer

of ions
Shear plane

Surface potential |-—¥}———— Zeta potential

{ion density)

Distance info
liquid

Figure 19 : Théorie de la double couche [d’aprés Rushton et al. 1996]

2.5.2.1. Floculation chimique
Afin d’accroitre l'efficacité du phénomeéne, un pessus de formation de flocs
volumineux est recherché, c’est la floculationeEbnsiste a agglomérer les microflocs issus
de la déstabilisation (coagulation) par pontagecadle longues chaines polymériques

naturelles ou synthétiques (Figure 20).

- Charge de surface négative
- Surface neutralisée

N ’ +
_O' 4+ Coagulant = —p&)

O. Microfloc Microfloc Anionic Flocculant Microfloc Floc

Figure 20 : Processus de coagulation / floculation
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Un bon nombre de coagulants commerciaux fréquemuotédisites dans les procédés
de traitement des eaux ont d'ores et déja étéstgmd@r la coagulation de microalgues
[Golueke & Oswald 1965], ainsi que des chaines mélygues naturelles (amidon,
chitosan...) ou synthétiques (polyacrylamide...) [Diarkm & Pillai 2002]. Toutefois, ces
utilisations ont montré certaines limites, puis@@s composes peuvent s'avérer colteux et
peuvent se retrouver dans la biomasse ainsi récettéa contaminer [Udumaeat al. 2010b].

En outre, le processus nécessite une bonne madtrisest trés dépendant des conditions
opératoires (pH, force ionique...) [Bilanowt al. 1988].

Les tableaux suivants recensent les utilisationsadgulants et de floculants pour la

récolte de microalgues mentionnées dans la littérat

Tableau 6 : Liste des coagulants chimiques utilisés pour la récolte de microalgues

Coagulants Souches cibles Dosage (mg/L)* Références
Chlorella sorokiniana,
FeCk Scenedesmus obliquus, 25-50 de Godost al.2010
Chlorococcum sp.
F%éSS%)S’ Chlorella minutissima 500 — 750 Papagit al.2010
AICl; Chlorella minutissima 500 Papazet al. 2010
AICI;-APTES Chlorella sp. KR-1 1000 Leeet al.2013

Aly(SOy)s Chlorella minutissima 750 Papazet al. 2010
KAI(SO,), Scenedesmus Sp. 160 Lavoieet al. 1984

Chaux (CaO ou Ca(Oh) Chaetoceros calcitran et 100 Millamenaet al. 1990

Skeletonerma costatum

* dosage pour une efficacité d’élimination supémea 90% évaluée par mesure de densité optiqugugam d’onde variable
selon les études) sur le surnageant

Tableau 7 : Liste des floculants utilisés pour la récolte de microalgues

Floculants Souches cibles Dosage = Remarques Références
(mg/L)*
Amidon . 30 initiallement pour la récolte de ~ Vandammeet al. 2010
Phaeodactylum tricornutum microalaues
Nannochloropsis salina 9
Sp_lrullnr_cl 1000 Cellules de_meurent intactes et Divakaran et Pillai 2002
Scillatori, vivantes
Teneur croissante de la paro
Chlorella 0-300 cellulaire en polysaccharides Chenget al. 2011
améliore I'efficacité
Chlorelle sorokiniana 10 mg/ gis Réduction de volume 20 a 5C Xtial. 2013
Chitosan Chlorellasp. 10 Efficacite maX Siiuane> 20 Ahmadet al. 2011
Skeletonema costatum 80 pH ajusté a<7:
Dunaliella tertiolecta 45 faciliter I'action du floculant Moraleset al. 1985
Thalassiosira nordenskoldii 20-40 réduire les charges de surface ’
Chlorellasp. 40 puis pH > 8:
Thalassionelasp. 90 favoriser I'action floculante
Polymére cationique Chlorococcunsp. 3-4 Efficacité liee aux conditions Udumanet al.2010b
de pH et de température
Gomme de guar Chlorellasp 40 Faible dosage n'interfére pas )
cationigue Chlamydomonasp. 100 sur la qualité de la biomasse Banerjeest al. 2013
Magnafloc® 500 Rapide et peu onéreuse Hatithl. 2009
Floculation aprés
. préconcentration a 2,gL™*
'\é',t;ﬁ;isntfgﬁe Nannochloropsis salina 108 Complexes d’aluminium a Rwehumbizaet al. 2012
priori moins onéreux a grande
échelle
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Poly (-glutamic) acid 20

Chlorella protothecoides

Chlorella vulgaris

Zhenget al.2012

* dosage pour une efficacité d’élimination supéngea 90% évaluée par mesure de densité optiqugu@gam d’onde variable

selon les études) sur le surnageant

coagulation, a la difféerence que l'agent coagulesit issu de la dégradation d’électrodes
meétalliques, fer ou aluminium, parcourues par uara&ot €lectrique qui libére des ions
métalliques par oxydo-réduction. L'intensité du i@ est le levier pour libérer plus ou
moins d’ions métalliques (chargés positivement). idenbreuses applications ont pu étre

recensées par Emamjomeh & Sivakumar (2009). Lésaeifés obtenues sont du méme ordre

2.5.2.2.  Electrocoagulation / électrofloculation

L’électrocoagulation implique les mémes mécanismes déstabilisation que la

de grandeur que lors d’une coagulation chimique.

Lorsque I'aluminium est utilisé comme matériauettbde, les réactions mises en jeu

sont les suivantes :

Anode : Al— AP**+3 ¢
2HO - O, +4H +4¢€

Cathode : 20D +26 > H,+20H

Solution : AF* + 3 O > AI(OH)3 + 3 H'

Lorsque le fer est utilisé comme matériau d'éleldro

Anode : Fes Fé'+2¢e

2HO - O, +4H +4¢
Cathode : 20D +2¢6 > H,+20OH
Solution : Fé&"+ 2 OH — Fe(OH)

En présence d'oxygéne dissous dans la solutioéatdion devient:
2F€"+2H +% Q— 2 F€"+ 2 HO

Fe'* + 3 OH < Fe(OH})

Selon Bukhari (2008) et Mollagt al. (2004), le processus comporte trois étapes :

Formation des agents coagulants en raison de daldi®n de I'anode réactive. Dans

le cas du fer ou de I'aluminium, les ions s’hydsetyt immédiatement pour former des

hydroxydes métalliques.

Déstabilisation des particules ou de la susperitinidale
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- Agrégation de la suspension déstabilisée et foonate flocs de particules.

Les recherches actuelles suggérent que I'électgutat@on peut étre un procédé de
traitement efficace [Alfafar@t al. 2002]. Cependant, les facteurs suivants peuveatugt
obstacle au développement de ce type de traitement

- sa consommation énergétique (jusqu'a 2 kWh.kbg biomasseChlorella vulgaris

[Vandammeet al. 2011])

- le contrdle de la quantité de métaux libérés

- le remplacement fréquent des électrodes

Une fois encore, de nombreuses études ont été@éslpour appliquer cette technologie a

la récolte de microalgues et les performancesrgsnimées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Performances de I'électrocoagulation / électrofloculation appliquée a la récolte de microalgues

Consommation
Souches cibles Efficacité énergétique, Références
kWh.m™
n.d. 99,5% 137,5 Azariagt al. 2007
Microcystis aeruginosa 100 0,29-0,6 Gaet al.2010
Coelosphaeriunsp.
Aphanizomenoasp.
Closteriumsp.
Pediastrumsp.
Cryptomonasp. o
Staurastrunsp. 95% 0,3 Poelmaret al. 1997
Asterionellasp.
Cyclotellasp.
Melosirasp.
Chlorococcurnsp. 98% 0,31 kWh/kg
Tetraselmisp. 99% 0,54 kWh/kg Udumanet al. 2011
Chlorella vulgaris 95% 2,1 kWh/kg
Phaeodactyulum tricornutum 80% 0,2 kWh/kg Vandammeet al. 2011
Botryococcus braunii 93,6% n.c. Xwet al.2010

n.d. : non défini
n.c. : non communiqué
Efficacité d’élimination évaluée par mesure de dénsptique (longueur d’onde variable selon lesléf) sur le surnageant

2.5.2.3. Biofloculation
La biofloculation est un procédé de floculation emdré par l'action de
microorganismes et/ou de leurs produits SPE (SnbstaPolymériques Extracellulaires
microbiennes) généralement en co-culture avec ledlules microalgales. Ces
microorganismes peuvent étre des bactéries, vodmerdes champignons. Plusieurs modes

d’action ont pu étre retenus :
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- Les cellules microalgales génerent des SPE chargggtivement qui contribuent a
leur stabilité en suspension, et dont des micrauvsgaes se nourrissent conduisant a
une déstabilisation des cellules qui peuvent aflfarsuler ; ou bien ces SPE sont
chargés positivement et neutralisent la charge uwltace négative portée par les
cellules [Salehizadeh & Shojaosadati 2001].

- Les microorganismes génerent eux-mémes des exspalgtaériques jouant un role
floculant par génération de ponts entre les cell[lleeet al. 2009]

- On peut associer en co-culture une souche micrealga floculante et une souche
floculante, dans le cas ou les deux souches dispdgs caractéristiques proches en
terme d’applications (deux souches produisant dasles pour des applications

biodiesels par exemple) [Saliet al. 2011].

Ces SPE, constituées de polysaccharides ou den@®teellulaires, ont été identifiées
comme l'une des principales composantes des bgflicbiofilms. Ohet al. (2001) ont
montré le réle important des bactéries mises endpns le processus de production des
biofloculants. Seuls, ces biofloculants microbigregivent avoir des efficacités supérieures
aux coagulants et/ou floculants généraux tels gsis¢ls d’aluminium et les polyacrylamides.
Cette efficacité peut également étre accrue pgoutad’'un composé coagulant pouvant
conduire a des efficacités d’élimination de I'ordi® 95 % tout en conservant un surnageant

de qualité recyclable [Kiret al.2011].

Tableau 9 : Performances de la biofloculation appliquée a la récolte de microalgues

Souches cibles  Efficacité Biofloculant Remarques grerences
Pas de toxicité
Chlorella vulgaris 83% Paenibacillussp. AM49 Nécessité d’'un coagulant pour Ohet al.2001
obtenir une efficacité > 90%
Scenedesmusp. 95% P. polymyxaAM49 Nécessité d'un coagulant (FeCl Kim et al.2011

La disparition de la source carbonee
conduit a la synthese de SPE
floculants
Pleurochrysis carterae 90% Culture microbienne Pas d'ions métalliques requis. Leeet al.2009
Pas d’augmentation d’efficacité s
augmentation de la teneur en source

carbonée.
Pleurochrysis carterae 90% Culture microbienne Consommation énergétique de Leeet al.2010
0,9kWh/ton
Efficacité accrue avec
Flavobacterium coagulant (FeGkt CaC})) et pH
Chlorella vulgaris 43-94% Terrimonas élevé Leeet al.2013b
Sphingobacterium Floculation quasi nulle si
élimination du pool bactérien
Chlorella vulgaris (211- Culture commune de souche
11b A. falcatus, S. obliquus microalgale .
Scenedesm)us obliquus 46 % T. suecica q Nécessité des ségimentations dans Salimet al.2010
(276-3a) plusieurs temps
Chlorella vulgaris 93% Aspergillus oryzae Quantité de I'inoculum fongique e Zhetial.2013
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pH ont des réles clés

Aucun ion métallique additionnel
Nannochloropsis 90 % Solibacillus silvestris requis
oceanica ° Wo1 Pas d'effet lié & la température

Biofloculant recyclage

Wanet al.2013

Efficacité d’élimination évaluée par mesure de dénsptique (longueur d’onde variable selon lesléf) sur le surnageant

2.5.2.4. Flottation

Si la floculation n’agit que sur le diamétre d’'unsemble de cellules, la flottation,
technologie également issu du traitement des eanégalement agir sur la différence de
masse volumique par I'adsorption de bulles de dazsarface des cellules, les ramenant ainsi
vers la surface. Elle serait particulierement effec sur des souches dont la nature font
gu’elles peuvent étre susceptibles de flotter mélement [Brutonet al. 2009] de par la
génération / libération d’oxygéne liée a la photdbgse ou leur concentration en lipides
(composés plus légers que I'eau).

La littérature recense 3 modes de mise en ceuvnenfiddet al. 2010a] :

- la flottation a I'air dissous (DAF = Dissolved Alilotation), réalisée par application
de la loi de Henry (la concentration en gaz dissagmente avec la pression). Ainsi
par pressurisation puis détente d'une partie daul'¢raitée, une libération de
microbulles d’air (10-100 um) est générée. C’esetdnique la plus courante.

- la flottation a l'air dispersé (DIAF = DispersedrAilotation), ou les microbulles sont
généreées par une injection d’'air et une forte #giig700-1500 pm).

- I'électroflotation, issue de I'électrolyse de I'eaia 'emploi d’anodes et de cathodes
en métal inactif (pas de libération de composésalfigties). Elle peut étre associée
généralement a une électrocoagulation permettaisi de disposer d’'une électrode
assurant deux applications : la libération de oatimétalliques pour la coagulation et
I'électrolyse de I'eau pour la flottation.

En flottation a I'air dissous ou air dispersé, pesformances sont globalement bonnes
et similaires (efficacité de séparation supérieugd %). Des vitesses ascensionnelles de 70 a
420 m.h* (en fonction du coagulant et/ou floculant étudié) pu étre observées [Le¢ al.
1992]. Toutefois, dans la grande majorité des Batiljsation de coagulants/floculants est
indispensable [Leet al. 1992 ; Cheret al. 1998]. En termes de consommation énergétique, le
codt lié a la compression est prédominant et pentlgire jusqu’a des valeurs de I'ordre de
10 — 20 kWh.ri# pour la DAF.

En électrocoagulation-flottation, les performansest également prometteuses, allant

jusqu'a 100 % d’élimination avec des consommatigies inférieures a celles évoquées pour
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la DAF, de l'ordre 0,4 kWh.m [Gao et al. 2010] Qui plus est, cette technologie semble

mieux adaptée aux espéces marines qu'aux espa@sabuce [Udumaet al. 2010a].

Tableau 10 : Performances de I'électroflottation / flottation a I'air dissous (DAF) / flottation a I'air dispersé

(DiAF) appliquée a la récolte de microalgues

Souches cibles Efficacité Remarques Références
Scenedesmus quadricauda 90% DIAF ; Utilisation de floculant requise Chenal. 1998
Chlorella vulgaris 98% Suivi d'une flottation a I'ozone dispersé Chengl.2010
Dunaliella salina 94% Nécessité d'un lgg:i(%u(lle:l)nt:z(\‘a(l)& FeCl, Hanotuet al. 2012
3

Spirulina platensis 80% Ajout NaCl pour augmenter l'efficacité Kiet al. 2005
Chlorella sp. 88% Importance du pH sur I'efficacité Lewthal . 1961
Chlorella et Scenedemus 80% Nécessité d’'un coagulant / floculant Withyal. 2009

Efficacité d'élimination évaluée par mesure de @éraptique (longueur d’'onde variable selon leslé) sur le surnageant

2.5.2.5.  Floculation naturelle / autofloculation
Certaines conditions opératoires peuvent entraiaerfloculation naturelle de
microalgues sans aucune intervention ou du moimstéke. Ainsi, trois phénomeénes ont pu
étre observés :

- L’autofloculation : les cellules s’'agrégent d'elles méme a pH modéré sans
précipitation de sels du milieu de culture et destmécanismes impliqués demeurent
non identifiés [Dupreét al. 1995].

- La floculation naturelle engendrée par les exopelgn ¢f. biofloculation) : les
travaux de Tennewt al. 1973 ont montré que la synthese de matiere organiq
extracellulaire (exopolysaccharides), sur de ceupteriodes de croissance, et avec un
faible ratio de la concentration en nutriments cafg® a la concentration massique de
microalgues (carence légere en nutriments), powesitiuire a la formation de ponts
entre les cellules, a la floculation de ces deesiét a leur sédimentation.

- La floculation induite par le pH : 'augmentatiom ¢gH dans le milieu de culture,
gu’elle soit artificielle ou naturelle, engendresdrodifications de la solubilité des sels
présents et leur précipitation entrainant celle ckdkiles microalgales [Sukenik &
Shelef 1984 ; Ayoulet al. 1986].

Dans notre étude, c’est essentiellement ce detyyper de floculation qui va retenir
notre attention. La floculation naturelle par latk élévation naturelle du pH associée a la
photosynthese est connue depuis plusieurs décdigikenik & Shelef 1984]. Elle peut étre

observée, dans des conditions favorables, lorsgudissance microalgale s’effectue sans
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apport de CQ conduisant des lors a une augmentation du pkpeuti faire atteindre la limite
de solubilité de certains sels. Selon la compositin milieu de culture, la floculation
naturelle par augmentation du pH a été associéepaékipitation de composés de calcium,
principalement des phosphates ou des carbonatdsigpnule composés magnésiens tels que
I'hydroxyde de magnésium. Dans ces conditions, avetaux de récupération supérieur a
80%, la concentration maximale des cellules eségdgement de l'ordre de 2QgL™ et
parfois jusqu'a 30 a 35.g.L™ [Sukenik & Shelef 1984; Ayoubt al. 1986; Wuet al. 2012;
Vandammeet al. 2012; Smith & Davis 2012]. Les mécanismes invoqo@sprennent la
neutralisation des charges de surface négativescelses par des précipités chargés
positivement, la floculation par entrainement (esp flocculation ») et les effets de lestage
(« weighting effects).

Le Tableau 11 ci-dessous présente quelques compaseésptibles d’étre impliqués
dans les précipitations induites par 'augmentatiornpH. On peut rappeler que plus le produit
de solubilité est faible, moins le composé estldeldans I'eau. Sa valeur est également
fortement dépendante de la température.

Tableau 11 : Composés susceptibles d'étre impliqués dans la floculation induite par le pH (produit de

solubilité dans I'eau)

Composes Formule chimique K Température (°C) Références

Dihydrogénophosphate de 36 Bushinskyet al.2000
calcium Ca(HPQy) 10 25 Moore J.W. 2010

Hydmgiglocﬁ’:r?fphate de caHPQ 10%° 25 Chowet al. 2001
i i 25.2 Jungingeet al.2010
Phosphate tricalcique g0y, 10 25 Moore J.W. 2010
. 36 Diazet al. 1994
Hydroxyapatite C4PQOy)s0H 10 25 Wopenkaet al. 2005
Céramique de phosphate de s Chowet al.2001
calcium Ca(PQy)>.Ca0 10 25 Predoiet al. 2008
Hydroxyde de calcium Ca(OH) 10° 25 Sillen & Martell 1964
Carbonate de calcium CagO 10° 24 Mooreet al. 1985
Phosﬂ’]‘g‘;‘;gaesmg”es'”m Mg(H:PQy); 3.10° 25 Zemeket al. 1990
Phosphate de magnésium 5 Abramset al.2013
dibasique MgHPQ, 210 25 Turker & Celen 2010
Phos”ﬁf}geagg S;ag”es'“m Mgs(PQ), 10% 25 Leeet al. 2007
; 10 14133 Celen & Tirker 2001
Struvite MgNHPGO,.6 HO 10™-10 25 Moore J.W. 2010
Magnésite MgCe® 10° 25 Tzanaki®t al. 2008
Artinite Mg(CO5)(OH),.3 H,O 10° 19 Livingstonet al. 1987
Hydro(xy)magnésite MgCO;)4(OH),.4 H,O 10° 25 Bothaet al. 2001

Brucite / Hydroxyde de

13
magnésium Mg(OH). 210 25 Leeet al. 2009b

*K s : produit de solubilité (sans dimension)

Les principes de base régissant la coagulation pgescules colloidales par des

hydroxydes métalliques de métal trivalent’2du FE€* consécutifs & leur hydrolyse sont assez
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bien compris, méme si certaines incertitudes deemtwwoncernant les mécanismes [Duan &
Gregory, 2003]. Bien que certaines caractéristige@ent probablement spécifiques des
métaux trivalents (comme par exemple, la formatae polymeres chargés de type
Al n(OH)p(3”"°) générés dans les stades préliminaires de la pedmp de I'’hydroxyde
d'aluminium AI(OH}), ce contexte offre probablement une compréhengiobale de la
déstabilisation des suspensions colloidales patrtixyde de magnésium Mg(OH)

A faible dose de coagulant, la neutralisation dargés est suffisante pour déstabiliser
des suspensions colloidales. Le dosage de coaguydtimial est celui qui conduit a une valeur
du potentiel zéta des particules colloidales pratheéro, et cette dose optimale ne peut pas
étre dépassée, sous peine de voir la charge stipkefdes cellules s’inverser et la suspension
microalgale redevenir stable. On suppose que l#ralsation des charges de surface peut
résulter de l'adsorption d'ions métalliques*Alou d’espéces cationiques hydrolysées telles
que AI(OHY*, connues pour s'adsorber plus fortement sur lesgels de surface négatives.
Cependant, a pH neutre (pour I'aluminium), toutes sous-espéces sont présentes en faibles
concentrations et la forme dominante est l'ion ahate AI(OH), qui est chargé
négativement. Dans ce cas, les especes neutraBsaont probablement des particules
colloidales d'hydroxyde qui sont chargées positer@gma un pH inférieur au point
isoélectrique (pl) de I'hnydroxyde d’aluminium Al(Q¥l dont la valeur est de I'ordre de 8 a 9.
En effet, méme si la solubilité d’Al(Oki)n'est pas atteinte, une sorte de précipitation de
surface peut se produire et générer une couchdrd¥yde amorphe autour de la surface de
la particule colloidale. La neutralisation de clesrgpourrait également résulter du déepot de
particules colloidales déja formées dans la suspenwitiale (hétérocoagulation). La
neutralisation de composés chargés négativemempiene alors étre réalisée que pour des
valeurs de pH inférieures au point isoélectriquég de I'nydroxyde précipitant (pour lesquels
les particules restent chargées positivement).'€# pas un probléeme quand une suspension
de microalgues est déstabilisée par la précipitati® I'’hydroxyde de magnésium Mg(QH)
puisque que son pl est supérieur a 11,5 (diffésentldeurs ont été rapportées dans la
littérature: 11,5 [Li & Somasundaran 1991]; 11,9u[ket al. 2008], 12,4 [Parcs 1967]; il est
reconnu par ailleurs que le pl varie en fonctios denditions de précipitation et des anions
présents, et peut-étre aussi avec l'age du préapinme Lucet al. (2004) I'ont rapporté avec
un pl autour de pH 10 pour de I'hydroxyde de magmasigé).

Si le dosage de coagulant est plus élevé, la diésstion des suspensions colloidales
se fait par un mécanisme différent. L'hydroxyde ati§ue peut précipiter en grandes

guantités dans la suspension si le pH est suffisamhi@levé ou éventuellement a la surface
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des patrticules, en produisant des flocs qui peugatrainer les particules de la suspension
(floculation par entrainement, « sweep flocculatipn L'efficacité de la floculation par
entrainement pour I'élimination des particulesbestucoup plus élevée que celle uniqguement
lite a la neutralisation des charges (en contriepaglle implique une quantité d’ions
beaucoup plus importante). En effet, les flocs miesont assez larges et offrent une
structure ouverte, permettant a une faible quantidroxyde précipitant d’entrainer une
grande quantité de particules. Smith & Davis (20dr&)d’ailleurs suspecté que la floculation
de microalgues par des composés magnésiens isdiaigimentation du pH commence par
une neutralisation de la charge avant de se pawespar la précipitation d’hydroxyde de
magnésium Mg(OH) tendant ainsi vers une floculation par entraingme

La floculation des microalgues peut également ébienue par la précipitation du
carbonate ou de phosphates de calcium lorsquetesitrations en ions correspondant dans
le milieu de culture sont assez élevées [Sukenighlef 1984 ; Ayoulet al. 1986]. Par
rapport a la floculation issue d'une coagulatioms#&xutive a I'hydrolyse des sels de
magnésium, les précipitations se produisent a dksuks de pH modérées, typiqguement 8,5 -
9,0 pour le phosphate de calcium et 9,1 — 9,5 pwarbonate de calcium, mais avec des
efficacités d’élimination par sédimentation moirglf8mith & Davis 2012 ; Schlesinget al.
2012]. Les principaux mécanismes présentés prégédamont également été proposés
(neutralisation de charges par les composés deppatesde calcium chargés positivement,
floculation par entrainement et effets de lestgge)Sukenik & Shelef (1984). Les effets de
lestage sont liés au dépot d'un précipité densiassurface des particules qui agit comme un
agent lestant en augmentant la masse volumiqueagpades cellules, conduisant ainsi a
leur décantation [Leentvar & Rebhun 1982 ; SemerfaAyoub 2003 ; Smith & Davis
2012]. Dans le cas ou des polymeres chimiques os lkiepolymeres (tels que
exopolysaccharides) sont impliqués, des effetsatgage (génération de « liens » entre les
cellules) peuvent également se produire [Lertsatihg et al. 2009 ; Udumaret al. 2010a ;
Schlesingeet al. 2012].

D'un point de vue opérationnel, les taux de détamtzt la résistance des flocs, ainsi
gue la consommation des ions, sont d'une granderiame d'un point de vue économique.
lls peuvent avoir un grand impact sur les dépembewestissement (CAPEX) et/ou de
fonctionnement (OPEX). La consommation en ionsgeshdement liée a la composition du
milieu de culture. En se basant sur les travaukalkeman & Wachs (1973) sur la floculation
de microalgues par addition de chaux en présenceagmésium, Smith & Davis (2012) ont

montré que le dosage molaire de magnésium poulodalltion est similaire a celui des
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cations trivalents (Al ou FE"). En outre, les colts des phosphates augmentaatsem de la

diminution des réserves mondiales, la précipitatipgr des composés contenant des

phosphates pour les cultures a grande échelle gibuapidement devenir non viable

economiquement [Vandamnet al. 2013]. Toutefois, cette consommation serait diffia

éviter car le milieu doit contenir des ions phospe@ Q™ et calcium C& comme apports de

nutriments pour les cellules microalgales et pae ces composés précipitent a des niveaux

de pH plus faibles que ceux rencontrés lors dedaipitation de Mg(OH)

Tableau 12 : Performances de la floculation par remontée naturelle ou artificielle du pH

Souches cibles Remontée  Efficacité ; Remarques Références
du pH Concentration
finale
Chlorellasp. 9-115 80% Au pH de 10,5 et 5 — 10% eau de mer: Avoub et al. 1986
Synechocystisp. (NaOH) >95% Au pH de 11 et 10 — 15% eau de mer Y '
Skeletonema costaturm 10,2 28 +0.5 ma.get Skeletonema costatucnltivée ereau de me Blanchemain et
(NaOH) 020> MY.Ps enrichie Grizeau 1999
. 10-12 . . P .
oSS P (Nao e oms  ReOUCIOn Gelloncté mponane nPIESE  Catoet . 201
Ca(OHy})
nd. 11,5 95%, 20 kg.1il Viable si I'eau de mer est’ut_lllsee comme o - iehet al. 1991
(NaOH) source de magnésium
86-105 Floculation observée entre pH 8.6 et 10.5
Dunaliella tertiofecta , ’ 90% Surnageant réutilisable par simple Horiuchiet al.2003
(NaOH) Lo
neutralisation a 'acide
Concentration ionique initiale et/ou
production d’exopolymeéres durant la
culture insuffisante pour provoquer la . .
Scenedesmus obliquus > 11 80% floculation. Lavoie et de la Node,
(NaOH) s . . 1987
L’ajout de calcium rend la biomasse
récoltée impropre aux finalités
d’alimentation animale.
9,5
Chlorella vulgaris (solution 40% Deux étages d’agrégation pendant 4 jours Meakstet al. 1980
alcaline)
11,5 - . . i B
I Magnésium apporté par l'intermédiaire de Semerjian and Ayoub
n.d. (solution 99% NP
alcaline) 10 a 15% d’eau de mer 2003
) Concentrations Mg et C&' élevées
Nann;)é:i?;cr)]gpss 9’(7\‘;&3’)25 89% . (souche marine) Sirinet al.2013
9 A pH > 10.25, efficacité & 0.
. 10,5 o Souche resuspendue en milieu enrichi en . .
Chlorella vulgaris (NaOH) >90% Mg?* Smith et Davis 2012
Phaeodactylum 10,8 85%
tricornutum (naturelle par
régulation de Montée du pH :
CO) par addition de NaOH, Spilling et al.2011
ou bullage N (codt supplémentaire)
11,3
Scenedesmus obliguus (NaOH) 70%
Scenedesmus dimorphus 8,9 96% Milieu de cuItL’\lArgSe&ncm en Cagit Sukeniket al. 1984
11 75% . e s
Chlorella vulgaris 11,5-12 95% EDTA diminue | efﬂcamte dela Vandammeet al. 2012
floculation
(NaCH)
Chlorella vulgaris,
Scenedesmus sp., Procédé peu énergivore
Chlorococcum sp >10,5 N .
; >90% Soude peu codteuse et non contaminante  Wu et al. 2012
Nannochloropsis (NaOH)

oculata, Phaeodactylum
tricornutum

pour le milieu de culture.

n.d. : non défini
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Efficacité d'élimination évaluée par mesure de @érmptique (longueur d’'onde variable selon leslég) sur le surnageant

De facon générale, la plupart des études citéeséfmence dans les exemples
précédents sont réalisées en simulant 'augmentatiopH par I'ajout d’'une base (NaOH,
Ca(OHy...), mais peu d’entre elles évaluent la possibditéhe élévation du pH sans ajout de
solution alcaline, ni les performances de l'op@&ratdans ces conditions précises (temps
d’élévation du pH, performances obtenues telles gitesse de sédimentation ou
concentration finale en biomasse...). Les performauactuelles, qu’elles soient obtenues par

la montée naturelle ou artificielle du pH, sontur@ges dans le Tableau 12.

2.5.3. Filtration et séparation membranaire
La centrifugation et les technologies de coagutdfiioculation reposent sur une
séparation gravitaire basée sur la loi de Stokasécolte de microorganismes peut aussi se

réaliser par une séparation d’exclusion stérique @oloi de base est la loi de Darcy :

AP
Q=——= (S)
p(Ri+R))
ou Q : densité de flux volumique (débit surfacique)fifeation (m>.m?.s?, ou

m.s%)

AP : différence de pression appliquée (Pa)

U : viscosité de la phase liquide (Pa.s)

Rs et R, : résistance spécifique du support et du gatediltidgion (m™)

Un media filtrant (milieu poreux type sable, tamisembranes semi-perméables...)
permet de retenir les particules en suspensioa kEtisser passer la phase liquide a travers.
On peut distinguer :
- la filtration par gravité : le mélange est sounngguement a la pression atmosphérique. Le
liquide passe a travers le support filtrant, targli® le solide est récupéré sur le support
filtrant,
- la filtration par surpression : la suspensiolvarsous pression dans le filtre,
- la filtration sous vide : le mélange est soumisa6té du filtre a la pression atmosphérique,

et de l'autre c6té, ou sort le filtrat, a une dépren réalisée grace a une pompe a vide.
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2.5.3.1. Filtration sur support

Afin de distinguer filtration et séparation memkasa, nous considérerons que la
filtration est une séparation dont le seuil de coagtaille des pores) permettant la séparation
est supérieur au micrometre.

Dans le domaine de la filtration sur support, ladiion sur lit de sable a montré une
certaine efficacité de rétention de microalgues thr pré-traitement d’eau de mer en présence
de blooms algaux (Plantiet al. 2013). Cependant, elle ne semble pas pouvoir@piquée
a la récolte de microalgues puisque la rétentierada fois dépendante de la concentration
initiale en cellule et du temps, et limitée a delfutes de taille relativement élevée (> 20 um).

Ainsi, la filtration sur support se limite au tamge de cellules dont la taille est
supérieure a 40 um. Le procédé demeure relativersgnple et ne fait appel qu'a
I'exploitation de toiles tamis pour réaliser la afgiion sous de faibles gradients de pression
(Iegere surpression ou mise sous vide) a l'aideabkes d’égouttage ou de tambours rotatifs
(Figure 21). Toutefois, afin de maintenir les delnié filtration, il est nécessaire de mettre en
ceuvre un raclage du gateau pour limiter 'accromeseg dans le temps de la résistance
spécifique du gateau (Equation 5). Il peut étrdedgant nécessaire de prévoir une pré-couche
filtrante pour améliorer 'opération [Gudin & Theper 1986]. En terme de performances, il
semble possible d’atteindre des concentrations atiees seches de l'ordre de 50 a
300 gus.L™* (~ 5 & 30 % MS) pour des colits énergétiques cengmire 0,3 et 2 kWh.h
[Molina Grimaet al.2003]

Figure 21 : Filtration de cellules microalgales par filtration sur support

2.5.3.2. Séparation par membrane
Contrairement au cas précédent, la séparation nagmmipe concerne des médias

filtrants dont le seuil de coupure sera infériaun@crometre.
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Les procédés a membranes sont utilisés essentigltquour séparer des molécules ou
des espéces ionigues en solution : c'est le cabuliiafiltration, de la nanofiltration, de
'osmose inverse ou de ['électrodialyse. Toutefals, peuvent également permettre la
séparation des particules ou des micro-organisnmesuspension dans un liquide, par
l'utilisation de membranes de microfiltration (teilde pores légerement inférieure au
micrometre).

Ces procédés sont basés sur la mise en ceuvre derames semi-perméables. Une
membrane semi-perméable est une barriere mince eptarmy sous l'effet d’'une force
agissante, le passage de certaines substanceslesntdeux milieux qu’elle sépare et la
retention d’autres (Figure 22). Les substances eestipn peuvent étre des ions, des
molécules ou des particules, ou encore le solMagg. substances arrétées constituent une
phase appelée rétentat (concentrat), tandis gqyshdae ayant traversée la membrane est

appelée permeéat (filtrat).

Figure 22 : Membrane semi-perméable

La force agissante peut-étre :

* Un gradient de pression : osmose inverse (Olafiltration (UF), microfiltration (MF),

perméation gazeuse (PG), pervaporation (PV)
« Un gradient de potentiel électrique : électrodial{fsD)

* Un gradient de concentration : dialyse (D)

2.5.3.2.1. Parameétres caractéristiques
Les critéres de sélection dépendent des caraaésstdes substances a séparer et de
celles de la membrane (dimensions, forme, naturgnighe, état physique, charge
électrique...) ainsi que des conditions hydrodynaesqude travail. Suivant ces
caractéristiques, le transfert sélectif des espégpsse soit sur leur capacité a diffuser a
travers le matériau membranaire, soit sur leutetglar rapport a celle des pores de la
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membrane (effets tamis), soit sur une exclusiomgion (effet électrique ou effet de Donnan
entre especes et membrane disposant de chargésgaks opposées), ou encore sur les
différences de solvatation de certains solutédgsésnen particulier, entre la solution et dans
les pores (effets diélectriques). Une combinais@n cgs differents mécanismes n’est
evidemment pas exclue.

Généralement, les membranes de microfiltration sardctérisées par la taille de leurs
pores (ex : um). En ultrafiltration et en nanoéition, on utilise la notion de seuil de coupure
(SC) défini par la masse de la plus petite molécuigon retenu a 90 % (ou 95 %) par la
membrane dans des conditions normalisées (le S@rstee en Dalton = g/mol). En osmose
inverse et en nandfiltration, les membranes sortct@risées par la rétention en certains sels
(NaCl, CaC} ...).

Il existe deux types de perturbations possiblegpdestdés membranaires :

* |e colmatage réversible :

Les phénomeénes « limitants » réversibles sont éelement dus au dépot de matiere
et au phénomene de polarisation de concentraties.€ntités présentes dans la solution a
filtrer sont entrainées sous l'action de la forcetnoe au voisinage de la membrane ou se
développe un gradient de concentration. L'équildmére le flux de convection qui provoque
'accumulation de matiére a la surface de la membet le flux de rétrodiffusion des entités
de la membrane vers la veine liquide est nommé @héne de « polarisation de
concentration ».

* |e colmatage irréversible :

Le colmatage irréversibla.€. qui nécessite de procéder a un nettoyage chinogue
mécanique de la membrane pour étre éliminé) résldtphénomenes de natures diverses
modifiant les propriétés filtrantes de la membrane

o Physico-chimique : adsorption, sous leffet d'iatetions entre certains
constituants du fluide et le matériau membranaigglification, agrégation,
insolubilisation qui peuvent provenir de modificets physico-chimiques
locales (concentration, pH, force ionique) a I'nfdee fluide — membrane.

o Meécanique : dépot de particules, blocage des p@ass ce cas, les couches
déposées peuvent étre déstabilisées par la miseewrmre d’écoulements
secondaires (filtration dynamique, promoteurs dbulence, écoulement de
Dean,...) ou instationnaires (débits pulsés, jewrmittents, ...) qui induisent

des variations significatives de la contrainte idaittement a la membrane.
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2.5.3.2.2. Bases théoriques de la filtration et modéles usuels
La densité de flux volumique de perméat (J) instaé¢ a la température T, souvent
appelé simplement flux de perméat, est exprimém.eh (m*.s*.m? ou plus réguliérement en
L.h"2.m?) et est défini comme le débit de permeay) (6ar unité de surface de filtration de la

membrane (§, soit :

J=— (6)

La permeéabilité () d'une membrane est déefinie comme étant le ragmre le flux
de perméat et la pression transmembranaire (PTBtfje @erméabilité est également I'inverse
du produit de la viscosité dynamique (1) et dedsistance intrinséque de la membrane
étudiée (R).

(7)

Avec L, perméabilité exprimée en rit.®a" (ou L.H'.m?bar")
U, viscosité dynamique du fluide en Pa.s

Rnm, résistance intrinséque de la membrane én m

La PTM moyenne sur la longueur de la membrane esgémnéral calculée selon
I'Equation 8 :

PTM:—P‘*;PS—Pf (8)

Avec R, P, les pressions en entrée et en sortie de modtéda étentat (Pa ou bar)

P la pression coté perméat (Pa ou bar), supposé&tacne

Jusqu’a présent, il a été admis que la pressiomtgne ATt due a la concentration de
solutés et inversement proportionnelle a leur paiséculaire était négligeable. Cette
pression osmotique s’écrit sous la forme suivaote pn soluté unique :

An=1.R.T.AC (9)

ol R estla constante molaire des gaz parfaitso{3.K™),
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T la température absolue (K),
i, nombre de particules par entité formulaire
AC la différence de concentration du soluté (en mid).de part et d'autre de la

membrane.

Lorsque le fluide a filtrer contient des solutésfaibles poids moléculaires et que ces
derniers s’accumulent a la membrane de par leentiéh totale ou partielle, la pression
osmotique de part et d’autre de la membrane deviemtnégligeable. Elle agit alors comme
une véritable contre-pression et diminue la pressi@ansmembranaire efficace. Cette
diminution s’accentue au cours d’une filtration mode batch puisquArtest une fonction
croissante dAC.

Afin de tenir compte de cette pression osmotiqeetams auteurs [Cheryan 1986,
Clifton et al. 1984, Aimar 1987] l'introduisent dans I'Equation 7
_PTM-An

J (10)

Si au cours de la filtration des résistances amtitlles liées au colmatage réversible
(R ou irréversible (R apparaissent, I'équation doit étre modifiée defdgon suivante
(modele des résistances en série):

PTM - An

J: I'J"(Rm+Rr +Rir)

(11)

Flux de perméation

Polarisation primaire Polarisation secondaire ou de “gel”

Pression transmembranaire

Flux de perméation
en fonction de la pression

Figure 23 : Polarisation de concentration

Lors de la séparation de mélanges homogenes,feitdie la perméation du solvant, il

s’établit dans la couche limite au voisinage denembrane un gradient de concentration du
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soluté retenu. Ce phénomene de polarisation deeatmration est souvent a l'origine de la
limitation du flux de perméat. Ainsi le flux de paetat J n’est plus proportionnel a la pression
transmembranaire appliquée lorsque ce phénomen@raduit. Lorsque le colmatage

irréversible se met en place, le flux peut mémeedevindépendant de la pression

transmembranaire PTM a partir d'une certaine vatieuia pression (Figure 23).

La premiére interprétation proposée pour rendrepterde ce phénomene repose sur
le modéle du film, encore appelé « théorie du dé@latt et al. 1970].
Le profil de concentration C du soluté au voisinatge la membrane peut-étre

représenté par la Figure 24.

i
___convection
diffusion
T

couche limite

8 Profil de concentration

au voisinage de la membrane

distance de la membrane

Figure 24 : Profil de concentration au voisinage de la membrane

Le soluté pres de la membrane rétrodiffuse au deirla solution. Cependant, le
coefficient de diffusion D en phase liquide essti@ble, et la concentration&u voisinage
de la membrane est généralement plus élevée quandantration au sein du fluide JCEN
outre, G, augmente avec la pression appliquée. Elle pest aiteindre la limite de solubilité
des macromolécules et un gel peut se former. Cagietomme une seconde membrane qui
crée une reésistance additionnelle au flux transmanaixe. On parle alors de polarisation
secondaire ou de polarisation de gel. Une augmentsaupplémentaire de la pression au-
dessus de la membrane ne fera qu'accroitre I'épaisde la couche de gel sans avoir
d’influence sur le débit de perméat.

En régime stationnaire, on peut écrire le bilawaof :

dc, _
(.0-(- =G (12)

ou C(x) est la concentration en soluté a une cé@dirtérieur de la couche limite de transfert

de matiére. Si on considére I'épaisseur de la aoliofite § et si on admet que le coefficient
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de diffusion D est constant, I'intégration de I'étjon précédente sur I'épaisseur de la couche

limite donne :

— (13)

ou G, Gy et G représentent les concentrations en soluté, respeent au sein de la

solution, a la paroi et dans le perméat, g6 2 coefficient de transfert de masse k du soluté.

Si G, est trés faible devant,@t Gy, et si par ailleurs il se forme un gel{€ ), la
relation devient [Michaels 1968] :

C
J. =k.In=2 (14)
C

0

Si k est constant, la valeur du flux limite dépeledG, et la courbe g, = f(In C,) est
une droite dont la pente est égale au coefficierttahsfert de matiére a travers la membrane.
L’abscisse du point obtenu par extrapolation adioe correspond afC

Les valeurs du coefficient k peuvent par ailleute &xprimées en fonction des
parameétres physico-chimiques de la solution (viséasy/namique [, coefficient de diffusion
D ...) et des parametres hydrodynamiques du systdimmmétre hydrauliquendvitesse de
circulation tangentielle u...).

Le coefficient k est d’autant plus élevé que le boerde Reynolds et le cisaillement a
la membrane sont élevés. L’augmentation de la satéangentielle de circulation aura donc
pour effet, en augmentant k et en limitant 'acclatian de soluté dans la couche limite,
d’améliorer le transfert du solvant a travers lambeane. On peut également améliorer le
transfert en placant parallélement & la membrasepdemoteurs de turbulence. Par ailleurs,
I'élévation de la température, lorsque la naturgochduit & traiter et la tenue des membranes
le permettent, réduit la viscosité du solvant également un effet bénéfique sur le flux de

perméation.

2.5.3.2.3. Présentation des différents procédés
On peut classer sommairement les différents pescée séparation par membrane en
fonction de la force qui provoque le transfert datigre a travers la membrane et en fonction
de la taille des substances que I'on cherche aeséprduchon, Mietton-Peuchot, Quéméneur,
1987].
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e La microfiltration

Cette technique se distingue essentiellement dissapar la nature des espéces a
arréter : on traite en effet des suspensions awlkesolutions. La taille des particules arrétées
se situe généralement entre 0,2 epdD

Les applications principales concernent la claaifmn et la stérilisation des eaux et

des liquides alimentaires et biologiques.

o L'ultrafiltration

L'ultrafiltration permet de concentrer des solusomacromoléculaires en ne laissant
passer a travers la membrane que le solvant sblets de faible masse molaire. La pression
appliguée en amont de la membrane est de I'ordfiead20 bars.

Les principales applications industrielles sont clancentration des protéines de
lactosérum et de lait, la séparation d’émulsions-eauile, le traitement de bains de peinture

par électrophorese.

* La nanofiltration et 'osmose inverse

La nanofiltration permet de séparer les ions molemia et les solutés organiques
neutres de petite taille (< 200-300 Da environ) des multivalents et des composants
organiques de taille plus élevée. La séparationsdkgés chargés ne se fait pas sur le seul
critere de taille mais aussi en fonction de leuargh. Les mécanismes de la séparation
solvant / soluté sont basés sur des interactiortgpestérique, ionique ou diélectrique entre
la membrane et le soluté d’'une part, et entredegés d’autres part.

Enfin, 'osmose inverse met en ceuvre des membrdarses semi-permables pour
concentrer les petites molécules organiques eioles monovalents. Seul le solvant passe
librement a travers la membrane, les ions et etitelécules étant au moins partiellement
retenus, leur transfert s’effectuant par un mécaaide solubilisation-diffusion. La séparation
nécessite d’appliquer une pression suffisante,reyré a la différence de pression osmotique
créée de part et d'autre de la membrane par latiétedes solutés.

Ces technigues n’étant pas utilisées dans ce kravais ne les présenterons pas

davantage.
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2.5.3.2.4. La séparation membranaire appliquée a la récolte de
microalgue
Le GEPEA a une expérience déja longue dans le chantks la récolte de microalgues
par des procédés membranaires de micro- ou ultedifiin, puisque les premiers travaux
remontent a la fin des années 1980.

Pour la filtration tangentielle, il existe plusisutypes de membranes permettant la
séparation des microalgues. En premier lieu, conger de la taille des cellules (1 a
guelquespm pour les plus petites), la microfiltration semialgoriori la plus appropriée.
Cependant, plusieurs auteurs ont mis en évidensehigtes de flux importantes lors de la
microfiltration de microalgues entre le flux initiet le flux stabilisé a recyclage total : 75 %,
de 600 & 140 L:hm? pour une membrane de 0,1 pm en Polyfluorure dglidine (PVDF)
[Rossignolet al. 1999] ; 75 et 80 % pour une membrane de 0,22 umétee nature [Hungt
al. 2006]. Cette perte de flux est souvent caractgustde la microfiltration, la membrane
subissant un colmatage lié au bouchage mécaniqupates. Les travaux de Danquethal.
(2009) ont également mis en évidence sur une meralda 0,22 um (Pellicon 2) qu’il était
préférable de réaliser la récolte lors des phasesa@ssance modérée, notamment en cas de
souches ayant des propriétés coalescentes (cutmginte de Tetraselmis suecicd
Chlorococumsp.) afin de favoriser le soutirage de I'eau &iatire des concentrations plus

élevées (passage de 25 & h6..g*) malgré des flux restant faibles & 20 L.

Rossignolet al. (1999) et Rossiet al. (2004) ont comparé les performances de
membranes d’'UF et de MF pour la récolte de mictosdgde diverses natures (deux
diatomées marinddaslea ostreariaSkeletonema costatuet une cyanobactéerigrthrospira
platensi dans des conditions similaires de filtration etiple méme temps de stabilisation.
lls ont observé qu'une membrane d’ultrafiltration polyacrylonitrile (PAN) de seuil de
coupure 40 kDa offrait un flux de départ certesitéma 270 L.H.m? mais un flux stabilisé

s'élévant & 120 L:hm?, proche des valeurs obtenues avec une membran& BMOum.
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Cela rejoint les résultats de la Figure 25 quamt différences résistances des

membranes :
Microfiltration Ultrafiltration
— PVDF, 40 kDa Haslea ostrearia (fresh) ]
TE 07T AP = 10° Pa;v=25ms
- C =50 10° cells I
P 40 + PES, 30 kDa
% (PVDF)
2 30 fouling
:8 1 21 resistance : Re
8 (180 min)
o 20+
QS N b
§ Y mtrln.s1c membrane
2 10 resistance : Ry,
#]
a4
0 i I SUOTST N R S U —

Figure 25 : Résistances de différentes membranes de microfiltration et d'ultrafiltration [d’aprés Rossignol et

al. 1999]

On constate que les résistances intrinsegquedeR membranes de microfiltration sont
tres faibles comparées aux membranes d’ultrafibtnat’ou les flux plus élevés en début
d’expérience. Mais les résistances dues au colmdg R + R;) en ultrafiltration sont plus

faibles, ce qui peut étre déterminant pour I'étdpaettoyage.

Il peut donc étre conclu que la microfiltration deuches de tailles relativement
importantes (> 40 um) et de formes différentes admees des flux de départ plus élevés que
l'ultrafiltration, mais que son colmatage peut gihes important. Il est trés probable qu’avec
des cellules de taille plus faible, comme avecdachke qui sera utilisée au cours de ces
travaux de thése, que ces résultats ne soieninfiemés. Ainsi, compte tenu de la mise en
évidence du rdle des agents colmatants autres epiecdllules microalgales, et décrits

ultérieurement, I'utilisation de I'ultrafiltratiofut privilégiée par la suite.

* Influence de la concentration

Plus la concentration en microalgues est élevgsustle colmatage est important et
les flux de permeéation faibles. Cela a été monwar pdes séparations dg&cenedesmus
quadricauda effectuées a recyclage total et a vitesse comstagm faisant varier la
concentration (Figure 26) [Zhamg al. 2010]. En effet, selon 'Equation 13, on remarbien
gue si @G augmente, la valeur de J diminue. Ainsi, lorsqutawaillera en mode concentration

ce phénomeéne va entrer en jeu et réduire la vdiesiflux de perméation.
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Figure 26 : Flux de filtration a différentes concentrations en fonction du temps [d’aprés Zhang et al. 2010]

Par ailleurs, différents auteurs ont montré la jpil#® de concentrer des cellules
microalgales avec des facteurs de concentrationpasnmentre 10 et 150, pour des
concentrations initiales au mieux deysd ™ [Rossignolet al. 1999 ; Vandanjoset al. 1999 ;
Rossiet al. 2004, Danquakt al. 2009, Zhanget al. 2010].

+ Influence de la vitesse tangentielle et/ou de lHoggnamique

Tant qu’elle permet d’éroder la couche limite detigra, une augmentation de la
vitesse permet une augmentation du flux de fitbratparfois importante. Ainsi, pour des
filtrations effectuées dans des conditions simelirZhanget al. [2010] ont rapporté un
triplement du flux, de 10 L-hm? & 30 L.K*.m? lorsque la vitesse tangentielle augmente de
0,01 de 0,17 ms(Figure 27). Des observations similaires ont étgportées par d’'autres
auteurs [Rossignat al. 1999 ; Rosset al. 2005].

120

.17 mfs
0.09 m/s
0.01 m/s

T
]
o
FaN

100 +

80

3

Fux (L (m™h)

60

40 -

20

O T ¥ T T T T T

Concentration time (min)

Figure 27 : Flux de filtration en fonction de la concentration pour différentes vitesses [d’aprés Zhang et al.

2010]
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Par ailleurs, différents moyens peuvent étre misearvre pour limiter le colmatage

des membranes de filtration, notamment les modifina de I'écoulement comme :

I'utilisation d’écoulements tourbillonnaires, quparmis d’augmenter de 20 % a 45%
les flux limites de membranes d’ultrafiltration [Mieeau-Thomasgt al. 2011 et 2002]
I'utilisation de membranes immergées balayées pabullage d’air, semblable a ce

que I'on peut retrouver en photobioréacteur a mambfBiladet al. 2012]

J (L.h".m?)

. ‘ P Skeletonema costatum 1
=0 «Rotating disk system TMP =1 bar ; T =25°C ; y= 16,000 5.1 ; PAN 40 kDa
10.. —O—Tangenlialllow e S — cnscscpensen decee el

1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3
VRR

Figure 28 : Evolution des flux en mode concentration lors d'une filtration de diatomée dans des conditions

similaires de cisaillement sur un module tangentielle et sur un module rotatif dynamique [d’apres Frappart

etal. 2011]

la filtration tangentielle dynamique ou le taux adsaillement, obtenu par rotation ou
vibration des membranes, peut étre augmenté sangehle débit d’alimentation, a la
différence de la filtration tangentielle « classqu type module tubulaire, plan etc.
Frappartet al. (2011) ont montré que ce type de filtration petaietle passer d’'un
flux de 35 L.h'.m™ pour une filtration tangentielle classique & wxftle 75 L.H.m?

sur la diatomé&keletonema costatyet ce pour des cisaillements équivalents (Figure
28). La cause principale pourrait étre la réductles débits de pompage dans ce type
de module, source de stress cellulaire et générdtexopolysaccharides [Morineau-
Thomaset al.2002]

Toujours en filtration dynamique mais avec unetrotade membranes céramiques ou
polymériques, Riogt al. 2011 ont également obtenu une augmentation destin
négligeables (Figure 29). A titre d’exemple, das<flusqu’'a 4 fois supérieurs sont
obtenus par la mise en rotation des membranes prasou polymériques de 0 a

1110 tr.mirt, quelles que soient les diamétres de pores oliNa P
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flux L/h/m*

TMP membrane initial plateau at 1110 rpm plateau at 550 rpm plateau at 0 rpm

2 bar ceramic, 2 um 252073 46073 222+ 59 130 18
ceramic, 0.5 um 1830 + 47 431+ 44 268 £28 105+ 33
polymeric, 1 um 127 £ 16 200 £ 62 67%16 & £ 30
polymeric, 0.5 um 3629 + 298 207 £ 45 9+17 75+ 40

1 bar ceramic, 2 um 1286 + 96 403 £ 64 211 £35 130+ 15
ceramic, 0.5 um 9M3+21 3N £25 265 £38 127+23
polymeric, 1 um 867 + 180 127 £19 4+4 33£15
polymeric, 0.5 um 1154 £ 162 195 £ 66 9+14 $4+27

Figure 29 : Augmentation de flux de perméation en fonction de la vitesse de rotation et du type de

membrane [d’aprés Rios et al. 2011]

* Influence de la pompe d’alimentation

Les pompes induisent un cisaillement au sein despension, et cette contrainte n’est
pas toujours sans conséquences sur les microglgaadanjonet al. 1999 et Jaouest al.
1999]. Le cisaillement peut ainsi induire un stres8canique chez les micro-organismes
filtrés qui peuvent alors secréter des élémentmataints tels que des exopolysaccharides
(EPS) limitant alors le flux de filtrat. Par ailles) les microalgues peuvent étre partiellement
ou totalement endommageées, ce qui peut nuire ifidation de la biomasse pour la suite du
procédé. Le choix d’'un type de pompe doit donc greren compte les effets éventuels du

cisaillement induit.

* Principaux agents colmatants

L’étude d'une filtration membranaire passe égaldmgsr la compréhension des
mécanismes de colmatage en cours de filtrationmbporité des études s’accordent a dire,
comme cela a déja pu étre évoqué dans les poiategents, que les entités colmatantes ne
sont pas uniquement les cellules microalgues as-eliémes mais également la matiere
organique issue du métabolisme de la microalguasiAprotéines ou exopolysaccharides
sont régulierement mis en avant comme induisaranaut’ effets colmatants que les cellules
microalgales, voire plus. Toutefois, les parts eesipes des deux populations semblent varier
selon les cas rapportés, avec probablement unigffetrtant de la souche étudiée, mais peut-
étre aussi des conditions de culture et de récolte

- ainsi, surTetraselmis sueci¢caouche flagellée de taille comprise entre 1 giiQ les
cellules seraient responsables a 70 % du colmatagie 30 % pour les matieres
organiques excrétées, essentiellement exopolysagdehaMorineau-Thomast al.

2001]
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- le rbéle des exopolyssaccharides est particulierénmes en avant pouArthrospira
platensis cellule de plus grande taille (environ 100 pmga@inue pour ses excrétions
abondantes d’exopolysaccharides. La concentratieliulaire, la présence de
fragments cellulaires ainsi que de protéines é@hycobiliprotéine C-Phycocyanine),
ne semblent contribuer que peu au colmatage [Retssil. 2004, 2005 et 2008].
Rickmanet al. (2012) parviennent a des conclusions proches ssircdllules plus
petites Chlamydomonasp., 3 um environ). Les auteurs soulignent 'imaice des
composeés de type protéines, acides humiques owculedsa haut poids moléculaires.

- Quet al. 2012 confirment également le rbéle colmatant deiémanrréversible de la
matiere organique extracellulaire, par adsorptida aurface de la membrane, mais
également celui tenu par les cellules et les fragmpotentiels générant un gateau
réversible en premier lieu, puis irréversible lardggse comprime au cours de la
filtration.

- la contribution minérale peut également étre nagligéable. Biladet al. (2012) ont
montré, qu'outre la présence des composés organigles cristaux minéraux de
carbonate de calcium pouvaient se former a la seid@ la membrane et contribuer au
blocage de pores lors de la filtration de suspendePhaeodactylum tricornuturau

Chlorella vulgaris

 Développement industriel

bY

Certains industriels proposent des systémes ddteépar membranes a plusieurs
étages pour pouvoir atteindre des concentratiopsiitantes. Ainsi, la société Pall propose un
premier étage par membranes fibres creuses peimdie 60 gs.L ™ en matiéres séches, puis
un second étage par membranes tubulaires minépales atteindre 180 ,g.L™ [DiLillo
2012], pour un colit énergétique de 0,5 kWhpour le premier étage et de 0,7 kWH.pour

'ensemble du procédé.
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Le tableau ci-dessous permet de récapituler lescipaux résultats obtenus en

séparation membranaire appliquée aux microalgues.

Tableau 13 : Performances de la séparation membranaire appliquée aux microalgues

PTM Concentration FC Flux de Consommation
Souches cibles Membrane Vitesse initiale atteint perméation énergétique Références
(gus.L Y (L.h'tm?) kWh.m™
0,55 a0,85 N 194 - 225 Petrusevskét
Phytoplancton 0,45 pm bar 5a40 (flux imposé) al. 1995
Haslea o. 2 bar Rossignokt
PAN 40 kDa 1325mls 11 20-50 al. 1999
PVDF 0,22 pm
(hydrophobe) 0,4a0,6 216 a 36
bar Hunget al.
Chiorellasp-  Egter Cellulose| 0432084 20139 2006
0,22 um m/s
(hydrophile) 252 a 36
) 0 -2 bar Rossiet al.
Arthrospira p. ATZ 50 kDa 133 mis 1 40-90 2008
. . 1.05’(cr0,|ssance 23 20 051
Tetraselmis suecica 0,22 um 207 bar élevée) Danquatet
+ Chlorococumsp. ' ’ 1.15 (croissance 48 20 0.38 al. 2009
faible) '
455
Scenedesmus 0,345 bar (avec Zhanget al.
quadricauda PVC 50 kDa 0,17 m/s 1.04 154 rétrolavage a 2010
I'air)
Céramique 0,5-
2um 1 -2 bar 127 - 460 Rioset al.
Phaeodactylum t. - 0.06
Polymérique (dyn.) 2011
54 — 200
0,5-1 pm
100-80 (dyn.) Frapparet al.
Skeletonema c. PAN 40 kDa 1 bar 3 60-30 (tang.) 2011
Chlorella v. PVDF 0-0,35 bar 0,41 17 -38,3 0,27 -0,48 Bilad et al.
Phaeodactylum t. (% variable) (Subm.) 0,23 29,8-425 0,25-0,31 2012

Tang. Filtration tangentielle classique (par défauton précisée)
Dyn. : Filtration dynamique

Subm : Membranes immergées

3. Conclusions

L’étude bibliographique a permis de choisir la dmiconsidérée dans cette étude et de
sélectionner deux procédeés de récolte méritantedidvestigués. AinsiChlorella vulgarisest
une souche facile a cultiver, bien connue au ldboeaet qui présente un intérét potentiel en

terme de production de biocarburants.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence la capaeitéedaines microalgues a floculer
« naturellement », en privant la culture de I'appem CQ et en laissant le pH remonter
naturellement par épuisement du milieu en,Qdqu’a la co-précipitation de certains sels
inorganiques et des cellules. Cette méthode delteésemble intéressante dans le cadre
d’applications énergétiques (biodiesel), d’'une partcause de sa faible consommation

énergétique, et d’autre part parce que les faitdexentrations cellulaires obtenues (~ 20 —
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30 gus.L ™) ne sont pas pénalisantes si la récupération Eadtionnement des métabolites

d’intérét (lipides, pigments ...) peuvent étre effEs en voie humide.

Cette floculation naturelle a été rapportée pogrsiriches marines, ainsi que pour des
souches d’eau douce dans des milieux riches enésagn. La premiere partie de ce travail
portera en conséquence sur la détermination deditmms dans lesquelles la souche d’eau
douceChorella vulgarispeut floculer naturellement.

Pour la simple récolte, ou bien méme dans certaiagglications de niche
(récupération de pigments, oméga-3 ou polysacamrigour la cosmétigue ou la
nutraceutique par exemple), on souhaite pouvojpadier d’'une biomasse concentrée dans
laquelle une partie du milieu de culture a d’oresl@a éteé retiré pour limiter les volumes a
traiter. Les techniques membranaires peuvent adtrs plus compétitives, sur le plan
énergeétique, vis-a-vis de la centrifugation (d’atitplus si la souche a traiter est de faible
taille, nécessitant ainsi des accélérations imptets. Il est cependant délicat d’atteindre des
niveaux de concentration élevés (> 6@s.™ environ) en une seule étape. De plus, le
pompage est généralement le colt d'exploitatiarcjal. Dans cette optique, I'utilisation de
la filtration dynamique, ou le taux de cisaillemest indépendant du débit d’alimentation,
peut étre une alternative intéressante a la filinatangentielle classique pour limiter le
colmatage et atteindre des flux et/ou des condemtsafinales élevées, et/ou pour réduire les
colts énergétigues de pompage, et méme participaméliorer la nettoyabilité des
membranes. Son utilisation peut ainsi s'envisager 2 étage pour I'obtention de
concentrations plus élevées allant jusqu’a 139Lg".

La seconde partie de ce travail portera donc scoraparaison des performances de la

filtration tangentielle et de la filtration dynanoig pour la récolte déhlorella vulgaris
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CHAPITRE 2 : MATERIELS &
METHODES
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1. Culture cellulaire

1.1.Souche
La souche utilisée dans cette étude @Blorella vulgaris 211/19 (SAG). De plus
amples informations sur cette espece ont été aggmdans le Chapitre 1 Bibliographie.

1.2. Milieux de culture
Pour les essais réalisés, deux milieux ayant desce® d'azote différentes ont été
utilisés.
Le premier est dérivé du milieu de Sueoka, dosblarce d’azote est constituée d’'ions
ammonium NH’, et le second du milieu Bold’s Basal Medium BBMntila source d’azote
est constituée d’ions nitrates NOPar la suite, pour simplifier la compréhensi@s, milieux

seront identifiés par la terminologie milieu Sueekanilieu BBM.

Les sels utilisés pour élaborer ces milieux sont :

- NH.CI ou NaNQ (source d'azote) : 725 mgtlou 1152 mg.L*
- KH,PO, (source de potassium et de phosphore) : 100 Tg.L

- MgSQ,, 7 H,O (source de magnésium) : 140 my.L

- CaCh, 2 HO (source de calcium) : 25 mg.L

- NaHCQ; (source de carbone inorganique) : 840 rig.L

Le Tableau 14 résume la composition ionique deuwthade ces deux milieux.

Tableau 14 : Composition ionique des deux milieux utilisés au cours de cette étude (en mg.L‘l).

Concentration en mg:t(mM)

Eléments Milieu Sueoka Milieu BBM
Na 230 (10) 41%  (23,5)
K* 28,7  (0,73) 28,7 (0,73)
NH," 2439  (13,55) -
Mg” 13,8 (0,57) 13,8 (0,57)
cT 6,8 (0,17) 6,8 (0,17)
Cr 493,1  (13,89) 28,7 (0,81)
NO: - 840,4  (13,55)
HCO; 610 (10) 106 (10)
So? 54,6 (0,57) 54,6 (0,57)
PO~ 69,8 (0,73) 69,8 (0,73)
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Les compositions de ces milieux ont été établiparéir de la composition massique
élémentaire d€hlorella vulgaris(Tableau 4) de facon a pouvoir atteindre une canagon
en biomasse de 2ygL™ pour une culture menée en mode batch. Dans les ces la
conductivité des milieux est inférieure & 1 mS'cm

De plus, les cellules microalgales requierent désra@léments, tous apportés par
I'ajout de 0,5 mL.L* de solution de Hutner [Hutnet al. 1950]. La composition de cette
solution est donnée a titre indicatif par le Tablekb, et la procédure de fabrication en
Annexe 2.

Tableau 15 : Composition de la solution de Hutner (g.L'l)

Elements Concentration (g.t)

NaEDTA 50
ZnSQ, 7 HO 22
H3BOs 11,4
MnCl,, 4 H,O 5,06
CoCl, 6 HO 1,61
CusQ, 5 H,O 1,57
FeSQ, 7 HO 4,99
(NH4)eM070,4, 4 HO 1,1
KOH ~16

1.3.Moyens de culture

1.3.1. Photobioréacteur de type Air-lift

La souche a été cultivée dans un photobioréacBBiR) de type air-lift d’'un volume
de 1 L. Sa surface spécifique (surface éclairé@ume) est de 33 frm™. Aprés stérilisation &
I'acide peroxoacétique, le PBR est alimenté enemilie culture stérile puis inoculé avec la
souche. Placée en face d'un panneau lumineux de hEBDches permettant un apport
constant en luminosité (150 umglnsm>s?), la culture est démarrée en mode batch pour
permettre a la souche de s’adapter a son miliele eiommencer a croitre. La régulation du
pH & 7,5 est réalisée par injection de@Dl'agitation par injection d’air stérile (FiguB®).
La température de la culture est de 25°C.

Des lors que le palier de concentration semble @tesnt, la culture continue est
initiée en alimentant le PBR avec un débit de mitle culture de 720 mCj(0,5 mL.min").
Ce mode de fonctionnement permet de stabiliserBR Bt de récolter par surverse de la

biomasse a la concentration de Q,8.5™ environ.
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Figure 30 : Schéma expérimental et montage opératoire du systéme de culture de la souche microalgale en

PBR air-lift

1.3.2. Photobioréacteur de type Scobalite

Pour les essais de séparation membranaire, desi@slimportants de biomasse sont
nécessaires et un systéme de production de plislgreapacité, de type scobalite, a été
utilisé (Figure 31).

Ce type de PBR est moins adapté a la culture déetr(pas de controle de la

température par exemple) mais permet une produdganasse.
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Le PBR « scobalite » utilisé, de forme cylindriqaeted’un diamétre de 30 cm pour une
hauteur de 175 cm, offre un volume réactionnel Ik litres pour une surface spécifique de
7,5 nf.m®,

Figure 31 : Schéma expérimental du PBR scobalite

Il est constitué des différents éléments suivants :

- Un couvercle percé de plusieurs orifices perméttalimentation en éléments
nécessaires a la croissance des microalgues (1),

- Une sonde pH (2) (Inpro 3100, Mettler-Toledo,sSaj),

- Un systeme d’injection de GQ3) piloté par un régulateur (pH 2050e, Mettler-
Toledo) relié a la sonde pH,

- Une couronne d’injection d’air filtré sous pressi4) qui a pour but d’homogénéiser
le mélange réactionnel et de limiter I'encrassemées parois du réacteur (présence
eventuelle de biofilm limitant la pénétration dé®fons lumineux).

- Une cage d’éclairage constituée de 12 néons dem2(5) ; on peut régler l'intensité
lumineuse en modifiant le nombre de néons allurtiégefsité moyenne recue par le PBR

avec la totalité des néons est de 160 pmelsm>.s7).

Le principe de fonctionnement est un peu diffédmtelui de I'air-lift car le scobalite
ne peut fonctionner en mode strictement continunsAun mode semi-continu a été mis en
place en prélevant quotidiennement, et a heure fixevolume donné de la suspension

microalgale (compris entré a ¥ du volume total de la culture). L’éclairagéta@ limité a 80

83



HMObhotonsmM>.8™ (la moitié des néons allumés) pour limiter la lsaude température et la
maintenir a environ 25°C. Dans ces conditions, ldtuce a pu étre stabilisée a une
concentration de 0,2 — 0,3gL™, ce qui a permis de produire 25 & 35 de litresulieire, soit

environ 9 g de biomasse, par jour.
1.4. Suivi de la culture

1.4.1. Matieres seches (MS)

L’estimation des matieres seches s’effectue paafiibn grace a des filtres de 0,45
GF/F Whatman (Figure 32). Préalablement séchésavg, ces filtres sont pesés puis utilisés
pour filtrer un volume connu de suspension (V). Rme précision optimale, ce volume doit
étre tel que la masse de biomasse déposée sltrdesfiit approximativement égale a 8 mg.
Les filtres contenant la biomasse sont ensuiteéstal’étuve (105°C pendant 24 heures) puis
refroidis au dessiccateur pendant 10 minutes @ pekeés.

La difference de masse entre le filtre seul etilteefséché contenant la biomasse
permet de déterminer la concentration en biomasisa s

Clgus =" (1)
Vv
Avec : m : masse initiale du filtre + support (g)
my : masse finale du filtre + support aprés séchdie(g)

V : volume de supension filtrée (L)

/

= = =0

Prélevement Echantillons de Filtration sous vide Matiéres
volume connus (filtre GF/F 0,45 um) séches
(g/L) - d

Figure 32 : Schéma de principe de la mesure des matiéres séches

Dans le cas de culture en milieu fortement saliadj'a 30 g.[* de NaCl), un rincage
complémentaire du filtre, avec une solution de faten d’'ammonium [Geffard 2001], est
nécessaire pour éliminer les sels présents damdie® de culture et pouvant trés largement

interférer sur le résultat final.
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1.4.2. Comptage cellulaire a la cellule de Malassez

1.4.2.1. Gravage
La concentration cellulaire des cultures est déiteée au microscope optique (objectif
x40) par comptage sur hématimetre de type Malg$3sgare 33).

Figure 33 : Hématimetre de type Malassez

La cellule de Malassez est une lame spéciale’queplace sous un microscope pour
le comptage de diverses cellules animales et vi@égétae principe est simple : un gravage
tres précis trace un quadrillage de surfaces canruee seconde lamelle en délimite une
profondeur définie. Ainsi, le volume de comptagelaleellule est donc parfaitement connu.
La densité cellulaire de la culture peut ainsi @sgmée grace au calcul sur cette cellule de
Malassez.

Le gravage vertical de la cellule de Malassezxestposé d’une ligne isolée suivie de
5 groupes de 6 lignes. Les groupes de lignes spdcés de 0,25 mm, et les lignes des
groupes de 0,05 mm. Le gravage horizontal est itoésd’une ligne isolée suivie 5 groupes
de 5 lignes. Les groupes de lignes sont espacs2dam, et les lignes des groupes de 0,05
mm. La profondeur de la cellule est de 0,2 mm. &&mble du gravage est présenté en Figure
34.

On utilise pour compter :

- 25 périmétres de comptage de 0,2 * 0,25 mm dives€®0 carrés de 0,05 mm de coté,

chaque périmétre ayant donc un volume de : 0,25 00,2 = 0,01 mrhsoit 10° mL.

- La totalité de la cellule, soit 100 périmetres aenptage de 0,2 * 0,25 mm, dont
certains sont divisés horizontalement et/ou vddioant, d’autres non. Le volume

total de la cellule est donc de 2 * 2,5 * 0,2 = thtsoit 10° mL.
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Figure 34 : Représentation du gravage sur la cellule de Malassez

1.4.2.2. Comptage

Selon la concentration et la taille des celluleschboisit la surface sur laquelle on va
dénombrer. Dans notre cas, on choisira un péringdeti@mmptage divisé en 20 petits carrés.

Afin de s’assurer d’un dénombrement efficace, umaétllon de 1 mL de suspension
est prélevé. Une goutte de la suspension est dfpasée sur la cellule. Une lamelle est alors
aposée et une attente de 15 — 20 minutes est a&eegour que toutes les cellules
biologiques se retrouvent sur un méme plan horaoAfin d’assurer une précision optimale,
la suspension peut étre diluée pour ne disposedguea 10 cellules microalgales par petit
carré (soit 100 a 200 cellules microalgales painpétre de comptage).

Le comptage s’effectue sur x périmétres (au minin)ml permet de déterminer un
nombre n de cellules microalgales, dont le nombdeNellules par mL dans la suspension de

départ est alors déduit par I'expression suivante :

N =D xf x10° (16)
X

Ou: N = le nombre de cellules par ml dans la snsjpn de départ
n = le nombre de cellules comptées dans lesimpées de comptage
X = le nombre de périmétres de comptage utilisé

f = le facteur de dilution éventuel 5/V;
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1.4.3. Dosages des pigments (Chlorophylles a et b) et facteur de stress

Le dosage des pigments est réalisé par lecturetrephotométrique apres une
extraction au méthanol. Un schéma de principe regtgsé sur la Figure 35.

Un volume V{ de culture est centrifugé pendant 5 minutes & 13460n™* (Minispin,
Eppendorf). Le milieu est éliminé par aspiratiota@ipette pasteur, puis un volume We
meéthanol est ajouté pour I'extraction des pigmedensemble est ensuite isolé de la lumiere
pendant une durée d’une heure dans une étuve a 44°C

A lissu de lincubation, les échantillons sonntéugés 5 minutes & 13400 rpm pour
éliminer les débris cellulaires. La lecture au spgghotometre (Lambda 2S, Perkin Elmer)

des absorbances du surnageant, apres extractimétaanol, aux longueurs d’'onde suivantes

est alors effectuée : 480 (pic d’absorption destéanides), 652 (chlorophylle b), 665
(chlorophylle a) et 750 nm (~ turbidité de la susgen).
p _

. L a :
Sohvan Y H . . i
) =—=>| Centrifugeuse | —> M =5 | Centrifugeuse |T—>
[ il

)

4 4°C, 10min 4, 4°C 10min -
specirométne

i

Incubatian

Figure 35 : Schéma de principe du dosage des chlorophylles A et B

Les concentrations en chlorophylles a et b, expsneén mg.L!, sont déduites des
absorbances mesurées par les relations suivaritekifR2006]:
Avec V1 =0,5mL, W\ =1,5mL etl (trajet optique) =1 cm
CChIA = [_ 8,0962 (D0652 - DO750) +16,5169 (Doess - DO750)]VV—2€

Lt (17, 18)

CChIB = [27'4405' (DO652 - DO750) —-12,1688 (Doees - DO750)]VV—2£
|-
Pour des concentrations élevées en chlorophyH8 tng.L™), le protocole peut étre
simplifié en prélevant 0,25 mL (Y de suspension et en ajoutant directement 1,25denL
méthanol () avant incubation, le reste de la procédure réstiantique. On doit alors

remplacer le facteur ¥V1 par (Vi+V2)/V1 dans les Equations 17 et 18.

Le rapport entre la D§o et DOsg5 permet de définir un facteur de stress de la multu
correspondant au rapport de production, par lalleglbe caroténoides ou de chlorophylles.

En conditions normale§hlorella vulgarisproduit plus de chlorophylles que de caroténoides
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et son facteur de stress (propre a cette souch@)fésgeur a 0,75. Cela permet de suivre le
bon déroulement de la culture cellulaire au coursethps. Toute modification des conditions
cultures optimales (carence en nutriments, contatoin...) induit une hausse du facteur de

stress.

1.4.4. Mesure de densité optique DO

Des mesures de densité optique (absorbance) ontéaliéées, sur la suspension
microalgale directement et sans prétraitement, poursuivi rapide de I'évolution de la
culture. En effet, les chlorophylles absorbent mgwement a 682 4 nm et la turbidité
relative de la suspension peut étre estimée a WhOAmMsi un spectrophotomeétre (Lambda
2S, Perkin Elmer) a permis ces déterminations. @issant I'absorbance )Ad’'une
suspension a une longueur d'ondedonnée, on en déduit la concentration par ladoBder
— Lambert :

NG A (19)

Avec ¢ = coefficient d’extinction molaire (L.mdlcm?)

¢ = épaisseur de la cellule (cm)

¢ = concentration du soluté (mof-L

L’absorbance est donc proportionnelle a la conetéioti. Cependant dées que la
concentration est trop importante, I'absorbancéinest plus proportionnelle et des dilutions

sont alors requises.

1.4.5. Courbes de corrélation

Afin de faciliter les essais et ne pas étre contrdiattendre certains résultats (la
valeur en MS est obtenue 24 h aprés le début detare), des courbes d’étalonnage ont été
réalisées au fur et a mesure des cultures en egpdat valeur des mesures en pigments et de
la DGss2 en fonction de la valeur de MS. En effet comptaitde la structure de la cellule, la
teneur en chlorophylle contenue dans les membraess thylakoides est globalement
constante. Ainsi, plus la concentration en cell@sisélevée, plus celle des chlorophylles a et
b l'est également en proportion. Cela a permis derchiner les coefficients de
proportionnalité entre ces différents parametres.

Ces corrélations ont été établies dans différentemtions, en particulier lors des
remises en suspension des cellules dans les milieodéeles (paragraphe suivant). Ces
corrélations ne sont valables que pour des coratéris en cellules inférieures a 0,gski

car au-dela, une saturation de I'absorption a 682pparait.

88



= N N w w H
(%] o (9} o u o

Chlorophyllea(mg.L})

Y
o

0O Chlorophylle a

.................................................................................

¢ DO682

DO = 4,6 [MS]
R? = 0,9934

.............................................................................................................

............................................................................................................

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentration en biomasse [MS] (gys-L%)

- 1,4

- 0,6

2
1,8
1,6

)

1,2
1

0,8

DO a682 nm{U.A

0,4
0,2
0

Figure 36 : Concentration en chlorophylle a et DO a 682 nm en fonction de la concentration en biomasse

. , -1 ope
exprimée en gys.L~ lors d’une culture en milieu BBM

2. Etude de la récolte de Chlorella vulgaris par floculation en milieu modéle

etréel

2.1.Procédure de remise en suspension

été utilisés pour déterminer les concentrationsimates requises pour faire floculer
Chlorella vulgarisdans des conditions de salinité différentes. Afens'affranchir de toute
présence d'ions parasites en provenance du mikeautture source, les cellules ont été

récupérées par centrifugation et filtration, lavgmss remises en suspension dans le milieu

Des milieux modeles élaborés a partir d'eau osmogéde sérum physiologique ont

modele devant étre étudié suivant la procédureastev.

Prélevement de 50 mL de suspension.

Récupération des cellules par centrifugation (6a0fnin™, 5 minutes, 10°C,

centrifugeuse MIKRO 22R).

Filtration sur cellule Amicon équipée d'un filtrer®rius en Nitrate de Cellulose de
seuil de coupure 1,2 um, a 1 bar. Afin d'évitercotmatage trop rapide, la majeure

partie du surnageant est filtré dans un premiemsen®uis, le culot est remis en
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suspension dans le volume de surnageant restast ehsuite versé dans la cellule de
filtration.

- Ringage avec soit de I'eau osmosée, soit du séhysiglogique selon que le milieu
final sera de I'eau osmosée ou du sérum physialeg(g rincages consécutifs)

- Remise en suspension par trempage du filtre dangolume de milieu récepteur
identigue au volume initial traité (50 mL), afin dmnserver une concentration
massique en cellules voisine de la concentratitial® en cellule. En cas de dilution,
les cellules sont remises en suspension dans umegblus important.

L’opération est renouvelée autant de fois que rs@despour disposer d’'un volume de

suspension suffisant pour les essais.

2.2.Solutions / suspensions utilisées
Les solutions suivantes ont été utilisées dandifé&rents essais effectués en milieux

modeéles ou réels :

- Sérum physiologique, NaCl : 8,5¢L

- Solution mére de MgSQ7 HO : 50 g.I* apport en Mg
- Solution mére de Cagl 50 g.I* apport en C&

- Solution mére de KHPO, : 50 g.I* apport en Pg"
- Soude NaOH : 40 g1 (IN)

2.3.Protocole opératoire des essais de floculation et caractérisations associées

2.3.1. Détermination des concentrations minimales en sels nécessaires a la

décantation en milieu modele et réel

Ces essais ont pour objectif d’estimer les coneéintts minimales en ions (Mg ou
cd" et PQ*) nécessaires a une floculation efficace. Ils séfgctués dans un premier temps
dans des solutions modéles contenant un ou desixpes dans les milieux de culture réels.
Dans toutes les situations, la température est aeenpntre 23 et 25°C.

En milieu modele, les cellules sont récoltées sslie de la culture continue puis
remises en suspension dans le milieu souhaitéd@aonsée, sérum physiologique...) selon le
protocole établi précédemment (cf. § 2.1.). Puisyalume de solution méres de sels (cf. §
2.2)) est ajouté afin d'atteindre la concentratien sels souhaitée. Apres un temps
d’homogeénéisation d’environ 10 minutes, le pH dstsaaugmenté par ajout de soude 1 N

jusqu’a une valeur de 11,8 sous agitation const&@e#e valeur a été choisie pour s’assurer
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qgue la totalité des composés de phosphates deimaktiou de magnésium ait précipité. La
suspension est alors disposée dans une éprouvettsyivre la décantation.

La qualité de la floculation est évaluée en déteami son efficacité (cf. § 2.3.3.2)
ainsi que la cinétique de sédimentation. La quantinimale en sels jugée nécessaire est celle
correspondant a une efficacité de séparation sypéra 80 %.

En milieu réel, les cellules microalgales sont p&rées a I'issue de la culture continue
et les concentrations en sels sont directementéasigians les volumes d’essai a l'aide des
solutions meéres avant la remontée artificielle Hugpa soude.

Dans les deux situations, I'éclaircissement deitgpensiond) en cours de décantation
est suivi par un capteur photovoltaique placé an5sous la surface (Figure 37), et permet
d’évaluer en temps réel la cinétique de décantatidéprouvette contenant la suspension
microalgale en cours de décantation est disposéeafain panneau lumineux identique a celui
permettant la culture (LED blanches). Lorsque lebules décantent dans I'éprouvette, la
solution s’éclaircit et l'intensité lumineuse recpar le capteur augmente. Ainsi, la mesure
réguliere de la tension aux bornes du capteur gedmasuivre, de maniére qualitative, cette
vitesse de décantation des cellules pour une positonnée du capteur et de détecter des
différences selon les conditions opératoires.

Toutefois, elle ne renseigne pas sur la qualita guantité des flocs formeés ni sur leur
densité. Il ne faudra donc pas confondre I'effitacie la décantation E, mesure finale aprés
décantation, et I'éclaircissement de la suspensiamesure en temps réel.

La durée des expériences est limitée a 20 mindtege qui semble suffisante pour
atteindre un état quasi stable dans I'éprouvetier poutes les expériences. La valeueds

fin d’essai est noté®g min

Capteur
photovoltaique

] Voltmétre

O

o) o)
L

Panneau Eprouvette
lumineux

Figure 37 : Schéma expérimental des essais de remontée artificielle du pH.
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2.3.2. Récolte par floculation associée a la remontée naturelle du pH

Ces essais ont pour but de déterminer les conditiequises pour réaliser une bonne
floculation par remontée naturelle du pH résultémta photosynthese et du strippage dy CO
par I'air de bullage. Les essais ont porté sufllience de la source azote dans le milieu et sur
la concentration en ions Eaou Mdf*,

Dans un premier temps, les cellules sont récolpées laissées sous une intensité
lumineuse importante (500 prPRkonsM>.S™) afin de vérifier si la montée naturelle du pH et
la floculation sont possibles dans le milieu detwrel étudié (Figure 38). Lorsqu’il a été
constaté que la floculation ne pouvait avoir limeales concentrations en ‘Cau en Mg*
initiales, des apports ont été effectués en ajoutancertain volume de la solution-mere de
I'ion considéré. La suspension est ensuite forteéragitée (agitateur magnétique) pendant 10

minutes et I'éprouvette exposée a la lumiere peampttre I'élévation de pH.

Bullage d’air pour
agitation
A1l

0 —

Suivien ligne du
pH

o ° o

o o
o

°
o

S o

0

Panneau Lumineux éprouvette

Figure 38 : Schéma expérimental des essais de remontée naturelle du pH.
2.3.3. Caractérisations de la décantation par floculation

2.3.3.1. Caractérisation de la suspension initiale
A chaque essai, les valeurs de la chlorophyllesidensités optiques (DO) & 682 nm
(pic absorption des chlorophylles) et a 750 nm ¢hitlité de la suspension), le nombre de
cellules et la concentration en matiéres seches rsesurés selon les procédures décrites
précédemment.
Les valeurs de pH et DO sont mesurées simplemiaitia d’'une sonde pH-métrique

et d'un spectrophotometre.

2.3.3.2.  Efficacité de la séparation et concentration en cellules dans les flocs
Apres manipulation, la fraction floculée est réefe par I'intermédiaire d'une

ampoule a décanter et son volume est mesuré danépnauvette graduée de faible volume.
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Les performances de la floculation sont évaluéesl’ipaermédiaire d’'un critere qualitatif,
I'efficacité de la séparation E, et d’'un critéreaqtitatif, la concentration estimée des cellules
dans les flocs C
L'efficacité de la séparation E est évaluée pabils du pourcentage de cellules
éliminées apres 20 minutes et déterminée par mesule DO & 682 nm (ou 750 nm) sur le
surnageant homogéneéiseé apres la récupérationfigetmn floculée :
_ DOgg; —DOggy

682nm
DOgs

(20)

Ou DQys, i et DOsg2 s sont respectivement les absorbances de la suspengiale et du
surnageant aprés décantation.

Etant donné que dans la gamme de concentratiosllees étudiée la densité optique
est proportionnelle & la concentration en matigéehes (cf. § 1.4.5), I'Equation 20 devient :
- C-GC

C

E

(21)

Ensuite, en considérant qu’une fraction importatgecellules se retrouvent dans la
zone de volume ¥ la concentration en cellules dans les flog$afs.L™) peut étre estimée a
partir de I'efficacité par bilan matiére entre lespension initiale d’'une part et les agrégats et
le surnageant obtenus a l'issue de la floculatiantde part (Figure 39) :

V. -V
Cf :(_:I +MCIE (22)
Vf

Ou V estle volume initial de la suspension (mL)

V¢ est le volume occupée par les flocs (mL) (générate \t << V)

C; est la concentration initiale epgL™

C; (gus’L) C; (gys’')
DOy, ; Surnageant DOgs,
DO5; 907<05
A\ V,
Suspension
initiale
C JL
[ Flocs \.i(gns )

Figure 39 : Définition des fractions obtenues aprés décantation
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2.3.3.3. Caractérisation du surnageant
Le surnageant sera caractérisé par des mesure® deadle comptage du nombre de
cellules et par son pH. Compte tenu de leur faibfeeur, la mesure des pigments dans les
surnageants est impossible.

2.3.3.4.  Suivi des consommations en sels du milieu de culture lors de la

floculation par chromatographie ionique
La chromatographie ionique est basée sur I'échdriges pour la partie séparative et
sur la conductimétrie pour la détection. La solutép analyser contenant divers anions et
cations est injectée dans une colonne de chronagibigr contenant une phase stationnaire
constituée soit d’'une résine chargée positivempotir( retarder et échelonner la sortie des
anions) soit d'une résine chargée négativementr(lgsucations). Un suppresseur chimique
est utilisé pour éliminer la contribution liée &lliant et optimiser le signal des ions étudiés
(Figure 40).

Colonne  Syppressenr

Fompe

Injectenr Détecteur (=

Eluant {echantillon)
(phase mobile) .._,

Figure 40 : Principe de fonctionnement d'un chromatographe ionique

Dans cette étude, les cations ont été analysésirpa@quipement Dionex ICS 1100
équipé d’'une pré-colonne CG16 (5 x 50 mm) et d’colenne de séparation CS16 (5 x 250
mm). L’éluant cationique est une solution d’acidéflgiqgue SO, a 18 mM d’un débit égal
a 1,25 mL/min. Pour les anions, I'’équipement wikst un Dionex ICS 900 équipé d’'une pré-
colonne AG9-HC (4 x 50 mm) et d’'une colonne de eatpen AS9-HC (4 x 250 mm). La
solution éluante est un mélange de carbonate ebickrbonate de sodium (M2O;s;
NaHCQ), respectivement & 7,2 mM et 1 mM, et d’un débilé& 0,9 mL.mifl. Les ions sont
ensuite détectés par conductimétrie et le suivigésé par un logiciel informatique dédié
(Chromoléon).

Les dérives éventuelles dans la précision des messont détectées en injectant
chaque jour une solution contenant tous les iosgglavec une concentration située au milieu
des gammes d’étalonnage. Lorsque la déviatiom@simportante, I'appareil est ré-étalonné.
La déviation mesurée pour chaque ion le jour desagles est prise comme estimation de

l'incertitude expérimentale.
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2.3.3.5. Evolution de la charge superficielle des cellules par zétamétrie

La mesure de ce parametre permet de caractéassmalilité d’'une suspension de
particules et en particulier en floculation. Gémgrent, les particules en suspension,
notamment d’origine biologique, sont chargées négaient (sauf en milieu tres acide) du
fait de leur composition membranaire et de l'iohima de certains de leurs groupements
fonctionnels qui conferent a la suspension sa lgtablu fait des répulsions électrostatiques.
La suspension prend alors des caractéristiqguetasiasi a celles des suspensions colloidales.

Le potentiel zéta est généralement utilisé pouaatériser cette charge globale de
surface portée par les cellules. La déterminatiorcal potentiel est basée sur la mesure de la
mobilité électrophorétique (ides particules. Quand une particule est soumise ehamp
électrique, elle atteint presque instantanémentvitesse de déplacement telle qu'il y ait un
équilibre entre la force électriqgue motrice etrletbment résistant di a la viscosité du milieu.
Expérimentalement, il a été montré que cette \atasdges particules est proportionnelle au
champ électrique E appliqué (Hunter, 2001), le foamehnt de proportionnalité correspondant
a la mobilité électrophorétique.p

Dans le cas de particules sphériques, les valegirg. @t del sont reliées via la
formule de Henry (1931) :

=52 (k) (23)
OU: p estla mobilité électrophorétique {vi*.s%)
€m €st la permittivité relative (= constante diélegie) du milieu (sans dimension)
W est la viscosité dynamique du milieu (Pa.s)
( est le potentiel zéta (V)
Ka est le rapport entre le rayon de la particul&paisseur de la double couche

f(ka) est une fonction dépendant de la forme de lgcple, comprise entre 1 et 1,5.

Si I'on considere que le rayon de la particule graind devant I'épaisseur de la double
couche (ce qui est le cas pour les cellules migadas)ka >> 1, fka) vaut 1,5 et g

s’exprime selon I'expression de Smoluchowski (1921)

W, = & gou C - HHe (24)
U 3

m
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Dans le cas inverse ou I'épaisseur de la doublelmest nettement supérieure au

rayon de la particule,dest donnée par la relation de Huiickel (1924) :

M = ZM d’ou C :E_& (25)

L’équipement utilisé pour effectuer ces mesures est Zetasizer Nano ZS
(Malvern, USA). Un mL de suspension est introdaihsl une cuvette spéciale pour la mesure
(Figure 41). La mesure de la mobilité est effect@Befois afin d’accroitre la fiabilité du
résultat calculé par le logiciel. Chaque évaluaponr un échantillon donné est répétée trois
fois.

Figure 41 : lllustration du Zetasizer Nano ZS et des cuves de mesure

Le Tableau 16 permet d'évaluer les difféerentesema de ce potentiel dans les
différents milieux modéles ou réels a pH 7. Il alégent pu étre observeé en variant le pH de
2 a 12, que le potentiel zéta @hlorella vulgaris lié aux groupements fonctionnels (-
COOH ; -NH: ; -HPQ,...) présents a la surface des cellules, s’annutait pn pH compris
entre 2 et 3.

Tableau 16 : Variation de la valeur du potentiel zéta de Chlorella vulgaris en fonction du type de milieu a pH7

Conductivité (mS.cim) Z (mV)
Milieu Sueoka 0,949 -26,6
Sérum physiologique 15,7 -14.4
Eau osmosée 0,111* -34,3

* bien gu’une eau osmosée doive avoir une conduetiiisiment nulle, cette valeur de conductivitdiésta la Iégere présence de NaOH
pour assurer la valeur de pH a 7.

La triple répétition d’'un point de mesure, lorssd&volutions du potentiel zéta en
fonction du pH pour les différents milieux modétestés, as mis en évidence une incertitude
expérimentale maximale de 11 %. Ainsi, cette iniceté sera conservée pour 'ensemble des

mesures de ce potentiel.
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2.3.3.6. Analyse des flocs au microscope électronique a balayage (MEB) et
microanalyses a rayons X (EDX)

La microscopie électronique a balayage est urtentgae de microscopie utilisant le
principe des interactions électron-matiére. Leckdsi du microscope est ici un faisceau
d’électrons (et non un faisceau lumineux comme darsas d’'un microscope optique) qui
vient impacter la matiére que l'on cherche a oleerCette interaction provoque une
réémission de particules ou de rayonnement (élestsecondaires, rétrodiffusés, Auger ou
rayons X) qui permet d'identifier les éléments cigjues de la matiere constituant
'échantillon analysé et d’en établir une image. sechéma de principe est proposé ci-

dessus (Figure 42).

canon

U Interactions entre faisceau primaire d'électrans et matiére
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Figure 42 : Schéma de principe de la microscopie électronique a balayage

(http://jean-jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/meb/meb.htm)

Le modéle utilisé au cours de cet étude est le Zaids AG - EVO® 40 Series. |l
dispose d’'une précision de 3 & 4,5 nm en fonctiomdde de balayage et peut permettre un
grossissement jusqu’a 1 000 000x.

Cette technique a été mise en ceuvre pour obs@wdiots obtenus apres décantation

dans les différentes configurations d’essais. LeBa#tillons sont produits juste avant

97



'observation. Un traitement par microdépdt d’ort e@galisé pour rendre I'échantillon
conducteur avant une observation sous vide tréséé(@0° Pa) permettant ainsi la
microanalyse a rayons X et I'obtention de meillsurésolutions d’'images jusqu’a des
grossissements de 20 000 x.

Compte tenu de la forte teneur en eau, les éclmgtibnt également pu étre observé
sous vide modéré (10 Pa) en mode environnemerB&Ng. Les images obtenues sont ici de

moins bonne factures et ce type d’observation @eapent été abandonné.
3. Etude de la récolte de Chlorella vulgaris par séparation membranaire

3.1. Modules membranaires
Une cellule agitée (Millipore), un module de filien tangentielle (Rayflow) et un
module de filtration dynamique (prototype Univessile Technologie de Compiegne —

Durussel Montage Industriel, France) ont été ésidans cette étude.

3.1.1. Cellule Amicon

Pour les essais nécessitant une remise en suspeaies cellules microalgales, une
séparation par membrane a été réalisée en celimieoh agitée (Modele 8050, référence
5122, Millipore, France), de volume 50 mL, dansuklte la filtration est majoritairement
frontale (bien que cette cellule soit munie d'urgitation douce par barreau aimanté,
minimisant les dép6ts).

Des membranes de nitrate de cellulose de 1,2 ptailteede pores (Sartorius Stedim
Biotech, Géttingen, Allemagne) circulaires, de aoef égale a 16 cnont été utilisées pour
récupérer les cellules. Un rincage des celluleigle volume filtré) est effectué avant de
disposer les filtres dans le milieu testé pourspsudre les cellules.

Un schéma du dispositif est présenté ci-dessagar@-43):

Adijusting
T valve

Manomete|

Balance

Figure 43 : Photo et dispositif expérimental de la cellule Amicon
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3.1.2. Module de filtration tangentielle plan Rayflow

Le module de filtration tangentielle utilisé dames ltests de filtration est un module

Rayflow 100 (Pleiade Rayflow 100, Orelis Environresmy France).

Figure 44 : Montage expérimental du module de filtration tangentielle Rayflow

La membrane est disposée a l'intérieur de ce mastulm joint en caoutchouc permet
I'étanchéité. Elle a pour dimension 17,2 cm de leng et 7,7 cm de largeur, soit une surface

totale de 133 cf

Permeat

Circuit de
refroidissement —

Volume mort = 200 m (caudu réseau) ||

Commande
de vitesse
AN

Ordinateur Suspension a Pompe Amortisseur
d’acquisition Balance filtrer

Figure 45 : Schéma du montage expérimental

La vitesse de circulation du fluide a l'intériewr chodule est contrdlée par une pompe
péristaltique (Masterflex 77600-62 équipée d’unatuyMasterflex silicone Platinum T70,
Cole Parmer Instrument Compagny, USA). De par Idasa offerte a I'écoulement, une
relation entre le débit et la vitesse existe tglle pour un débit de 150 [*hla vitesse interne

vaut 1 m.8. La relation générale reliant v a Q est donc :

v(m.s?) = % (26)

La vitesse maximale atteignable dans ce moduledes3 m.g. Toutefois, & cette
vitesse, la perte de charge engendrée devient égliigeable (> 0,2 bar), limitant ainsi les

vitesses opératoires en deca de 2'm.s
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Le taux de cisaillement moyen est alors obtenugeglation suivante [Delaunagy al.
2008]:
N 8.v
v(s™)=— (27)
e
Ou v est la vitesse débitante dans le modulem.s

e est I'épaisseur interne du module (m ; ici e5=rim)

La vanne de régulation de pression permet d’ajustgoression transmembranaire
(PTM). La PTM est donnée par :
RAP _

PTM= P (28)
Ou R et B sont les pressions mesurées en entrée et sontidule (bar)

P est la pression coté filtrat (bar ; considérédeégda pression atmosphérique)

Un serpentin en verre alimenté par de I'eau frgpidenet de réguler la température

dans le circuit.

3.1.3. Module de filtration dynamique a disque rotatif

Le module a disque rotatif (prototype Université Technologie de Compiegne —
Durussel Montage Industriel, France) utilisé damgravail, représenté sur la Figure 46, a été
décrit en détails par Bouzeriral. (2000).

Pc
nI

ALIMENTATION &

Conter - PERMEAT

Pompe d'alimentation Capteur de Pression

==
Rétentat g
—>DRETENTAT | | lIT

Disque
Garniture
mécanique
Arbre de

rotation

v Pérmeat

Support

Membrane

Balance électronique

A) B) Ordinateur

Figure 46 : Schéma de principe (A) et montage expérimental (B) du module a disque rotatif

Il est équipé d'une membrane circulaire unique yae surface de 188 énfrayon

extérieur = 7,75 cm ; rayon intérieur = 0,5 cm).rhambrane est montée sur le couvercle du
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boitier cylindrigue en face du disque. L'écart baatre la membrane et le disque est
d'environ 8 mm.

Le disque est fixé sur un arbre rotatif qui estérgdar une courroie a un moteur
électrique. Sa vitesse de rotation est réglabjeeat aller de 100 & 2500 tr.rifinLe disque
peut étre lisse ou équipé de huit ailettes de 6afimd'augmenter le facteur de vitesse (k) du
disque. Ce parametre traduit la capacité du disgemtrainer la rotation du fluidee. plus ce
facteur est élevé et plus la vitesse angulairelaidef se rapproche de celle du disque. Les
valeurs de facteur de vitesse k ont été obtenymstat des mesures de pression périphérique
P. a des vitesses difféerentes. Des valeurs de 0,8B8tont été trouvees respectivement pour
un disque lisse et pour un disque équipé d’ail¢Eesppartet al. 2006].

Compte tenu de la géométrie cylindrique du modigela vitesse de rotation disque et
de sa capacité d’entrainement, les vitesses taletieatmaximales pouvant étre atteintes a la
surface de la membrane sont de I'ordre de 25"nil.®st & noter qu’en filtration dynamique,
la vitesse tangentielle peut étre réglée indépenuzmh du débit, contrairement a la filtration
tangentielle classique.

Le taux de cisaillement sur la membrane fixe d&toulement turbulent est donné

par [Frapparet al. 2006]:
7(r)=0,0296r%" (ko) .v™*  (29)

Ou, 7, taux de cisaillement (3,
r, rayon (m),
k, facteur de vitesse,
w, vitesse angulaire (rad‘sdu disque rotatif,

v, viscosité cinématique (s?) du fluide ou de la suspension traitée.

Lorsque le rayon du disque est maximal (r = R 5%@), le taux de cisaillement est
maximum et I'intégration de I'équation 29, sur laface de la membrane, donne acceés a la

valeur du taux de cisaillement moyen [Bouzertaal. 2000 ; Browet al. 2002] :

'.Ymax = 010296. R8/5 ( ko )9/5 .V_4/5 ( )
Yoy = 0,0164.R™ . (k) .v™#*
Les vitesses maximale et moyenne (moyenne surfacgude la membrane) du fluide

a la membrane sont déduites par :
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V... =(ko).R

(31)

Vmoy = g - Vimax

La PTM est ajustée en agissant sur une vanne desguession située sur le tube de
sortie rétentat. La valeur de la PTM est détermad’équation 30, avecRrayon maximal

du carter (7,75 cm), ol IPPa) correspond a la pression mesurée a la péepthédisque.

PTM:PC—%.p.(k.oo.RC)Z (32)

3.1.4. Membranes testées
Lors des essais de séparation par membranes, yjmsxde matériaux ont été utilisés

et leurs caractéristiques sont resumées dansléatabi-dessous :

Tableau 17: Caractéristiques des membranes utilisées

Référence _ . 4o 1
. Seuil de coupure Matériau Lp (L.h".m™.bar")
Commerciale

IRIS 3038

(Novasep, Orelis

40 kDa PAN 400

Environnement, France)

MPOO05
(Microdyn Nadir©, Allemagne)

0,05 pm PES 1200

La figure suivante montre la structure chimique neembranes utilisées :

M/n {@D / \ — 0
a) CN b) T g o

Figure 47: Formule chimique du PolyAcryloNitrile (PAN) (a) et du PolyEtherSulfone (PES) (b)

n

3.2.Protocole opératoire des essais de séparation membranaire et

caractérisations associées

3.2.1. Récolte par séparation membranaire
Pour ces essais, les cultures utilisées furenesédsues du scobalite. Les procédures
d'essai étaient similaires sur les deux moduleyf(®a et filtration dynamique), avec en

particulier un contréle permanent de la température

102



- Installation de la membrane, et rincage a l'eauin@mlisée pendant une heure en
légere filtration (PTM = 0,05 - 0,1 bar).

- Aprés vidange du circuit, mesure de la perméakilitéau osmoseée.

- Vidange du circuit et alimentation de la suspens#orfiltrer au débit souhaité
(notamment pour le module Rayflow puisque le détwinditionne la vitesse

tangentielle & la membrane).

Pour les essais de détermination des conditiongmalgts de filtration, chaque

membrane est testée par une montée en pressipalmarde 0,1 bar.

- Apres mise sous une pression donnée, attentested#isation du flux avec recyclage
total du perméat.

- Au flux stabilisé, augmentation de la pression ¢jatier.
- Des que le flux limite est atteint, la manipulatedacheve.

Ce type d'essai permet de définir la pression oglttmde fonctionnement. Cette
pression correspond a la pression maximale pourelb 'évolution du flux de perméat

demeure linéaire avec la pression imposeée.

Pour les essais de montée en concentration :

- Aprés montée a la pression optimale déterminéeegsfument par action sur la vanne
de contre-pression présente sur les deux cir@itente de la stabilisation du flux avec

recyclage total du perméat.

- Des que le flux est stable, le facteur de conctatraaugmente par soutirage du

perméat.

- Alissue de la manipulation, rincage a I'eau dieaél et mesure de la perméabilité.

A Iissu des expérimentations, un nettoyage chimigua soude 1 N, 50°C, sans pression,
est réalisé pendant une heure. Aprés ringage duitiet retour & un niveau de pH normal
(~ 7), le circuit est de nouveau alimenté par daud’déminéralisée afin mesurer pour évaluer

la capacité de la membrane a étre nettoyeée.
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3.2.2. Dosage des sucres totaux

La production d’exopolysaccharides est un indicatiustress cellulaire. Ainsi, pour
évaluer l'impact du module de filtration dynamigusur les cellules, la teneur en
polysaccharides dans les divers échantillons dsh@&s par la méthode de Dubois (1956).
C’est une méthode colorimétrique qui permet larddéteation de la teneur en glucides totaux
apres hydrolyse acide. Le principe de la méthopese sur la réaction des sucres et de leurs
dérivés, qui forment du furfural ou de I'hydroxyrgfurfural en présence d’acide sulfurique
concentré et de phénol. L'intensité de la colorajaune, qui en résulte, est ensuite quantifiée
par spectrophotométrie a 485 nm.

Une gamme étalon est préalablement établie avecsoinéon de glucose a 1 g'L
(concentration allant de 0 & 0,08 §.L au-deld, la linéarité entre I'absorbance et la

concentration en sucre n’est plus respectée)
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CHAPITRE 3 : RECOLTE DE
MICROALGUES PAR
FLOCULATION DECANTATION
ASSOCIEE A LA REMONTEE
NATURELLE OU ARTIFICIELLE DU
pH
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Ce chapitre est consacré a I'étude de la récolt€hderella vulgarispar floculation
naturelle sans ajout de coagulant/floculant. P@appel, la floculation par la remontée
naturelle du pH liée a la photosynthése et / ostdppage du carbone inorganique dissous
par le bullage est un phénoméne connu pour leshssunarines. Cette floculation résulte de
la précipitation de composés salins a partir des jrésents dans le milieu de culture en
quantités importantes, Mg en particulier, par sursaturation liée a I'éléwmtidu pH.
L'objectif ici est de s'intéresser a ce phénomeémarpcette souche d’eau douce, d’en
déterminer les conditions requises pour réalistte ¢loculation et d’évaluer son efficacité en

tant que procédé de récolte.

1. Floculation artificielle par remontée du pH a la soude

La littérature met en évidence I'importance dedeposition du milieu sur sa capacité
et son efficacité a floculer des microalgues. AirGao et al. (2007) ont montré que la
précipitation de composés de phosphates de cal¢notamment I'hydroxyapatite HAP
Cas(POy)30H) était inhibée par la présence de plusieursstggecomposés, notamment I'ion
magnésium Mg ou les acides humiques, et dans une moindre mdearens sulfates SO
ou la silice. En effet, soit leur incorporation dda précipité des HAP empéche la formation
d’'une structure cristalline propre, soit ces conggo@cide humique surtout) s’adsorbent sur
les noyaux cristallins en formation et donc limitensuite leur croissance.

De facon similaire, Duan & Gregory (2003) ont digcles effets des anions sur la
coagulation par les sels d’aluminium trivalent. Gegeurs ont montré que les ions nitrate
NOs ont peu d'influence mais que les ions sulfatg’S®icarbonate HC® ou chlorure Cl
ont des effets considérables. A linstar de l'alomin, le calcium et le magnésium ont
également la propriété de s’hydrolyser, bien quokrs faible proportion que I'aluminium, et
des effets similaires pour la floculation dansrtebeux de culture de microalgues ne peuvent
étre exclus.

La bibliographie a particuliérement mis en évideleserdles du magnésium Kfgdu
calcium C4" et des phosphates PO Ce sont donc ces entités qui vont étre investigukans
la suite de ces travaux.

Dans un premier temps, la floculation va étre séa&lidans des milieux modeéles afin
de vérifier quels types d’ions peuvent permettrendendrer la floculation, et en quelle
concentration. Le premier milieu modéle sera I'esmosée (force ionique FI nulle) et le
second du sérum physiologique (FI = 0,35 mol/L) afé tester I'influence de la force ionique

du milieu.
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Dans un deuxieme temps, les essais seront réaliséss milieux de culture réels afin
d’évaluer l'effet de la présence des éléments etaéléments nécessaires a la croissance des

microalgues en plus des composés pouvant précipiter

Tableau 18 : Plan des essais de floculation chimique avec remontée rapide du pH par ajout instantanée de

soude (1N)
. N° Concentration (mg.t) Ratio molaire Floculation E (%)
8 Milieu | essaj 2 n 3 e ™
Mg ca PO, Ca'/ POy (€20 min) 682nm| 750 nm
1.1.1 EQ® 1 11,84 - - 22
2 13,82 oui (70 %) - 80
3 19,73 oui (78 %) - 82
4 29,60 oui (81 %) - 92
5 49,35 oui (100 %) - 94
1.1.2 id. 6 54,2 34,¢ 3,70 oui (66 %) - 79
7 27,2 69,8 0,93 - . .
8 54,4 id. 1,85 - - 12
9 136,1 id. 4,63 oui (77 %) - 88
10 id 209,4 1,54 oui (80 %) - 99
1.2.1 SF® 11 4,97 - - -
12 9,86 oui (71 %) 80 78
13 14,79 oui (72 %) 90 89
14 19,72 oui (80 %) 91 90
15 24,66 oui (91 %) 92 91
1.2.2 id. 16 40,¢ 17.F 5,5¢ faible (21 %) - -
17 id. 39,4 2,46 oui (70 %) 81 80
18 54,4 7 18,46 faible (32 %) - -
19 id 8,7 14,85 oui (61 %) 81 79
20 id 17,5 7,38 oui (69 %) 81 80
21 id 34,9 3,70 oui (81 %) 91 88
1.3.1 | Sueoke | 22 14- 48 oui @ 86-89 | 84-86
BBM @ 23 32-68 oui® 87-90 | 86-89
Sueoka | 24 6,8-102 oui® 83-97 | 82-97
BBM @ 25 25-72% oui® 82-90 | 82-91

@ milieu de culture réel complémenté en ions’MdCa*], = 6,8 mg.L* et [PQ*], = 69,8 mg.[*

@ milieu de culture réel complémenté en iond'Cig?], = 13,8 mg.L* et [PQ*], = 69,8 mg.[*

®) pour une concentration en cellules microalgalemmade 0,2 & 0,8,g.L™

“ les efficacités de la floculation pour les diffées concentrations testées sont données plust@ifs dans le
Tableau 19

®) eau osmosée

© sérum physiologique

™ &,0 min €St I'éclaircissement de la solution mesurée ai 8e 20 minutes (cf. Chapitre 2 § 2.3.1)
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1.1.Floculation artificielle de Chlorella vulgaris resuspendue en eau osmosée

1.1.1. Estimation des concentrations minimales en Mg?* (essais 1 a 5)

Afin d’établir la concentration minimale requiseup@ermettre la floculation avec le
magnésium, les cellules sont récoltées aprés euétud,8 gs.L™, et resuspendues dans un
volume d’eau osmosée telle que la concentraticaigisoit de 0,4)g.L™. Le contréle de la

concentration est effectué par mesure des pignetndes courbes d’étalonnage pigments /
concentration en cellules.

/| [} [

100 4---------

--------- ~ ==(1) 11,84 mg/L Mg2+

____________________ J__. =9=(2) 13,82 mg/L Mg2+
—&=(3) 19,73 mg/L Mg2+
-&-(4) 29,6 mg/L Mg2+

—+=(5) 49,35 mg/L Mg2+

Conditions opératoires :

Souche: Chlorella vulgaris 0,4gys.L*
Milieu : Eau osmosée

Sel ajouté: MgS0,.7 H,0
T=23-25°C

Eclaircissement (%)
1
1
1
1

Temps (min)

Figure 48 : Evaluation de la quantité minimale en Mg2+ requise floculer Chlorella vulgaris resuspendue en eau

osmosée ; suivi de I'éclaircissement aprés remontée artificielle du pH a la soude

Des volumes de solution mere de MgS® HO de plus en plus élevés sont ajoutés
dans des éprouvettes tests contentant la suspedsiomicroalgues pour visualiser la
décantation (Figure 37). Les courbes de décantatlirnues, aprés ajout de soude 1 N
jusqu’a pH 11,8, sont présentés sur la Figure 48.

On observe gu'il est possible d’obtenir un éclaseiment proche de 100 % dans le
surnageant situé au-dessus des flocs pour unerteatien en M§* de I'ordre de 50 mg:t
("efficacité, ici mesurée & 750 nm, est de 94 &ssai 5). La quantité minimale de fg
nécessaire pour obtenir une efficacité E supérialB@ % au bout de 20 minutes, valeur que

nous avons choisie comme critére de comparaisore ées différentes expériences, est
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d’environ 14 mg.[* (0,58 mM ; essai 2). L'éclaircissement maximalnsides différentes

conditions testées, est atteint au bout d’'une g@ingtde minutes.

1.1.2. Estimation des concentrations minimales en Ca?* et PO43 (essais 6 a
10)

De facon similaire, les concentrations minimales Gai* et PQ* requises pour
permettre une précipitation par des composés degigpsphate de calcium ont été évaluées.
Les essais ont été réalisés pour 3 concentratitfiésetites a la fois en Gaet en PG”. Dans
un premier temps il peut étre noté que, contrairgn®e la floculation induite par le
magnésium, un éclaircissement total de la suspemséopas été atteint, et ce méme pour des

concentrations élevées en’CéFigure 49 ; essai 10).
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Conditions opératoires : : : :
100 < Souche: Chlorella vulgaris @ 0,4 Gyg.L™?  —==mmmmmmmm e eb e

Milieu : Eau osmosée
90 7 sels ajoutés : CaCl,.2 H,0 et KH,PO,

T=23-25°C 5 5
80 4 | —-

70 - e

50 4 =O=(6) 54,4 mg/L Ca2+ et 34,9 mg/L PO43-

40 - -B-(7) 27,2 mg/L Ca2+ et 69,8 mg/L PO43-
30 4 —&~(8) 54,4 mg/L Ca2+ et 69,8 mg/LP0O43-
20 -

10 4

Eclaircissement (%)

=(9) 136,1 mg/L Ca2+ et 69,8 mg/L PO43-

==(10) 136,1 mg/L Ca2+ et 209,4 mg/L PO43-

0 & e t—

0 5 10 15 20 25
Temps (min)

Figure 49 : Evaluation des quantités minimales en Ca™ et PO43' requises pour floculer Chlorella vulgaris

resuspendue en eau osmosée ; suivi de I'éclaircissement aprés remontée artificielle du pH a la soude

Des concentrations de 54,4 mgd.(1,36 mM) en C& et de 34,9 mg.t (0,37 mM) en
PO,> sont suffisantes pour parvenir & une floculatidiicace (E = 79 % ; essai 6). En
doublant la concentration en ion phosphate (69,8 Mgil faut augmenter la concentration
en C&" a 136,1 mg.L* (3,4 mM) pour obtenir une floculation des cellutessi efficace, soit
un ratio molaire Ca/P{plus élevé que le cas précédent (4,6 contre Bui$, comme semble
le montrer I'essai 10 & 136,1 m@-(3,4 mM) de C& et 209,4 mg.L* (2,2 mM) de PG, au-
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dela d’un certain niveau de concentrations, ce mitninue fortement a 1,55. Dans les deux
premiers cas, cela pourrait étre expliqué par dégrehces de composés précipitants,
puisque, comme montré dans le Tableau dfl Chapitre 1 8§ 2.5.2.4.), ils existent de

nombreuses formes de phosphate de calcium. Aissrdgos molaires modifieraient les

equilibres entre les deux especes et permettréaeptécipitation des composés de nature
chimique différente. Dans le dernier cas (essail&8)concentrations sont telles que quel que
soit le composé impliqué, sa précipitation soitetaju’elle entraine trés rapidement les

cellules microalgales.

1.2. Floculation artificielle de Chlorella vulgaris resuspendue en sérum
physiologique
Afin d’évaluer l'influence de la force ionique, dessais similaires ont été réalisés en
resuspendant les cellules dans du sérum physiolegipe nouveau, les concentrations

minimales requises pour permettre la floculatiohé&ié déterminées.

1.2.1. Estimation des concentrations minimales en Mg?+ (essais 11 a 15)

On constate trés logiquement que la concentratitons Mg?* nécessaire a la
floculation est plus faible dans le sérum physiajog que dans I'eau osmosée, soit 10 ng.L
(0,41 mM ; essai 12) au lieu de 14 m{.[Cela peut s’expliquer dans le cadre de la thél®ie
la stabilité des suspensions colloidales par lapamtion de la double couche de charges
portée par les cellules lorsque la force ionique ndilieu augmente, facilitant ainsi la
neutralisation de la charge de surface [Carneir@diahaet al. 2011]. Une confirmation peut
étre apportée par la mesure du potentiel zéta domtaleur diminue largement quand les
cellules sont resuspendues dans le sérum physjolegisoit{ = -14 mV environ contre
-34 mV en eau osmosée (Tableau 16). Une nouvells, fiv peut étre noté que
I'éclaircissement peut étre quasiment total avenagnésium bien qu’un temps de latence est

observable en début d’expérimentation (Figure 50).
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110 =+ - Conditions opératoires : |
Souche: Chlorella vulgaris a 0,4 gys.L* : : !
100 + - Milieu : Sérum physiologique e iy |

Sel: MgS0..7 H,0 | :
90 - 1-2325°C sl '

-)I(-(ll) 4,93 mg/L Mé2+
-B-(12) 9,86 mg/L Mg2+
-0-(13) 14,79 mg/L Mg2+
—=&(14) 19,72 mg/L Mg2+
—+-(15) 24,66 mg/L Mg2+

Eclaircissment (%)
.

Temps (min)

Figure 50 : Evaluation de la quantité minimale en Mg2+ requise pour floculer Chlorella vulgaris resuspendue

dans du sérum physiologique ; suivi de I'éclaircissement aprés remontée artificielle du pH a la soude

1.2.2. Estimation des concentrations minimales en Ca?* et PO43 (essais 16 a
21)

Concernant la floculation induite par C&t PQ¥, les comportements dans le sérum
physiologique semblent légérement différents puistel quantité moindre en RO est
nécessaire (8,7 mg'L; 0,09 mM) pour parvenir & la floculation par rapg celle déterminée
dans I'eau osmosée (34,9 md.L0,37 mM) pour une concentration en’Cidentique (54,4
mg.L? ; 1,36 mM) (Figure 51).

Un essai complémentaire (non numéroté) a été éalisc une concentration en £0O
identique & celle existante dans les milieux deucelréels (69,8 mg:t; 0,73 mM). La
concentration minimale requise en’Ceeste égale & 54,4 mg'Lce qui laisse supposer que
la concentration en calcium nécessaire demeureuappes la méme quelle que soit la
concentration en P (pourvu qu’elle soit supérieure & 8,7 mg.0,09 mM).

Une fois encore, un temps de latence est obsenagans des 4 premieres minutes

avant que la décantation ne devienne trés active.
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<-(16) 40,8 mg/L Ca2+ et 17,5 mg/L PO43- Conditions opératoires :

110 +- «=(17) 40,8 mg/L Ca2+ et 34,9 mg/L PO43- ~~~ Souche: Chlorella vulgaris a 0,4 gys.L*
100 4 - -#-(18)544 mg/L Ca2+et 7 mg/LPO43- . Milieu : Sérum physiologique
-O-(19) 54,4 mg/L Ca2+ et 8,7 mg/L PO43- el Catl, 2 Kanet kH; A0,
90

4 __.T=23-25°C
=rw=(20) 54,4 mg/L Ca2+ et 17,5 mg/L PO43- ;

Eclaircissement (%)

Temps (min)

Figure 51 : Evaluation des quantités minimales en Ca* et PO,> requises pour floculer Chlorella vulgaris
resuspendue dans du sérum physiologique; suivi de I'éclaircissement aprés remontée artificielle du pH a la

soude

1.3. Floculation artificielle de Chlorella vulgaris resuspendue en milieux de
culture réels
Les essais précédents confirment l'influence déotae ionique du milieu sur les
concentrations nécessaires en ions pour flocutemlieroalgues, ainsi que sur l'efficacité de
cette floculation induite par les ions magnésiumpau les ions calcium et phosphate. Nous
examinons maintenant dans ce paragraphe ce quésedans les deux milieux de culture
réels, dans lesquels sont présents les élémemsceiéléments nécessaires a la croissance

des microalgues en plus des composés pouvant peécip

1.3.1. Estimation des concentrations minimales en ions Mg?* et Ca?* en
fonction de la concentration en cellules pour une concentration en P04
donnée (essais 22 a 25)
Les Figures 52 et 53 reportent les concentratiominmles en M§" et C&* requises
pour précipiter les cellules dans les deux milidexculture réels. Il est a noter que dans les

deux milieux la concentration en POest identique et vaut 69,8 md.(0,735 mM).
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Bl o PR — SR ——— U ER————— :
Conditions opératoires : i :
70 4--- Chlorella vulgaris 211-19SAG . J _______________________
pH=7,5 ; T=23-25°C ; L=150 umol.m2.s! = '
Efficacité de séparation > 80%
60 4 g S S S ——
# (22) Milieu Sueoka (NH,)
o 20 17 moamileusem oy § T LT g
o0 i i
E40 4 T frmmrmrmnare e |
& :
o0
s3004-E TS s —— S — ;
| 8 OUNUDRUSIUNNN SNSRI i SNSRI Fo— T —
[Mg#], = 13,8 mg.L?
[ [ S———— ——— X —— I ——— O ——— i
0 L] L] L] L] L}
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Ci (8ms:L?)

Figure 52 : Concentration minimale en magnésium requise pour la floculation artificielle a la soude en
. . o _ere . -1 o
fonction de la concentration initiale en cellules microalgales (gus.L ") pour les milieux de culture Sueoka et

BBM ; [Mg”*], : concentration initiale en Mg’ dans les deux milieux

Comme indiqué sur la Figure 52, les concentratioeguises en magnésium
augmentent linéairement avec la concentration dnleg avec une pente similaire dans les
deux milieux. Ces concentrations minimales son$ glevées pour le milieu BBM passant de
32 468 mg.l* (1,3 & 2,8 mM) que pour le milieu Sueoka oul gliassent de 14 & 48 md.L
(0,6 & 2 mM). Ces concentrations semblent en acewat celles rencontrées dans la
littérature. En effet, Smith & Davis (2012) ont eeé une consommation de 43,7 a
58,3 mg.L* (1,8 & 2,4 mM) dans un milieu BG-11 pour une geltdeChlorella vulgarisa
0,8 gus.L™. Toutefois, nos valeurs paraissent élevées en amigson des travaux de
Vandammeet al. (2012) qui ont trouvé que leur milieu de cultur€\e composition initiale
différente mais comportant les mémes types d’élésnetdont la conductivité de 0,8 mS:itm
est similaire & celle de nos milieux, devait congoun minimum de 3,6 mg1(0,15 mM)
de Md* pour faire floculer une culture @@hlorella vulgaris(souche 211-11b) & 0,gL™.
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120 o------eeeeememeeeeeeen (it ittt B ettt ittt ettt TTTTTTTmTmsssssssssseees H
Conditions opératoires
Chlorella vulgaris 211-19 SAG | i
100 4--- pH=7,5;T=23-25°C ;L =150 pmol.mZ.s? -----------o R §
[PO,*] = 69,8 mg.L? ' : :
Efficacité de séparation > 80%
80 A T i KUNNRUSNNSUN SR AUSTUSS: F——————
— # (24) Milieu Sueoka (NH,?)
-
oo MW (25) Milieu BBM  (NO; E
E 60 - . o) ¢ & foomooenoeenceneeeees H
X ]
©
O
B e e
20 dmmmmmm e |
[Ca?*], = 6,8 mg.L!
0 : : ' : i
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

C (8ms-L?)

Figure 53 : Concentration minimale en calcium requise pour la floculation artificielle a la soude en fonction

. o _ese -1 oye 2 . o _ere 2:
de la concentration initiale (gys.L") pour les deux milieux de culture ; [Ca®'], : concentration initiale en Ca**

dans les deux milieux

Concernant les concentrations nécessaires emere&’, un comportement différent
est observé (Figure 53). Les besoins ne semblarg aligmenter linéairement avec la
concentration en cellules, en particulier dansilemBBM. En outre dans le milieu BBM, la
demande en ions €acroit modérément de 25 & 72 mg.[0,63 & 1,8 mM) alors que la
croissance est bien plus marquée dans le milieowkayda demande passant de 6,8 a 102
mg.L* (0,2 & 2,6 mM). En conséquence, on observe quda-de 0,4 gs.L ™, c’est dans le
milieu BBM qui requiert les concentrations miningles plus élevées. Ces concentrations
semblent en accord avec les travaux de Sukenike8e$(1984) qui rapportent des besoins en
calcium compris entre 1,5 et 2,5 mM pour flocuBdrlorella vulgarisdans un milieu BBM
non modifié malgré une concentration en phosphiatiésieure a la nétre (0,1 a 0,2 mM

contre 0,74 mM soit 69,8 mg-idans nos milieux testés).

1.3.2. Caractéristiques des flocs obtenus
Les concentrations en cellules dans les flocs galeénent été estimées par mesure du

volume des flocs selon I'Equation 22. Les résulsaist résumés dans le Tableau 19.
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La floculation par la précipitation de composés n&miens semble moins aisée dans le
milieu BBM puisque, outre des concentrations midgsarequises plus élevées, les
concentrations finales en cellules dans les flamealrent plus faibles que celles obtenues
dans le milieu Sueoka (&= 3,2 contre 10,3\g.L™). Dans tous les cas, ces concentrations ne
sont pas trés élevées par rapport aux valeurs nagesngui peuvent étre rencontrées dans la
littérature (jusqu'a 30 — 35g.L™Y).

Inversement, la floculation par les composés desphates de calcium semble plus
efficace dans le milieu BBM (7,2.g.L™ contre 5,5 gs.L™ dans le milieu Suekoa).

Les valeurs de & calculées pour la floculation doivent étre considé avec
prudence, car le pH est élevé a 11,8 de maniéi@sauser de la précipitation des composés
minéraux et ce trés rapidement. Cela améne praiablea précipiter la plupart du temps
plus de composés minéraux que nécessaire poutdtdes microalgues, et a abaisser ainsi la

valeur de Gs;par rapport a une floculation optimisée.

Tableau 19 : Volume de flocs obtenus et concentration en cellules déterminées pour les concentrations en

Mg2+ et Ca** minimales requises (concentration initiale en cellule 0,41 gMS.L'l)

Milieu SUEOKA (NH,") Milieu BBM (NO3)
[Mgzjmin . [Cazjmin . [Mgzjmin . [Cazjmin .
24,2 mg.L* 34 mg.L* 44,9 mg.I* 34 mg.L*
1 mM 0,85 mM 1,85 mM 0,85 mM
Volume de la zone floculée, \mL) 3,5+£05 6+0,5 13+0,5 5+£0,5
Efficacité de la floculation, E (%) 84 74 87 83
Concentration en cellules estimée dans 103+ 16 55404 32401 72408
les flocs, Get(Ouws.L™)

1.3.3. Discussions et conclusions

Ces essais ont donné une premiére tendance suonipoctement deChlorella
vulgaris en vue de sa récolte par floculation, celle-civaou étre induite soit par les ions
magnésium, soit par le couple ion calcium / iongut@te. Toutefois, des différences sont
observées suite aux essais tant entre les deurumilnodéles (eau osmosée et sérum
physiologique), dans lesquels des différences dagks en ions nécessaires et des vitesses de
sédimentation ont été relevés, qu’entre les miliéets (Sueoka et BBM).

Ces difféerences de comportement, observées engreddeix milieux réels, sont

probablement liées aux modes d’actions de chacasesdtités préecipitantes sur les cellules
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(cf. Chapitre 1 § 2.5.2.5.). Comme cela a pu étre ra@pmr Stumm & O’Melia (1968), il
doit exister une relation linéaire entre un dosdgecoagulant et la concentration en cellules
guand la neutralisation de charges est le phénompéd@dominant dans le processus de
coagulation/floculation. Cette relation linéaireest plus valable si les précipités engendrent
des agrégats imposants par pontage entre les e=el[@chlesingeret al. 2012]. Ces
observations semblent confirmer que les précipi®ss de la présence du magnésium et ceux
issus de la présence simultanée de phosphatescetidiem agissent selon des mécanismes
différents sur les cellules microalgales.

Concernant la qualité et la densité des flocs alsteles résultats montrent bien le réle
de la composition du milieu de culture puisque dié&rences importantes sont observées
malgré le fait que ces deux milieux ont une for@eique et un pH similaires, ainsi qu’un

potentiel zéta des cellules (~ - 25 mV a pH 7,5).

2. Floculation naturelle en milieu de culture réel

Les essais en milieux modeles et réels par remartéeielle du pH a la soude ont
confirmé l'influence du milieu sur sa capacité et £fficacité a floculer les microalgues. Les
essais effectués dans cette deuxiéme partie visénwaluer la capacité des deux milieux a

permettre la floculation naturelle par la remoméagurelle du pH.
2.1. Milieu dérivé Sueoka (NH4*)

2.1.1. Montée en pH avec la photosynthese sans modification du milieu

Les microalgues utilisées pour ce test sont cudveans le milieu de Sueoka (azote
apportée par les ions ammonium NH et leur concentration aprés récolte est ajustée
0,4 gus.L™ par ajout de milieu de culture frais. L'éprouvettentenant la suspension est
ensuite disposée sous une intensité Iumineuse(delmbhotonsm'zsl, avec un bullage d’air
léger, mais sans régulation €&fin de permettre, par photosynthese et stripageadbone
dissous, la montée naturelle du pH.

Dans ces conditions, une légére augmentation ddgopHa 9 au cours des 5 premiéeres
heures est observée (Figure 54). Dans le méme téenpstentiel zéta augmente de -30 a -10
mV (la charge de surface négative des cellulesrdiemidonc en valeur absolue). Comme le
pH ne va pas au-dela de pH 9, la précipitationad@sposés magnésiens peut d'ores et déja
étre exclue puisque celle-ci n’intervient qu'a padfun pH voisin de 9,5 a 10. Toutefois,
celle des composés de phosphates de calcium nel’pget méme si les analyses de

chromatographie ionique ne montrent aucune vanat® concentration sur les ions calcium
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ou phosphates lors de cette légéere élévation de Qette montée limitée du pH peut
s’expliquer par le fait que I'assimilation d’iondN" par des cellules biologiques conduit a la
libération de protons H[Goldman & Brewer 1980], ce qui limite l'augmentat de
I'alcalinité du milieu (par la photosynthese). DRI ce type de milieu peut également
générer de I'ammoniac (N en concentration suffisante pour inhiber la phgtdhése
[Abeliovitch et al. 1976]. En effet, dans les milieux ot WHest la principale source d’azote,
I'inhibition de la photosynthése est quasi-totaleHh9,5, par dissociation NfHen NH; pour
des concentrations en Nide 2 & 3 mM [Azov & Goldman 1982].

9,5 15 ™ 0
—-pH i 5 :

9 -I-potent|e|'zeta ______________________________________________________________________________ [ 5
85 e N - -10
E
©
8 F e e ] - -15 =
I N
o o
7,5 g e - -20 ‘2
V]
7 ' ' °
7 4 Conditions opératoires - -25 o

Chlorella vulgaris : 0,41 gye.L*
Milieu Sueoka
I =500 umol.m2.s -1 -30
| T=23-25°C
6 r T T T -35
0 2 4 6 8 10
Temps (h)

Figure 54 : Elévation naturelle du pH dans le milieu Sueoka, sans injection de CO, ; évolution du pH et du

potentiel zéta en fonction du temps ; aucune floculation observée

Le pH atteint sa valeur maximale (9) au bout deebres, puis il redescend a 8,25
environ sur une durée de 1 heure avant de seistabiUne explication possible de cette
évolution consiste en un stripage du LQdissous (lié au bullage d’air et conduisant a une
hausse du pH) plus rapide que la génératiori té¢ a I'assimilation de NH pouvant ainsi
conduire a la modification progressive de I'équiitexistant entre NH et NH; (pKa = 9,2)
favorisant la génération de NHibre [Azov & Goldman 1982]. La compétition stripa et
génération H justifierait la lente croissance du pH entre theet t = 5h (en comparaison a la

Figure 55), puis la génération NHonsécutive a cette légere augmentation condudrait
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I'inhibition de la photosynthése stoppant la crarsse du pH a t = 5 heures. La diminution du
pH entre 5 et 7 heures pouvant elle résulter dipagte de 'ammoniac par le bullage d’air.

Cette libération de H au niveau cellulaire, pourrait également étreodigine des
modifications du potentiel zéta des cellules. Efetefde nombreux auteurs montrent que
l'acidité globale du milieu permet d’augmenter laleur du potentiel zéta de cellules
microalgales jusqu’a des valeurs positivBtumm & Morgan, 1996 Hadjoudjaet al. 2010].
Nos résultats suggérent que cette modificationndege de surface peut également étre due a
des conditions locales au niveau de la paroi @fkilpuisque c’est a ce niveau que I'échange
NH;/H" a lieu. Une autre cause potentielle réside dangle de la matiére organique
naturellement excrétée par les microalgues, dontsaih qu’elle peut résulter en une
augmentation forte de la consommation en agenuldm¢ [Hendersoret al. 2008]. Cette
cause doit étre d’autant plus considérée pour leemmBueoka que la génération de JNH
lorsque le pH s’éleve, est source de stress peuwreiules.

Par ailleurs, I'élévation de pH constatée, méms tnedérée, de 6,8 a 9, n'exclut pas
la possibilité d'une précipitation de phosphatesaeium. Cela supposerait cependant que la
concentration en calcium dans le milieu soit augéemuisque celle-ci (6,8 mg'L, 0,17
mM) est tres inférieure a la concentration minimedguise déterminée lors des essais
préliminaires (ajout de soude), & savoir 34 rifg@,85 mM) (cf. § 1.3.1.).

2.1.2. Essais dans le milieu complémenté en ions Ca?*

L’essai précédent a donc été réitéré apres avaeie pa concentration en calcium a
70 mg.L*, les autres conditions restant inchangées. Matgr# apport en calcium, la
floculation n'a pas pu étre obtenue, le pH n'aypas augmenté au-dela de 8, alors qu’un
essai témoin, ou le pH a été augmenté par ajoudeae soude, a confirmé que la floculation

pouvait avoir lieu.

2.1.3. Conclusions

Les essais précédents montrent que la souche daaeChlorella vulgarisne peut
étre floculée naturellement dans le milieu Sueokdaosource d’azote est I'ion ammonium.
Cela peut avoir des conséquences en regard d'urcégéo global. En effet,
Hadj-Romdhanet al. (2012) ont récemment mis au point un milieu degucal (HAMGM)
dans lequel la majorité des ions sont consommeédapanicroalgue Chlorella vulgarig,
permettant ainsi son recyclage en limitant I'acclation de contre-ions. Ce milieu disposant
d’'une source azotée composée d’ions ammonium,rditpdonc inadapté a une récolte par

floculation naturelle. Toutefois, la forte augmeima du potentiel zéta (jusqu’a -10 mV), et
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donc de la charge de surface des microalgues,\@gsart= 7 h est intéressante. Elle pourrait
en effet ouvrir une voie de traitement combiné apres le laps de temps nécessaire a
laugmentation du pH et & celle du potentiel zéts dellules, une floculation chimique
pourrait étre réalisée avec, probablement, des deukraitements en coagulant plus faibles
gue pour un traitement direct.

L’objectif étant de faire floculer naturelleme@hlorella vulgaris il est nécessaire
d’employer un milieu différent. C’est ainsi quedieoix du milieu BBM, réguliérement utilisé
au laboratoire et dont la source d’azote est Ifiitrate, s'est imposeé.

2.2. Milieu dérivé BBM (NO3’)

2.2.1. Montée en pH par la photosyntheése

Dans un premier temps, la capacité du milieu BBMutriser une montée naturelle en
pH importante a été testée. Les résultats, mostrela Figure 55, mettent en évidence que le
pH a augmenté jusqu’a une valeur voisine de 1lcam tee 9 heures. Toutefois, a I'instar du
milieu Sueoka, les concentrations en calcium et masigm, respectivement égales a
6,8 mg.L'* (0,17 mM) et & 13,8 mgt (0,57 mM), sont inférieures aux concentrations
minimales estimées par ajout de soude. Un essaiitépar ajout rapide de soude confirme
qgue les cellules ne peuvent floculer. Il nest dgas surprenant qu’aucune floculation
naturelle ne soit observée dans ces conditions.

On observe ici une évolution du potentiel zéta diéférente de celle constatée pour le
milieu Sueoka, qui diminuait de -30 a -10 mV avdetse stabiliser. Ici, il semble qu’il y ait
deux phases distinctes. En effet, le potentiel déténue dans un premier temps de -20 a -25
mV quand le pH passe de 7,7 a 10,4 (phase 1) deammonter a sa valeur initiale (phase 2).

Lors de la phase 1, l'assimilation de N©onduit au relargage d’OHui localement
peut modifier la charge de surface (phénomeéne sevele celui observé dans le milieu
Sueoka). De plus, cette basicité peut conduire é augmentation de la dissociation des
groupes carboxyliques, sites ionisables majeurssepté sur les parois des cellules
microalgales [de Lima & Mansini 1999 ; Let al. 2013] et ainsi participer a I'accroissement
de la quantité de charges négatives en surfacardeqellulaires.

Puis, la précipitation des composés magnésiensgé&haositivement, reprendrait le
dessus (phase 2), expliguant la diminution progresde la charge de surface des cellules
[Daset al.2013].
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Figure 55 : Elévation naturelle du pH dans le milieu BBM, sans injection de CO, ; évolution du pH et du

potentiel zéta en fonction du temps ; aucune floculation observée
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Figure 56 : Elévation naturelle du pH dans le milieu BBM, sans injection de CO, ; évolution des concentrations

en ions calcium, phosphate et magnésium en fonction du temps ; aucune floculation observée
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Une précipitation progressive de sels est en eifebable, car, comme le montre la
Figure 56, une consommation d’ions est observémarts temps avec I'élévation du pH, tant
en ions calcium et phosphate en début de I'expégigmsqu’'a pH 10,4 (au bout de 5 heures
environ), que pour le magnésium ensuite. Cela néegefois pas suffisant pour engendrer la
floculation des cellules microalgales. A cause aedénsité optique élevée de la culture,
aucune précipitation ni trouble caractéristiquenbjou étre observés.

Les diminutions des concentrations molaires des maicium et phosphates dans le
milieu sont calculées a partir de leur évolutioppartée sur la Figure 56, afin d’en déduire le
rapport molaire Ca/P{qui est susceptible d’apporter une informationlawstoechiométrie et
la nature du ou des phosphates de calcium ayaripfiéds). Des simulations effectuées par le
programme Vmintech [Gustafsson 2011] prédisent ga®s les conditions de I'essai, les
composés susceptibles de précipiter sont I'hydmoagyte HAP (Ca(PQOy,)3OH) et les
phosphates tricalciques amorphes 3(B@)),). Le ratio molaire Ca/POde I'HAP et du
phosphate tricalcique valent respectivement 1,87%(Tableau 20).

L’estimation est effectuée sur les 5 premiéresdggeulement, car on ne peut exclure
gu’'au-dela les ions phosphates ne précipitent &agdons magnésium. Sur cette durée, on
note des variations de concentration de 2,2 + @™ soit 0,055 + 0,018 mM, en calcium,
et de 8,6 + 5,8 mg:t, soit 0,091 + 0,061 mM en phosphate. Cela corm$@oun rapport
molaire Ca/P@de 0,608 + 1,871. L'incertitude trés importante sa rapport s’explique par
celles existant sur le dosage par chromatographigue de la teneur en chacun de ces ions
(de l'ordre de 5 %), et également par les faibléferénces de concentrations observées.
Compte tenu de cette forte incertitude, on constpte I'information est inexploitable,
puisque que le ratio molaire déterminé expérimemaht est compatible non seulement avec
ceux de I'HAP et du phosphate tricalcique, maislef@gant avec celui des autres composés

donnés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Ratio molaire Ca/PO, pour différents composés de phosphates de calcium pouvant précipiter

Ratio molaire Ca®'/PO,>
Dihydrogénophosphate de calcium, Cz¢8y), 0,5
Hydrogénophosphate de calcium, CaHPO 1
Phosphates tricalciques, {rOy), 15
Hydroxyapatite HAP, GAPO;)3(OH) 1,67
Ca(P0O4).Ca0 2
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2.2.2 Modification du milieu et propositions de mécanismes

2.2.2.1  Dopage en Ca2* et mécanismes de floculation

Comme montré précédemment, la concentration efuoaldans le milieu de culture
est inférieure a la concentration minimale pernmétia précipitation par une remontée du pH
artificielle & la soude (cf. 1.3.1.). Par conséduan ajout de Cd est effectué avant le début
de I'expérimentation afin d’atteindre cette concatibn minimale de 34 mgt.(0,85 mM).
Cette addition permet toujours 'augmentation dujpstju’a une valeur de 10,9. Malgré ces
conditions supposées favorables a la précipitatien phosphate de calcium, aucune
floculation n’intervient.

Afin d’évaluer la concentration minimale en calciunécessaire a la floculation
naturelle dans le milieu BBM, une premiére expéremst réalisée en augmentant tres
fortement sa concentration jusqu'a 272 mg.(6,8 mM), valeur proche de celles qui
rencontrées dans un milieu d'eau de mer synthétmue les souches marines. Dans ces
conditions, dés l'ajout de calcium et aprés agitgtila floculation débute quasi
instantanément au pH du milieu de culture (pH 1,8% mesures de chromatographie ionique
effectuées montrent la disparition également inata#e des ions phosphates ainsi qu’une
diminution de 93,5 mg.L (2,34 mM) en ions calcium. Un second essai est akmlisé aprés
avoir ajouté cette concentration en calcium, engément de la concentration initialement
présente dans le milieu, pour le porter finalendenne valeur de 6,8 + 93,5 = 100,3 my.L
Dans ces conditions, la floculation a lieu mais setficacité n’est que de 72 %. Finalement,
pour atteindre 90% d’'efficacité, la concentratiastale en calcium a d( étre portée a
120 mg.L* (3 mM), soit un facteur 3,5 par rapport & la coneion minimale déterminée par
remontée artificielle du pH.

Ces conditions ont également permis d’engendrerfldes plus denses que ceux
observés par ajout rapide de soude (Figure 57§, awe concentration finale en cellules dans
les flocs estimée a 19 + 44gL™. Cette floculation & pH 7,7, due & la précipitatide
composés de phosphates de calcium, est cohéreateles/ travaux de Sukenik & Shelef
(1984), qui ont montré que la co-précipitation walphosphate, pour des concentrations

similaires aux nétres, avait lieu pour un pH comentre 7,2 et 8.
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Figure 57 : Floculat obtenu par la précipitation des phosphates de calcium en milieu BBM dopé en calcium

(120 mg.L'l); (A) par remontée naturelle du pH ; (B) par remontée artificielle du pH a la soude (cf. §1.3.1).

Les présences communes de calcium (Ca) et de pbresR) sur les agrégats de
cellule sont confirmées par observation en MicrpgoElectronique a Balayage et
Microanalyses par Rayons X (Figure 58). Ces imagestrent une importante structure
minérale majoritairement composée de Ca et P @itadur et entre des cellules laissant
supposer un mécanisme de floculation basé suistage et I'entrainement des cellules. En
effet la forte présence de composé minéral ensecédlules peut étre synonyme soit de
piégeage des cellules dans la structure, soit i@'stage de ces derniéres. Sous I'effet de son

poids, la structure minérale décante en entraileartellules dans son mouvement.
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Figure 58 : Observation MEB-EDX d’agrégats de Chlorella vulgaris obtenus par remontée naturelle du pH en

milieu BBM dopé en Ca>* (120 mg.L™) ; (A) x 5000 ; (B) x 14000
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2.2.2.2  Dopage en Mg2* et mécanismes de floculation

Des résultats similaires sont observés pour laifidmon induite par le magnésium. Un
premier essai de floculation est réalisé en ajtistanconcentration en magnésium a
44,9 mg.I* (1,85 mM), valeur minimale estimée par la remortéiicielle du pH a la soude.
Dans ces conditions, le pH augmente en 8 heurew &aleur de 10,8 puis demeure stable
pendant 16 heures sans entrainer de floculation.

Il s’avere que pour observer la floculation, la cemration en magnésium a da étre
augmentée a une valeur proche de celle qui seragontrée dans un milieu marin, soit
1000 mg.L* (41,15 mM), ce qui est bien supérieur & ce quitaté déterminé par ajout de
soude. Apres cet ajustement, le pH atteint un alate une valeur de 10,2 apres 14 heures
(Figure 59). En comparaison avec la Figure 55 (argation naturelle du pH dans le milieu
BBM non dopé), 'augmentation du pH est moins rapidne explication éventuelle est la
force ionique relativement élevée du milieu (prés I g.I* de sulfate de magnésium
hydraté) nécessaires pour atteindre une concertrati magnésium de 1000 mg.qui peut
entrainer une baisse du métabolismeCihdorella vulgaris,comme cela a été observé par
Alyabyev et al. (2007) avec une concentration en NaCl supérieu88 §.L* sur la méme
espece.

Par ailleurs, la présence du plateau de pH peeatedpliquée par le fait que les ions
hydroxyles participent a la formation du précipifé.I'équilibre, le flux d’ions hydroxyle
impliqués dans la précipitation de Mg(QH)ompense juste celui des ions relargués en
compensation des ions négatifs (carbonate, nigtaphosphates) assimilés par la cellule. Un
arrét de la photosynthése n’est également pas.exclu

La floculation débute a partir de t = 11 heured, jaste avant d’atteindre le plateau de
pH. Il peut étre noté une importante baisse deteentration en phosphates entre t =9 h et
t =10 h jusqu’a sa disparition totale (Figure 6D facon similaire & ce qui avait pu étre
observé sur la Figure 55 lors de la montée nawddll pH dans le milieu BBM natif (sans
dopage ni en Mg, ni en C&"), la baisse de la concentration en ions magnésiinitie quand
le pH devient supérieur a 10.

Une fois encore, la concentration finale en cefldst également plus élevée que celle
observée lors de la floculation au magnésium parorgée artificielle du pH a la soude
(Figure 61). La concentration est ici estimée a3 gus.L™, ce qui correspond & des flocs

trés concentrés en cellules, avec une efficacit@ldi.
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Figure 60 : Augmentation naturelle du pH en milieu BBM dopé en Mg2+, sans injection de CO, ; évolution des

concentrations en ions phosphate et magnésium (concentrations en ca® trop faibles pour étre quantifiées)
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Figure 61 : Floculat obtenu par la précipitation du magnésium en milieu BBM dopé en magnésium ; (A) par

remontée naturelle du pH ; (B) par remontée artificielle du pH a la soude cf. §1.3.1.
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Figure 62 : Observation MEB-EDX d’agrégats de Chlorella vulgaris obtenus par remontée naturelle du pH en

milieu BBM dopé en Mg2+ (1000 mg.L™") ; vue générale des agrégats (A = zone observée sur la Figure 63).
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Cette floculation au magnésium conduit égalemena dormation d’'une quantité
importante de structures minérales de phosphatesagmésium (Figure 62). En effet, les
microanalyses a rayon X du MEB indiquent, en valeoyenne sur ces structures, un
pourcentage massique de 26,4, 22,5 et 51,1% (sqbercentage molaire 21,8, 14,6 et 63,6
%) respectivement pour Mg, P et O, sans présenmatrds éléments. Cette composition
moyenne est tres proche des pourcentages molagesdques de MgPOy), (23,1, 15,4 et
61,5). Toutefois, on ne peut étre totalement aitifrsur leur réle dans la floculation puisque
en zoomant sur les cellules, ces structures n'apgsamt plus (Figure 63). De plus, les
cellules semblent comme « engluées » dans une rdaspeecipité méme si, contrairement
aux clichés réalisés pour la floculation induite les phosphates de calcium, aucune structure
minérale évidente n’est visible a la surface ddliles. Le mécanisme associé semble donc

étre plus particulierement la floculation par emgaent.

10 pm Humidity = 0.0 % EHT = 2019 kV gjgnal 4 = Cz BSD Température Platine = 20.0°C
|—T WD=100mm  Grand.= 4.56 KX Chambre = 3.87e-004 Pa Date :26 Mars 201

Figure 63 : Observation MEB-EDX d’agrégats de Chlorella vulgaris obtenus par remontée naturelle du pH en

milieu BBM dopé en Mg>* (1000 mg.L™) ; vue sur les cellules floculées

Les analyses EDX montrent que cette masse entolesctllules est essentiellement
composé des éléments Mg, S et P. Compte tenu pleédance de soufre et de phosphore, la
floculation par le magnésium ne semble pas étre uhiguement a la précipitation de
Mg(OH),, bien que cette derniere doit étre majoritaire eEat, en considérant que seuls Mg
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et P participent & la floculation sous forme FRDy), (S étant lié & la présence de,S@n
forte concentration dans le milieu), la consomnmatie 63 mg.L* (0,66 mM) de phosphates,
nécessiterait 1 mM (24,3 mg'). de magnésium. Or, la quantité totale de magnésium
consommé étant de l'ordre de 100 mYy.l75,7 mg.L' de magnésium resteraient ainsi

disponibles pour former Mg(OHhl)

2.2.3 Conclusions

Deux faits importants peuvent étre notés. Tout afdp ces résultats mettent en
lumiére la différence entre une floculation par umentée rapide du pH par adjonction de
soude et celle ou le pH remonte naturellementrdgeheent du fait de la photosynthése et/ou
du dégazage du G@lissous. En effet, il a été montré que les comatohs minimales, tant
en calcium et magnésium, déterminées par remomtiéeielle du pH ne permettaient pas
d’obtenir de floculation dés lors que la remontée pH se faisait naturellement. Ces
concentrations minimales ont d0 étre multipliees B& pour le calcium (120 contre
34 mg.Lh), et par 70 pour le magnésium, 'amenant & desanix similaires & ce qui peut
exister en eau de mer (1000 contre 44,9 iMy.L

Ainsi, la floculation naturelle ne peut étre coteznent modélisée par ajout rapide de
soude comme cela est souvent effectué dans latitté [Smith & Davis 2012, Spillingt al.
2010 ; Vandammet al. 2012 ; Wuet al. 2012], a moins peut-étre de respecter la cinétique
d’élévation de pH en ajustant trés progressiverteesbude. De plus, il est indispensable de
réaliser les essais sur les milieux réels et n@enspa des milieux simplifiés ne contenant que
les ions susceptibles de précipiter. Les Figuregttds permettent de faire un bilan sur les
différences observées en termes de concentratiomsates en fonction des milieux modéles
ou réels et du type de remontée du pH.

Plusieurs causes peuvent étre envisagées pougeepites constats : d’'une part les
cinétiques physiques et physico-chimigues sonéudfftes dans les deux cas et en particulier
celui de la précipitation des composés inorganigoegjui peut conduire a des précipités de
structure et de composition chimique différentd&utre part le fait qu’en remontée lente du
pH des phénomeénes biologiques peuvent se manifest@me des modifications de la paroi
des microalgues et le relargage de matiere de matiganique) alors qu’en remontée rapide,

cela ne semble pas pouvoir étre le cas.
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Figure 64 : Concentrations minimales en ions calcium nécessaires a la floculation de Chlorella vulgaris dans
différents milieux, modeles ou réels ([P043'] =69,8 mg.L'l), lors d’'une remontée artificielle (a, b, c) ou
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Figure 65 : Concentrations minimales en ions magnésium nécessaires a la floculation de Chlorella vulgaris

dans différents milieux, modeéles ou réels, lors d’'une remontée artificielle (a, b, c) ou naturelle (d) du pH
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3  Conclusions sur les possibilités de floculation naturelle de Chlorella
vulgaris

Les concentrations minimales en magnésium et caldéterminées dans ce travail
pour la floculation par remontée artificielle du @Ha soude étaient conformes a celles déja
publiées pour des souches similaires ou différer@ependant, elles sont bien en deca des
concentrations minimales nécessaires pour induecfloculation naturelle efficace. En outre,
les mécanismes associés et les précipités obtemtdent étre de natures différentes dans les
deux cas.

Cette floculation naturelle ne peut avoir lieu gseus certaines conditions. En
particulier, le milieu de culture doit avoir l'iomitrate comme source d'azote, et les
concentrations en ions précipitants Vigu C&* et PQ*) doivent étre suffisantes. Cet apport
en ions peut s’effectuer des la phase de cultulalaiee, a la condition que la salinité ne
perturbe pas la souche ce qui semble devoir étoadeici avedChlorella vulgaris211-19.
L’apport peut également s’effectuer aprés cultweulaire, comme dans cette étude, ce qui

s’apparenterait a une floculation chimique.

Les objectifs initiaux étaient d’évaluer la poskiéi de récolter une souche d'eau
douce par floculation naturelle. Compte tenu deantjtés de sels a ajouter pour y parvenir,
les résultats obtenus dans ce travail suggerentagtieculation naturelle par augmentation
lente du pH sans apport de floculant n’est enviahlgeque pour les souches marines, dont les
milieux contiennent seuls des concentrations es @aicium, phosphates, et/ou magnésium

Supérieures aux minima requis.

Cela vaut pour une culture pour laquelle le suraagelu milieu de culture apres
récolte n’'est pas réutilisé (soit qu’il est rejesnit qu’il est vendu pour sa teneur en
polysaccharides par exemple). La situation eséudiffte si on met en place un recyclage du
surnageant aprés la récolte. Dans ce cas, il faenraffet complémenter le milieu en ions
consommeés par la culture, non seulement au cousadgoissance mais aussi lors de sa
récolte. L’analyse doit alors porter sur le fluxssdens consommeés lors de la récolte et non sur
la concentration des ions. Dans ce cas, les csltemeeau de mer bénéficieront toujours de
'avantage procuré par une force ionique plus éeydi facilite la neutralisation des charges

portées par les cellules, mais cet avantage sebaplement moins net.
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CHAPITRE 4 : RECOLTE DE
MICROALGUES PAR SEPARATION
MEMBRANAIRE
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Ce chapitre est consacré a la comparaison derktifih tangentielle classique et de la
filtration dynamique pour la récolte dehlorella vulgarispar séparation membranaire. La
filtration dynamique permet de disposer d’écouletmehydrodynamiques particuliers
(augmentation des vitesses et cisaillements) qluisént les effets négatifs lies aux pompes
et aux vannes par réduction des débits d’alimemtatout en limitant le colmatage des
membranes. Elle doit autoriser I'accés a des fleyperméation et des concentrations finales
plus élevées, et se révéler compétitive aux coraimms élevées en biomasse. A linstar des
problématiques rencontrées lors des circulationsigd®asse microalgale dans les pompes et
vannes (source de cisaillement destructeur), sqradinsur la biomasse se devra d'étre

également évalué.
1. Récolte de Chlorella vulgaris par filtration tangentielle

1.1. Choix des membranes

La bibliographie sur la récolte de microalgues @ ran évidence que, pour de
nombreuses souches, l'utilisation de membranestrdfilfration (UF) hydrophiles, en
polyacrylonitrile (PAN) par exemple, devait étravpégiée car cela limitait I'adhésion des
agents colmatants et donnait des flux stabiliseéaparables a ceux des membranes de
microfiltration (MF) [Rossignokt al. 1999]. Cependant les membranes de MF présentant de
flux initiaux bien plus élevés, une membrane de tdiRgentielle 0,05um sera été testee.
Aucune membrane en PAN n’étant disponible, le cls@st orienté vers une membrane en
polyéthersulfone (PES), relativement hydrophile, @nplement répandu a I'échelle
industrielle. Finalement, les deux membranes testént :

- Une membrane d’'UF en PAN a 40 kDa (IRIS 3038, ®ré&nvironnement —

Novasep)
- Une membrane de MF en PES a 0,05 um (Nadir MPOBBgA

De plus amples informations sont fournies danshap@re 2 (§ 3.1.4)

1.2. Ultrafiltration de Chlorella vulgaris sur membrane PAN 40 kDa
Avant tout essai de récolte, il est nécessaire&mid préalablement des conditions
opératoires convenables, qui donneront des fluxp@enéation relativement élevés et un
colmatage limité des membranes. A cet effet, desai®sde montée en pression
transmembranaire (PTM) sont réalisés a différentesses dans le but de choisir une vitesse
et une pression de travail. Les résultats obteanmsdonnés sur la Figure 66. Pour des vitesses

de circulation inférieures a 1 rit,sle flux limite reste relativement faible, inféuie a
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60 L.H:.m?2 En revanche, le flux limite pour une vitesse denz® est nettement plus
important et s'éléve & 100 'tm?, et les variations du flux avec la PTM s'écarteet de la
linéarité jusqu’a une valeur de 0,3 bar ce qui t¢&nan colmatage modéré. Dans ces
conditions, on retient comme conditions opératoines vitesse de 2 ni.svitesse maximale

acceptable pour le module Rayflow, et une pressde,3 bar.

120 -
100 -
Conditions opératoires retenues
80 -
&
£
. 60 -
P
-
> . I
40 . ?
Conditions opératoires :
Module tangentiel Rayflow
20 PAN 40 kDa
FC=1 ¥ CI = 0,2 g\_qs.L';
T=23°C+/-0,5°C
o L] L] L] L] L] L] L}
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

PTM (bar)

Figure 66 : Ultrafiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris de concentration constante (0,2 gMS.L'l,
recyclage total) ; évolution du flux de perméat en fonction de la PTM pour diverses vitesses de circulation
dans le module tangentiel Rayflow

En premiére estimation, ces valeurs sont en acaoed la théorie de la séparation
membranaire puisque la pression de travail retelwitecorrespondre a un flux critique. Ce
flux critiqgue est, par définition, la valeur du flune générant aucune surpression pour étre
maintenu constant [Fielét al. 1995], donc ne générant aucun colmatage irréversib
Expérimentalement, il correspond généralement avafeur de flux observé en fin de zone
linéaire (régime limité par la pression). S’il peégalement étre déduit par modélisation
mathématique par la connaissance du flux limit& (Rhie) [Bacchin 2004], des valeurs
comprises entre 2/3ske €t Jmite ONt €té rapportées pour la filtration de cellj@sfrance &
Jaffrin 1999, Rosset al.2008].

Ainsi, en retenant ces parametres, divers essdigténréalisés pour concentrer la
soucheChlorella vulgaris Afin d’évaluer les performances de cette membrdaes des
conditions de concentrations proches de cellepquiraient étre obtenues en PBR a haute
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concentration, la suspension @blorella vulgarisa été cultivée en mode batch & des niveaux
de concentrations variant de 0,32 & 0,g8Ig" (valeur maximale ayant pu étre atteinte sur le
PBR Scobalite en mode batch). A Iissue de cesirst un volume de 100 L a été soutiré du
du réacteur puis centrifugé (3600 g, DRA 20 VX, Bsmlet Robatel) afin de récupérer un
volume de 10 L de récolte concentrée (FC = 10)suiei de la surverse a permis de vérifier
I'absence de cellules. Ainsi, trois essais ont pa &alisés a des concentrations de départ
différentes (3,2, 4,8 et 5, gL ™)

©de3,2a18 g/l_ Conditions opératoires : '

s ded,8 339 g/L Module tangentiel Rayflow
PAN 40 kDa

o de 5,5 a468/L  FCnormalisé 2 Ci = 0,32gl?

70 o AAL o Vitesse interne =2 m.s*
; v =32000 s
S 60 o N S T=23°C+/-0,5°C
E, ' PTM = 0,3 bar
{1 B (O T
<
" SOV .. " SO— D ———— i
-
1 I e ¢ o N :
1 a1 N ——
10 FCmax =300 |
i [=96gys. L]
10 100 1000

FC

Figure 67 : Ultrafiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris ; évolution du flux de perméat en fonction
du logarithme du facteur de concentration dans le module tangentiel Rayflow

Les résultats sont montrés sur la Figure 67 qutepte flux de perméation J en
fonction du logarithme du facteur de concentratimassique des cellules. On y constate que,
guelle que soit la concentration en cellules ikdtide flux de perméation chute linéairement
avec le logarithme du facteur de concentratioguet bien que les essais soient différents, les
courbes relatives aux trois essais sont assez ggo&m se référant a 'Equation 14, on peut
estimer la concentration maximale accessible erapalant la droite moyenne a flux nul.
Ainsi, ces essais montrent que cette concentrataait ici égale a environ 9¢gL™, soit un

facteur de concentration de I'ordre de 300.
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I est a noter que ces valeurs sont purement tpdesi car elles ne seront
physiquement jamais atteintes (cela correspondrait temps de filtration infini) mais vont
permettre, par la suite, de comparer plus aisétesrtifférents essais.

La nettoyabilité de la membrane a également étiiésat les résultats sont présentés
dans le Tableau 21. Ces données mettent en évidgmcée colmatage de cette membrane
semble rester modéré et pouvoir étre éliminé par nettoyage chimique, pour des
concentrations en cellules inférieures a 4@.lg% Au-dela de 40 g.L™?, il semble que ce
colmatage soit plus sévére, puisque une perte déb2de perméabilité demeure apres

nettoyage chimique.

Tableau 21 : Variation de la perméabilité de la membrane PAN 40 kDa apreés ringage a I'eau puis apres
nettoayge chimique lors des essais de concentration

Perméabilité de la membrane PAN 40 kDa (Loh®.bar")
Initiale Aprﬁﬁ grggg'gﬂ'sgﬂn et chién?é%?(?ﬁ%%ﬁ?iw % perte
@3 <9(:< <F(fs<g§i-1) 319 188 304 4,7
(4,815 ?:Ecss 32.5'1) 304 158 308 -1%
(55 ¢ C <46 go L) 277 157 220 21 %

1.3. Microfiltration de Chlorella vulgaris sur membrane PES 0,05 pm

Une étude similaire a été réalisée sur la membdanmicrofiltration en PES a 0,05
pum. La Figure 68 permet de nouveau d’établir deslitions adéquates a la concentration de
la suspension d€hlorella vulgaris Les flux limites sont Iégerement plus élevés poette
membrane, mais la différence avec les flux de lanbrane d’UF ne peut étre jugée
significative puisque la concentration en celluisit plus faible. Toutefois, des allures
similaires sont observées pour les vitesses deeD,5 m.§ dont les performances sont
proches, et un flux limite plus élevé & 2 ™.€ontrairement & la membrane en PAN, & cette
vitesse de 2 m’s le flux limite est atteint dés 0,2 bar. Cela impgour les mémes raisons

évoquées préceédemment de travailler au maximurh B0,
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Figure 68 : Microfiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris de concentration constante (0,12 gMS.L'l,
recyclage total) ; évolution du flux de perméat en fonction de la PTM pour diverses vitesses de circulation

180

dans le module tangentiel Rayflow

Conditions opératoires :
L Module tangentiel Rayflow
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140 F e qroemmme s Ci=0,12 gysL? 1
Vitesse interne =2 m.s!
3 B — drmmmmme e ¥=32000s* .
o 3 ! T=25°C +/- 2°C |
€ 100 |- tmaso oo B PTM = 0,1 bar I
o | i
i
= B e 0 e [P st 1
-
60 | L b oo mmmememmmaed
B0 b NN b
: : FC max =700
20 [ e — PN [84 g\,s.L]
1 10 FC 100 1000
Figure 69 : Microfiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris ; évolution du flux de perméat en fonction

du logarithme du facteur de concentration dans le module tangentiel Rayflow
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En mode concentration (Figure 69), la décroissamgeflux devient rapidement
linéaire avec le logarithme du facteur de concéiomma Toutefois les flux obtenus a
concentration en biomasse équivalente sont plbtefadans ce cas présent (a titre d’exemple
& FC 10 sur la Figure 67, la concentration en leslest de I'ordre de 3,2:gL™ pour un flux
voisin de 80 L.H.m? alors que sur la Figure 69, & FC = 10 soit uneeomation de I'ordre
de 1,2 gs.L?, le flux est d’ores et déja plus faible & 70 L.m?). Cela traduit une moins
bonne adéquation de la microfiltration a ce typeséparation. Pour autant, la valeur de la
concentration maximale qui pourrait étre atteimesgtrapolant a flux nul demeure du méme
ordre de grandeur que celle obtenue avec la memiftahl avec 84 gs.L ™.

Concernant la nettoyabilité de la membrane, Isslt@ts sont relativement variables.
Lors des essais de détermination des conditionsatykes de fonctionnement, I'application
de paliers de pression supérieurs au palier ceatigiconduit a des pertes de permeéabilite,
apres nettoyage chimique a la soude, comprises 26tet 60 %. Ces pertes étaient d’autant
plus importantes que la vitesse d'écoulement, ttrd’essai, était faible. Toutefois, apres
'essai de concentration, il s’avere que la pernié@lde la membrane a pu étre retrouvée
aprés nettoyage chimique. Cela peut s’expliquer Ipachoix des conditions opératoires
(concentration a la pression critique pour unesgietangentielle donnée) et de la faible
augmentation de la concentration (de 0,12 a 1,@8Ld), limitant ainsi ce colmatage. Ce
résultat peut étre encourageant car le module dignemen générant un colmatage encore
moindre par rapport a la filtration tangentiellacifiterait le nettoyage de la membrane.

Toutefois cela mérite d’étre confirmé a plus hauttecentration cellulaire.

1.4. Conclusions sur la récolte de Chlorella vulgaris par filtration tangentielle

Pour les deux types de membrane, la vitesse delatian a été fixée a 2 mtgtaux
de cisaillement identique & 32 000)set des flux critiques d’environ 110 [*hm? et
90 L.h*.m™ ont respectivement été obtenus & 0,1 bar pourtabrane PES et 0,3 bar pour la
membrane PAN. Dans tous les cas, la rétentioneledas était totale.

Les essais de concentration sur les deux maténmaembranaires montrent une
décroissance linéaire du flux avec le logarithmdadiieur de concentration. Compte tenu de
la valeur initiale de la concentration en cellubeEroalgales, les concentrations maximales
atteignables estimées sont similaires dans les dasxet valent respectivement 84 et 96
gus.L™! pour la membrane en PES et celle en PAN. Cestaésaonfirment les informations
obtenues dans I'étude bibliographique pour ladiitm tangentielle mono-étagée. lls sont

prometteurs, puisque méme sans un contréle pousfiéxdde perméation (rétro-lavage par
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exemple), ces concentrations sont de I'ordre dedgar de celles requises pour des post-

traitements en voie humide (60 & 16&.4.™).

2. Récolte de Chlorella vulgaris par filtration dynamique

En filtration tangentielle, le taux de cisaillemeli¢ au débit d’alimentation, se doit
d’étre limité pour éviter de subir des pertes darghs trop importantes. A linverse, la
filtration dynamique conduit a des valeurs de talx cisaillement plus importantes
(classiquement de I'ordre de*16" pour la filtration tangentielle et jusqu’a 5°1€" pour la
filtration dynamique), et ce indépendamment du wéflimentation. Il en résulte plusieurs
avantages :

(1) la limitation des dommages créés par les pomgtesyannes aux cellules
biologiques [Jaoueet al. 1999; Vandanjoet al. 1999] ;

(2) la réduction du phénoméne de colmatage et/aalentissement de son apparition.

2.1.Impact de ’hydrodynamique sur la culture
Etant donné la sensibilit¢ des cellules microakyaku cisaillement, et que
Frappartet al. (2011) ont signalé que I'hydrodynamique interrengile module de filtration
dynamique utilisé dans ce travail, pouvait entnatmefractionnement ou une modification de
forme des cellules microalgales, il n'est pas ieutie vérifier I'intégrité de petites cellules
sphériques et réputées robustes, aprés passagte dasteme de filtration dynamique. Cette
évaluation a été réalisée par comptage cellulaidwgage des sucres au cours du temps pour

des vitesses de rotation variables et des geomékeielisque différentes.

Tableau 22 : Vitesses et taux de cisaillement moyens et maximaux dans le module dynamique a disque
rotatif pour différentes configurations d'essais (vitesse de rotation; géométrie du disque ; cf. Chapitre 2 §

3.1.3.)
Disque N (tr.min'l) Vimoyenne ijspension ymoy (s'l) Vimaximale -srspension ymax (s'l)
(m.s?) (m.s?)
Lisse 200 0,4 780 0,7 1400
Lisse 1000 2,1 14100 3.2 25450
Ailettes 6 mm 300 14 6240 2 11260
Ailettes 6 mm 500 2,3 15650 3.4 28244

Les vitesses et taux de cisaillement moyens etmmaxx subis par la suspension sont
résumés dans le Tableau 22 et sont choisis poterrdans I'ordre de grandeur de ceux

rencontrés sur le module tangentiel Rayflow afinfatgliter la comparaison. De plus, d’'un
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point de vu énergétique, pour ces mémes gamme#taisas et de géométries de disques,
Brou et al. (2002) ont montré que, sur des suspensions deekeviEenergie spécifique de ce
type de module était inférieure & 5 kWHR.m

La culture cellulaire a été alimentée a faible tépisans pression pour limiter ou
supprimer les effets liés a la pompe péristaltigu@ la vanne de contre-pression. Dans les
différentes conditions testées, aucun impact Saatif n'a été observé sur le nombre de
cellules (Figure 70 et Figure 71). En effet, le @@brement effectué sur hématimétre de
Malassez demeure globalement stable au cours Hearés de fonctionnement du module et
ne met pas en évidence la présence de fragmehtiairek.

2,5 ooy
: Conditions opératoires
Module DR - Disque lisse

~ y S O S S SRS SRS S S Ci=0,22gysL?
2
X
: |
PEE £ $ ;
% = % % % §§ NO tr/min
g 1 % % % % % [ 200 tr/min
g % % % % \§ 81000 tr/min
£ = = = =\
E = - =M =
205 = = B LIE

= = = =\

= = = =

= = . =

5 = = B =
0 1 2 3 4 5 6
Temps (heure)

Figure 70 : Evolution au cours du temps du nombre de cellules de Chlorella vulgaris, pour différentes vitesses
de rotation ; module de filtration dynamique a disque rotatif (DR) équipé d’un disque lisse
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3 - ' ' Conditions opératoires
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o
(4}
1
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Figure 71 : Evolution du nombre de cellules de Chlorella vulgaris avec la vitesse de rotation au cours du
temps ; module de filtration dynamique a disque rotatif équipé d’un disque a ailettes

Des exopolysaccharides peuvent également étre ipsoglu cas de stress cellulaire
[Morineau-Thomaset al. 2002]. Un suivi des sucres par dosage colorimégride Dubois a
donc également été réalisé. Afin de s’affranchidadgariabilité de la concentration initiale
liée a I'age de la culture, I'évolution de la pratlan de sucres a été visualisée a I'aide du
ratio de la concentration mesurée a un instanfatcncentration initiale, C(t)gFigure 72
et Figure 73). Comme pour le comptage cellulaireegpour tous les cas (vitesse de rotation
et type de disque), le rapport entre C@§)t3cille autour de 1 sans montrer une tendance
particuliere d’augmentation ou de diminution dedacentration en sucres.

Ces résultats montrent que, dans les conditiondetgsle module dynamique n’induit
pas de fragmentation ni de stress particulier essipktites cellules microalgales @klorella
vulgaris De ce fait, aucun fragment ou métabolite lib&ndgesa la fragmentation ne sera
généré et par conséquent ne participera pas a enoissement du colmatage dans les

opérations de filtration.
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Figure 72 : Evolution de la concentration normalisée en sucres avec la vitesse de rotation au cours du temps ;
modaule de filtration dynamique a disque rotatif équipé d’un disque lisse

L
N
]

Conditions opératoires
Module DR - Disque ailettes
Ci= 0,29 gms.L-;

[y
~

[ [

» 1

Concentration normalisée ensucres C(t)/C,
o
(e}
1

0,8 -
A 300 tr/min
0,7 - .
@ 500 tr/min
0,6 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Temps (heure)

Figure 73 : Evolution de la concentration normalisée en sucres avec la vitesse de rotation au cours du temps ;
module de filtration dynamique a disque rotatif équipé d’un disque a ailettes.
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2.2.Récolte par ultrafiltration sur PAN 40 kDa

dynamique, un essai de concentration a été régdisgé les mémes conditions opératoires que
pour la filtration tangentielle (8 1.2). Il conviethe préciser que le suivi du flux de perméat en
fonction de la PTM pour diverses vitesses (et @daixisaillement) n'a pas été réalisée ici. Les
résultats obtenus lors de la concentration dedpension d€hlorella vulgarissont montrés
sur la Figure 74. Il est observé lors de la comagion de la suspension qu’une chute linéaire
du flux de perméation s’amorce avec le logarithmdatteur de concentration, ce qui n'est
pas sans rappeler les résultats obtenus sur le len&ayflow (Figure 67) malgré que les
concentrations soient ici plus faibles (elles soomprises entre 0,2 & J,gL™ contre 3 &

46 gys.L™? sur le module Rayflow). L'extrapolation & flux nuhontre qu'il serait

théoriquement possible d’atteindre ici jusqu’a aotéur de concentration proche de 1000,

Afin de comparer directement les performances efittations tangentielle et

soit 200 gis.L ™.

1
: Conditions opératoires :
140 PAN 40 kDa ,J:
Ci=0,2 gus.L? ‘
Vitesse rotation = 535 tr.min!
120 ¥ =32000s"
Disque a ailettes 6 mm
100 T=25 C+/— O,SC
PTM = 0,29 bar
80 _____________________________________ T ————— T ————— 4
B0 - B
~
~
~
SN
QO - e I
~
~
H ~
' ~
20 oo freemmera s FCmax =1000? -~ i
o il ' ~
1 10 100 1000

FC

Figure 74 : Ultrafiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris; Evolution du flux de perméat en fonction du

également noter qu’a concentration en biomassdidgen les flux sont plus élevés avec le
module dynamique. A titre d’exemple pour 3@ (FC = 100 sur la Figure 67 ; FC = 150

logarithme du facteur de concentration dans le module dynamique a disque rotatif

En comparant les flux obtenus sur la Figure 67eeixae I'essai ci-dessus, on peut
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sur la Figure 74 ci-dessous), le flux de perméderab pour le module tangentiel est de

22 L.ht.m?, alors qu'il avoisinerait, pour le module dynamég85 L.h".m™.

De plus, les analyses effectuées sur le rétentaitremd que les sucres totaux
(exopolysaccharides) ont été totalement retenusapaeembrane, puisque leur concentration
a augmenté proportionnellement avec le facteurodeantration (Figure 75), et que le dosage
réalisé sur le perméat a abouti a une concentratidie. Ces résultats sont également
encourageants pour envisager un recyclage direpeduéat pour des économies d’eau et de
nutriments. Toutefois, des analyses complémentavesia présence éventuelle de petites

molécules potentiellement inhibitrices resteroetfactuer.

35 -

= = N N w
o (%)} o (%)} o
i i 1 L L

Concentration en sucres totaux{mg.L)
(9]

FC

Figure 75 : Ultrafiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris; Evolution de la concentration en sucres
totaux en fonction du facteur de concentration dans le module dynamique a disque rotatif

Par ailleurs, afin de montrer I'importance de ltation du disque sur la filtration, la
concentration a été stoppée en recyclant le perepattir de FC = 5. Durant 20 minutes, le
flux s'est maintenu & 100 L}m. Puis, la rotation du disque a été arrétée. Tapslement
le flux a chuté & 20 L-hm™. Le retour de la rotation a la vitesse initialerpet en quelques
minutes de retrouver pres de 90% du flux initiabg(ife 76). Ce type de résultat sur divers
types de solutions ou suspensions avaient déjabservées [Akounet al. 2004; Mellalet al.
2006] et montrent le bénéfice que peut apportéyme d’hydrodynamique.
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Figure 76 : Ultrafiltration d'une suspension de Chlorella vulgaris; Influence de la rotation du disque sur les
flux de perméat

2.3. Conclusions sur l'ultrafiltration de Chlorella vulgaris par filtration

dynamique

Les essais menés dans des conditions opératoaetqdes a celles utilisées lors des
essais en UF tangentielle montrent que la filtratidynamique permet, a niveau de
concentration équivalent, d’obtenir des flux derdiion plus élevés et d’espérer pouvoir
atteindre une concentration finale en biomasséoddré de 200 gs.L™, soit des valeurs deux
fois plus élevées gu’en filtration tangentielle.cCpeut étre attribué a la fois a la limitation
des effets liés aux pompes (dégradation des cg)jufriisqu’en permettant des débits de
pompe plus faibles, le stress cellulaire engendré ges équipements sera moindre, mais
également a I’hydrodynamique turbulente a I'intéridu module, alors que, dans le module

tangentiel, le régime était laminaire malgré des t@de cisaillement identiques.

Toutefois, des essais a plus haute concentratibmlaiee devront étre menés, tout
d’abord pour valider les flux obtenus et affines leoncentrations maximales atteintes. En
effet, & des niveaux de concentrations plus éledés, changements de comportement

rhéologique interviendront et modifieront le contpanent de la suspension au cours de sa
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filtration [Wilemanet al.2012; Zhangpt al. 2013]. PoutChlorella vulgaris un comportement

non-Newtonien est observé au-dela de G9Lg" [Wilemanet al. 2012 ; Souliégt al. 2013].

Il conviendra également d’effectuer des essaisé@hélle pilote afin d’estimer les

consommations énergeétiques spécifiques de la eépailtfiltration dynamique.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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L’objectif de ce travail était de contribuer a [&wuation de la faisabilité technique de
deux méthodes de récolte de microalgues pour wnehead'eau douc€&hlorella vulgaris la
floculation naturelle et la filtration membranaicdynamique. Les performances ont été
investiguées sur la base de criteres relatifs aodyits obtenus telles que l'efficacité de
récupération de cette biomasse, la concentratiobi@nasse de la fraction floculée ou la
consommation en ions.

Dans un premier temps, la floculation naturelleduite par la précipitation de
composés de phosphates de calcium ou de magnésignde la remontée lente du pH
résultant de la photosynthese et du stripage dy, @Cété évaluée. Une estimation des
concentrations minimales en ions magnésium ou walcrequises pour floculer les
microalgues a tout d’abord été effectuée par dmiaintané de soude (floculation chimique)
jusqu'a un pH de 11,8, sur des milieux modeles (smoosée et sérum physiologique) puis
réels (milieu Sueoka et milieu BBM ayant respectieat NH," et NQ; comme source
d’azote pour les microalgues). La floculation pemontée naturelle du pH a ensuite été testée
pour ces deux milieux réels.

On a constaté tout d’abord que I'effet du miliew s conditions de floculation par
ajout de soude était important, les concentratimmsmales en ion magnésium et en ion
calcium nécessaires a la floculation variant sééomilieu considéré (eau osmosée, sérum
physiologique ou milieux réels). Les valeurs troes/@our les milieux réels sont globalement
en accord avec celles reportées dans la littérature

La floculation naturelle par remontée naturelle mid n'a été possible que sous
certaines conditions. La principale consiste eprisence des ions nitrates comme source
d'azote dans le milieu de culture (milieu BBM), ea permettre des élévations de pH
suffisantes pour entrainer la précipitation desmosgs inorganiques capables de floculer les
microalgues. Les milieux dont la source d’azoteaggiortée par les ions ammonium (milieu
Sueoka) semblent en revanche devoir étre exclusilRaurs, les valeurs minimales pour une
floculation a la soude dans le milieu BBM étantéyigures aux concentrations présentes dans
les milieux de culture initiaux ((Gqo = 6,8 mg.L* ; [Mg*]o = 13,4 mg.[}), on s’attendait &
ce que le milieu doive étre dopé en ions calciunmagnésium pour permettre la floculation
naturelle deChlorella vulgaris Cependant, il a fallu doper le milieu bien auadéés valeurs
trouvées par ajout de soude (f3a = 34 mg.[* et [Mg?'],s = 45 mg.L*,) pour induire la
floculation naturelle, & des valeurs fQa = 120 mg.L* et [Mcf ], = 1000 mg.Y).
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Les concentrations requises en floculation nateirethnt bien au-dessus de celles
estimées par floculation a la soude, qui s'avemcdwe pas étre forcément un bon modéle de
la floculation naturelle comme cela est supposéppasieurs auteurs.

Il a par ailleurs été constaté que la qualité adléldculation naturelle induite par le
magneésium était supérieure a celle obtenue avecdegposés de phosphates de calcium
puisque, malgré des efficacités similaires, lesceatrations en biomasse dans la fraction
floculée sont respectivement de 3&4 ™" pour le magnésium et de 1" pour le
calcium. Toutefois, en termes de process, le tenduessaire pour atteindre la floculation
induite par le magnésium est beaucoup plus éle¥én€lires contre 1 — 2 heures pour la
précipitation des composés de phosphates de cglcium

L’ensemble de ces résultats suggerent que la #toanl naturelle ne peut étre
envisagée que pour les souches d'eau de mer dontilieux de culture vont contenir des
concentrations en calcium et en magnésium au-deksisninima requis, ou bien pour des
souches d’eau douces mais en dopant le milieu ldge€@n magnésium ou en calcium.

Les perspectives de cette partie du travail somst $eivantes. Tout d’abord, il
conviendrait d’identifier les causes des écartsangnts constatés entre les concentrations
minimales en magnésium (facteur supérieur a 2@jagis une moindre mesure en calcium
(facteur 3,5) pour la floculation a la soude etflaculation naturelle : ces écarts sont-ils
imputables a la présence de matiere organique é&erélurant la montée en pH, a une
différence entre les cinétiques de précipitatiors demposés minéraux, ou encore a une
adaptation des microalgues ?

Ensuite, il conviendrait de tester la floculatinaturelle sur des souches carencées : le
stress des cellules a-t-il un impact sur la produt# de Chlorella vulgariset donc sur la
vitesse de montée en pHC@tte limitation interdit-elle la floculation natelie ou pas ?

Enfin, il conviendrait d’établir un ensemble plumplet des indicateurs de
performance qui vont conditionner la faisabilitécth@ico-économique du procédé, en
particulier I'impact de la floculation sur lintégié de la biomasse et la qualité du
surnageant, la reproductibilité du procédé dans desditions de culture plus ou moins

contrdlées, la consommation en ions et la dépensmétique...

Dans les cas ou la récolte par floculation (nakeirel chimique) ne pourraient étre
mise en ceuvre pour diverses raisons, en particyance qu’elle conduirait a des
concentrations en biomasse trop faibles, la régqteséparation membranaire peut s’avérer

une bonne alternative. Une opération de filtratignamique a disque rotatif a été comparée a
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la filtration tangentielle classique sur la bass flex de perméation, des concentrations en
biomasse atteignables et de la nettoyabilité deabremes, dans le cadre d’essais comparatifs
réalisés dans des conditions similaires (maténaudphile en particulier).

Les essais de filtration tangentielle classique @it menés dans un module plan
Rayflow, sur deux matériaux membranaires organiqédsS MF 0,05 um ; PAN UF 40
kDa). Dans tous les cas, la rétention cellulaigtéatotale. En mode concentration, les flux
décroissent linéairement avec le logarithme duefactie concentration sur la gamme de flux
étudiés (80 & 20 Lhm? ce qui a permis par extrapolation a flux nul dresr la
concentration théorique finale pouvant étre atéeinfes essais, effectués sans gestion
particuliere du colmatage, ont montré que la filra tangentielle ne permettait pas de
concentrer les microalgues au-dela de §@.lg". L'utilisation d’'un matériau membranaire
tres hydrophile (comme cela est le cas avec le RA&tE confirmée comme étant la meilleure
solution. Ainsi en associant ce matériau a uneigesiptimale des flux par rétrolavage
régulier, on peut espérer raisonnablement que pe d¢ filtration permette d’obtenir une
biomasse humide comprise entre 50 et 88lg" avec des performances honorables (flux de
perméation élevés et colmatage limité pour facileenettoyage des membranes).

Les essais préliminaires réalisés en filtrationadgigue ont montré que l'impact de la
rotation du disque sur des cellules de petitedesaitelles queChlorella vulgaris était
négligeable, comme l'ont indiqué les tests de caggpt cellulaire et le suivi des
exopolysaccharides (EPS) excrétés.

Les essais comparatifs réalisés ont montré qu’etlenconcentration, I'écart entre les
flux obtenus en filtrations dynamique et tangetgied’accentuait au fur et a mesure de
I'accroissement du facteur de concentration (désga9L™?, les flux de perméation en
filtration dynamique sont, au minimum, supeérieues5®%). Par ailleurs, des concentrations
nettement supérieures semblent pouvoir étre atteiph filtration dynamique, comme en
témoigne I'estimation effectuée par extrapolatidiua nul basée sur la décroissance linéaire
du flux de perméation, avec des concentrations mabeis estimées & environ 20@sd.™" en
filtration dynamique contre 90,g.L™ en filtration tangentielle). Compte tenu que les
conditions de cisaillement a la membrane ont étéiteraues identiques dans les deux modes
de filtration, cet avantage de la filtration dyngome peut probablement étre attribué a la
réduction du débit de pompage permettant de linhitestress cellulaire source de génération
d’EPS, reconnus comme étant les principaux compasdsiatants et a son régime
d’écoulement turbulent. Ces résultats doivent foigeétre confirmés par des essais a haute

concentration.
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Ainsi, les niveaux de concentration atteints pa tkeux types de filtration sont
encourageants car ils peuvent étre similaires & gaa I'on peut rencontrer en centrifugation,
pour une consommation énergétique probablementdrmicomme cela est admis dans la
littérature. La filtration dynamique, en permettaless flux et des concentrations finales plus
importants tout en limitant le colt de pompage,t f@re, dans certains cas, une technologie
crédible pour maitriser le colmatage inhérentgulgpension biologique traitée.

Ses performances & plus haute concentration (>\&0Ld) restent & déterminer pour
positionner au mieux cette technologie notammentaand’insertion dans des processus a
double étage de concentration pour I'obtention dertasse de concentrations supérieures a
100 gys L

Enfin, on peut envisager de coupler les deux op@ratétudiées dans ce travail, en

concentrant les flocs par micro ou ultrafiltration.
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1. Annexe 1: Composition des différentes milieux de culture recensés pour

Chlorella vulgaris

Composés Composition des milieux de culture deChlorella vulgarisen mg.L*
P Kuhl Beneck* BG11 Bristol* BBM* N8 M8 WC** | Sueoka| AMGM
NaNG; 1500 250 750 1000 3000 85

KNO3 10111 200
1099

NH;HCO;
NH,CI 725
(NH,), HPQ, 164
NaH,PO, 621
Na,HPO, 89 260 260
KH,PO, 200 175,55 175 740 740 100 72,5
K,HPO, 40 74,89 75 11,4
MgSQ,, 7H,0 246,5 200 75 75 75 50 400 37
MgCl,
CaCb.2H,0 14,7 100 36 25
FeCk (1%) 2 goutes
FeSQ.7H,0 6,95 130
NaCl 25 25
NaHCQ 12,6 840
Na,COs
Citric Acid-H,O
Ferric
Ammonium
Citrate
NaEDTA.2H,0 1
Na,Si0:.9H,0 21,2
Fe EDTA 10 10
Solution
micronutriment, 1

mL/L
pH 7-75

140 187

25 13 13 36, 25 50

* Pour un milieu d’Agar a 1,5%: ajouter 15 g d'agans milieu de culture, ne pas mélanger

**Ajout 1ml de vitamine solution : thiamine HCI @fng.I", biotine 0,5mg.L* et test

buffer 115 mg.[*

Composition solution mére micronutriment (mg.L™%)

composés
Kuhl BG11 N8 M8 WC Sueoka HAMGM
H3sBO; 61 61 1000 11400 11400
MnSQ,.H,O 169 169
ZnSQ, .7H,0 287 287 3200 3200 22 22000 22000
CuSQ .5 HO 2,5 2,5 1830 1830 10 1570 1570
(NH4)6M0;,0,4.4H,0 12,5 12,5 1100 1100
Al2(S0,)3.18H0 3580 3580
MnCl2.4H0 12980 12980 180 5060 5060
N&EDTA.2H,0 4360 50000 50000
FeSQ.7H,0 4990 4990
CoChb.6H,0O 10 1610 1610
NaMo00O,.2H,0 6
KOH 16000 16000
FeCk.6H,0 3150
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2. Annexe 2 : Protocole de production de la solution de Hutner

1) Composition de la solution de Hutner (en g/L)

NaEDTA 50 g/L
ZnSQ, 7 HO 22 g/L
HsBO; 11,4 g/L
MnCl,, 4 H,O 506 g/L
CoCbh, 6 HO 1,61 g/L
CusQ, 5 HO 157 gL
FeSQ, 7 H,O 499 g/L
(NH;)sM07024, 4 HO 11 g/L
KOH ~16 g/L

2) Préparation
a) Dissoudre dans un bécher de 250 ml, 50 g dEDRA dans 200 ml d’eau distillée. Mettre

ce bécher sur une plaque chauffante pour facléitdissolution.

b) Dans un second bécher de 250 ml, prépareramgd0 ml de KOH a 20 % (40 g dans les

200 ml). Laisser agiterAftention la dissolution est hautement exothermique

C) - Dans un creuset de grand volume, mettréede ldu réseau avec un peu de NaCl. Y
introduire une bouteille de 1 L contenant envir@0 Bl d’eau distillée et un barreau aimanté.
- Faire chauffer le contenu de la bouteille darsain-marie du creuset.

- Introduire dans 'ordre (verre de montre + ptés d’eau) et sous agitation:

— ZnSQ, 7 HO (22g/L)
— H3BO3 (12,4 g/L)
— MnCl,, 4 H,O (5,06 g/L)
— CoCl, 6 H,O (1,61 g/L)
— CuSQ, 5 H,O (1,57 g/L)
— FeSQ, 7 HO (4,99 g/L)
— (NH4)eM0;024, 4 H,O (L,1g/)

- Laisser chauffer le contenu jusqu’a 95-100°¢ «Isolution » est orange et semble
contenir un précipité abondant)

- Une fois la température atteinte, ajouter 188 &l de NaBEDTA. La solution devient
verte avec un aspect bien plus translucide. Sisséire, attendre que la température remonte a 95-
100°C.

- Une fois que tout est dissous, couper le clgeffet laisser refroidir le bain-marie.

Attendre que le contenu de la bouteille de refesidijusqu’a environ 70°C (mais pas en dessous).
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- Si nécessaire (niveau déja important compta tenajouts d’eau pour les sels puis
des 200ml de EDTA), transvaser le contenu de ladit®ide 1 L vers une bouteille de 2 L. Ajuster
correctemente pH entre 6,5 et 6,8 avec la solution de KOHalaidlement préparée (si pas assez de

solution de KOH, ajouter directement quelques peliee KOH attention de ne pas dépasser le saut

de pH)

- Si nécessaire, ajuster le volume a 1 L avdeda déminéralisée.

d) La solution doit étre laissée a l'air libre gant une a deux semaines jusqu’a ce que la
couleur vire au violet (a noter que dés les presrigstants un précipité se forme dans la solutish).
apres une semaine, la solution n’a pas encore, \laéeettre sous bullage d’air |éger a I'aide d’'une

pipette plastique reliée au réseau d’air comprimé)

e) Filtrer alors la solution avec un filtre pliss&/hatman, et stocker la solution a 4°C. Elle est

dorénavant utilisable pendant quelques mais.
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RESUME et MOTS CLES

La récolte de microalgues contribue pour une pamtmeégligeable au co(t total du procédé d’'explioitatidentifier et caractérise
des procédés peu énergivores pour remplacer tatateiwu partiellement le procédé de référence quastentrifugation
représente un enjeu majeur. Ce travail s'intérést floculation naturelle et aux procédés membrasall a montré que |
floculation naturelle permettait, par précipitatida composés de phosphates de calcium ou de magnésis de la remonté
naturelle du pH, de préconcentrer les cellulesijiisG0 gss.L ™. Ce processus, relativement long, doit étre nséiten adaptant |
composition ionique des milieux de culture (nitra@mme source d’azote, concentrations en iors, G0, Mg>). Cette
solution ne semble envisageable que pour les ssuni@oalgales marines dont les milieux sont rickleses composés. Vu ¢
concentrations modérées atteintes, cette floculgieut étre considérée comme une technique demmréctration qui nécessite
une étape supplémentaire de concentration. Leiti@vmalement investigué les procédés membranaiogmétagés sans gesti
des flux de perméation (rétrolavage, augmentaties tdux de cisaillement...), qui ont permis de (pmégentrer les cellule
microalgales jusqu'a 100yg.L™ avec des flux de perméation faibles (<30'Lohi?). L’emploi de la filtration dynamique, qu
limite le colmatage, a autorisé I'obtention de fhlex filtration plus élevés (40<J<80 [*.m?). La baisse modérée de ces flux
cours de la concentration des cellules permet el’éptimiste quant a la capacité de ce type deatiitin d’atteindre de
concentrations élevées en une seule étape.

Mots clés : Biocarburant, Récolte, Microalgue§hlorella vulgaris Floculation naturelle, Filtration tangentiellejlti@tion
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Harvesting step in a global operating microalgaecess whose contribute substantially to whole p®a®st. Identifying an

characterizing low-energy processes to fully otiply replace centrifugation, the reference methegiresents a major challenge.
In this context, the present work investigatespghtential of natural flocculation and membrane peses. So, it has been shown

that the natural rise in the culture pH associatéti photosynthesis allowed cells flocculation lne tprecipitation of calciu

phosphate or magnesium compounds. Thus, the aailsl be preconcentrated up to 3@sd4.™>. This process is rather long a
must be controlled by adjusting the ionic compositof the culture media (nitrate as the nitrogemrse; concentrations in €a
PO, Mg®"). Natural flocculation seems feasible only for marmicroalgal strains for which culture media e in salts, but

not for freshwater strains. As natural flocculatiproduces a low concentrated harvest, it shouldcdmesidered as a pre

concentration technique which will probably requare extra step of concentration for most of apfitices. One stage membra
processes without fouling control (backwashing,aemding shear-rate...) was also investigated. Migad cells were concentrate
up to 100 gs.L™ but with low permeation flux (< 30 L’am®). Enhanced dynamic filtration that limits stronghembrane fouling
allowed to obtain higher filtration fluxes (40 <<J80 L.H".m?). The moderate flux fall with cells concentratimnpromising
regarding the ability of this kind of filtration t@ach high cell concentrations in a single step.

Keywords : Biofuel, Harvesting, Microalga& hlorella vulgaris Natural Flocculation, Cross-flow filtration, Dyméc filtration
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