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Présentation du laboratoire GEPEA GEPEA

UMR CNRS 6144

GEPEA : GEnie des Procédés Environnement — Agroalimentaire (190 personnes)

Campus de Saint Nazaire

4 axes de recherche:
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Pourquoi les microalgues ? GEPEA

UMR CNRS 6144

Intéréts des microalgues .
Lumiere

* Production de métabolites originaux

* Alternative viable pour la biosynthese

* Pas de compétitions sur les surfaces fourrageres

* Croissance plus rapide que les plantes Molécules

d’intéréts

Biomasse
Agro-alimentaire Cosmétique
Pharmaceutique Environnement
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Verrous du scale-up des cultures de microalgues GEPEA

UMR CNRS 6144

Au laboratoire, recherche:

- Des conditions optimales de croissance

- Etude de la lumiere

- Etude de l’adaptabilité de la souche aux
conditions de cultures

A Algosolis, etude de robustesse en extérieur




Présentation du laboratoire GEPEA
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GEPEA

UMR CNRS 6144

O . aLGofoLis

GEPEE’?‘ MICROALGAE R&D FACILITY

Agro-alimenta

3 types de services :

- Sélection et optimisation de souches
- Portefeuille de souches industrielles
- Screening de nouvelles souches
- Optimisation de souches par forgage physiologique contro6lé

- Développement et optimisation de procédés
- Culture, récolte et bioraffinage
- Procédés de récolte et d’extraction de molécules d’intérét
- Bio-remédiation d’effluents / recyclage de milieux de culture

Production

- Production et caractérisation de biomasse brute (seche ou humide)
- Production de biomasse raffinée (ingrédients, substances actives,
huiles et sucres pour la nutrition et la cosmétique, chimie verte, bio-

kérosene, bio-diesel...)
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Objectifs et problématiques GEPEA

UMR CNRS 6144

Parametres

. Photolimitation Modélisation
limitants
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Parametres limitants GEPEA

UMR CNRS 6144

A - Méthodologie d’analyse de ces milieux de culture : macros éléments

Calcul des besoins en C,H,0,N,S,P de la souche de Spiruline :

C 4,44E92 mol L1

N 8,37E03 mol L1

Cé.013 Ho 501 O2.264 N1,132 So,0266 Po,0200 S 1,97E% mol L1
p 1,54E%4 mol L

Arthrospira platensis (Cornet et al.,, 1998).

Pour atteindre 1 g L -! de biomasse

Appliquer ces concentrations au milieu de conservation
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Parametres limitants GEPEA

UMR CNRS 6144

B - Méthodologie d’analyse de ces milieux de culture : micros éléments

Recherches bibliographiques :

- Milieux de production/milieux conservation
- Utilité des microéléments pour la cellule

Réaliser un milieu sur mesure
9
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Parametres limitants GEPEA

UMR CNRS 6144

B - Méthodologie d’analyse de ces milieux de culture : micros éléments

10

Appréciation visuelle, mesure de DO750 et Fv/Fm




Parametres limitants
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GEPEA

UMR CNRS 6144

C — Méthodologie d’analyse de I'impact de la lumiere : Réponse biologique

Appréciation visuelle, mesure de
DO0750 et Fv/Fm

20 4

T

10 A

w

(=]

r 0,4

- 0,35

=== Productivité mUDO/j

==—Fv/Fm
- 03

L 0,25

032

Productivité (mUDO/j)

A 10000 20000

-10 4 3

-15 -

30000

40000 50000

Flux lumineux (umol/mz/s)

Fv/Fm

60000 70000 80000
- 0,15

- o1

+ - 0,05

Qope= 10 pmol.m2.s7t

11




Parameétres limitants
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GEPEA

UMR CNRS 6144

D - Cisaillement: théorie

Chaetoceros muelleri Freshwater Algae Culture Haslea ostrearia FR CNRS 3473 I[UML, Mer-

Collection of the Institute of Hydrobiology Molécules-Santé (MMS)

Etude de 'impact des contraintes de
cisaillements sur Haslea ostrearia

o . ] t ti h
Cisaillement du milieu (fluide): angi‘t e
cisaillement
T= I_]_ * Y T = F / S X

y |
Y=Vmax /H

Gradient
de vitesse

Skeletonema costatum Data base of marine
diatom in Japan costal waters

Plan mobile (Vmax)

12

(Nathan, 2001; Taberlet, ENS lyon, 2011) Ecoulement d’un fluide en régime laminaire
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Parametres limitants GEPEA

UMR CNRS 6144

D - Cisaillement résultats

Utilisation du rhéometre (y = 30000 s 1)

Outil de mesure de viscosité en cellule de couette Haslea ostrearia : Cell viability at day/night cycle
300 -
250 - M Night
X
£ 200 - 1 Day
5
'8 150 -
ot
;: 100 - I B B B I Mz I I I
_ S
Entrefer (e) : 100um 50 -
L O T T T | |
Application constant d’'un taux de cisaillement ANV NIMHOOARDROD I DDV WD
&&&&&&&&&&&\,&'\/&N&'\/
Heures
e Enjour: la cellule n’est pas impactée par les cisaillements
¢ En nuit: taux de division cellulaire 1,5/jour donc pas impacté par les cisaillements
13

‘ La souche n’est pas sensible aux cisaillements
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Atteindre la photolimitation GEPEA

UMR CNRS 6144

Phase de Phase de Phase Phase de

T latence croissance aaﬁc(i;)naire mclilrtfl?m

. . . Bomasse (1) (2) cellulaire

’ 2 @
Qu’est ce que la photolimitation * s Fraction volumique éclairée
el B ﬁ B V(G e
A

R

Tempsde culture

|

Fonctionnement batch

Porphyridium cruentum Photoinhibition Régime Cinétique Photolimitation

(v>1) (y=1) (v<1)

‘ Voir la lumiére comme un substrat

Lumiere est le réactif limitant = photolimitation 14




Atteindre la photolimitation

O

GEPEA

UMR CNRS 6144

Déterminer les parametres opératoires pour une croissance optimale : Carbone

Interaction

Température optimale

. Quantité de carbone inorganique i

pH optimal
CO
100% CO:(g) - o— 7_2(3)
- 9% T+ SN g
& 80% co ©Jmcos N, coR
% 70% £ 2 (aq) -4 A ’
.g 60% E v :‘ ‘1"
% 50% £ Piﬂ)tosynthése ,‘
3 —'T———-b-
S o £ . "
g 30% Jg  Regpiration Y
g 20% + ’ \
= 10% jg ’l' N ” N
0% WW‘MJ.HLH'JHJM}P“.MJ

0

Représentation des fractions molaires dissous du carbone minéral dans

1

2 3 4 5 & 7 8 9
pH ()

10 11 12 13 14

l'eau en fonction du pH (Kaplan et al, 1986)

dissout

Température Solubilité (Kg. m?3)

10
15
20
25

2,37
2,01
1,72
1,50

Evolution de la solubilité en fonction de la température, PCO2=380ppm
(donées Visual Minteq). (LE GOUIC, 2013)

Détermination des pH et températures de fonctionnement avant le CID 15




O

Atteindre la photolimitation GEPEA

UMR CNRS 6144

Déterminer les parametres opératoire de croissance optimales

pH optimal Température optimale

T T T L]

-~
T

o
T

=== Hinshelwood

Productivité surfacique (kg, m %s™")

Biomass productivity (gm™= d™")
(=] f-%

Y - = Ratwosky
"= =" Alexandrov
4 i
5 1'0 1'5 E) 215 30
0 Température (*C)

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
PH

Prédiction de la productivité surfacique de Chlorella
vulgaris en fonction de la température de culture
(PFD=130umol. m-2. s-1)(Soulies 2014)

Evolution de la biomasse et des lipides totaux en
fonction du pH de culture (Jin et al, 2016)

‘ Obtention des températures et pH optimaux de croissance 16
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Atteindre la photolimitation GEPEA

UMR CNRS 6144

Utilisation des bancs de criblage EOSS (Efficient overproducing screening system-PBR) :

Fluorescent white light

\ Fresh medium inlet
\ o Gas vent
A i P

Culture overflow

s sl - tonesons Premiére mise en continu des souches :
P ’ =

- Screening de milieu de culture

- Screening de CID (a pH et T fixes)

- Pression de sélection de la souche
(fonction du temps de résidence)

V=30 mL

d Air/CO, inlet/
|55~ culture drain

‘ Adaptation de la souche a la production

Détermination des conditions optimales 17
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Modélisation GEPEA

UMR CNRS 6144

Réacteur torique : Outil fiable pour la modélisation de culture de microalgues

Pompe de milieu Pompe de
de culture récolte

\ 4

Groupe régulation :

- 0,

Maitrise des conditions pour - pH

- T

- Lumiere (intensité et spectre)

une étude monoparametre

18

PhD : (Métabolique Chlamydomonas) Maltzolff, (Spectre Chlorella vulgaris) Souliés, (Métabolique Spiruline) Cogne, (Oxygéne dissout) Kazbar, (Production de H,
par Chlamydomonas) Le Masson, (Production d’EPS Arthrospira platensis) Philippe, (Carbon Inorganique dissout) Le Gouic, ...
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Modélisation : Biomasse GEPEA

UMR CNRS 6144

Takache et al., Biotechnology Progress, 2012.

Light transmission y> 1 Full light absorption y< 1 )
(Case C) (Case A)
Luminostat regime
yE 1 (¥10%)
(Case B))
3 < e
Maximal biomass
productivity Px .,
- -~ 'oo - ?‘_OA - - -
A Sgessaontats e 40.02
At [E : :
Biomass ; : Biorqa_ss
: i 3 productivity Px
concentration Cx i 3 g %: e}
(kg.m3) i . . il =
3 = v
1} a c
Optimal biomass FRER: {
concentration met o+t e - H” :
% 20 20 %0 80 100
Residence time 1, (hours)
Optimal range of
residence time j
hy
Y= 1:a simple but relevant formula
to optimize productivity
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Modélisation : Biomasse GEPEA

UMR CNRS 6144

Takache et al., Biotechnology Progress, 2012

—_— I |
I i | I————————_——_—I I Stable! I
|
| | yo | 1 r=<1 | | |
I ] L I I |
I U Lumihostat gime | | |
| : 3"' J | | § |
' ! I |
I i '
I 3 T . I B |
I Maximal bidmass | 1
productivity Px ... | |
| e R R e R Lo E L L e L A A EERRE ﬁgﬁg‘
I r {204 e g e 0.02 1 |
1 o 1 I I
i 2 b I I
| i I ; I : |
[ e - s Biomass = Absorption totale
I Transmission de | Biomass ! [ productivity E I
L concentration Cx I 1
| lumiére I (kg.m?) : I 1 (gmadayy = |
I | : ! 1 o1 ) {l.e.y=1) I
I % I I | |
B 1 i
: (i.e.y>1) I : I I | Culture stable, I
I ' 8| I | pigmentation normale |
| chﬂ“ggmfﬁf de | Optimal bfomﬂss 1 [iiiiiiiniinb I
1 pigmentation, concentration Cx,g, H I
| biofilms, dérive | - I .#/
(instabilité) | — l
L ——————— — n H “ “ “ 1&
Residence time 1, (hours
. p ( ) Chlorella v., PFD = 250umoles/m?.s
Optimal range of
residence time

Détermination des conditions optimales : Biomasse

20
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Modélisation : Etude poussée de la lumiere GEPEA

UMR CNRS 6144

Méthodologie d’analyse de I'impact de la lumiere : Adimensionnalisation de la lumiére

. Diffuse
Direct g " i .
@ radiation R Le comportement de la lumiére au sein de la culture est fonction :

e Normal to surface

La géométrie du systéeme de culture
La géométrie du panneau de lumiére
La composition pigmentaire

Vitesse spécifique d’absorption de photons®)
q.a

A =G Ea = W (umol, ,.kgt.s)

Irradiance locale G (umol,,.m=2.s?) Coefficient d’absorption massique Ea ® (m2.kg?)
500

modeéle a deux flux @ :

N
o
o
\
\
\

Gcol(z) _ 2 1+ a')e_‘swl(z_’*) -(1- ar)escol(Z—L)
q,/ " cos6 (1 + a)2ebcotl — (1 — a)2e~bcoll

pt

-

Coefficient massique
d'absorption, Ea (m2.kg?)

200 | A”
L ’Af
r JPAs y = 4 794,60x + 50,75
100 + A R2=0,99
0 —_— e e
0% 2% 4% 6% 8%
Teneur en pigments, w,, (%) 21

‘ ./ (z) parameétre de scale-up pour la lumiére
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Scale UP: GEPEA

UMR CNRS 6144

10mL

Obijectif, diminuer les colts de production :

- Grands volumes
- Lumiére solaire
- Optimiser la thermorégulation

Connaitre I'impact de ces changements sur la productivité

22
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GEPEA

UMR CNRS 6144

Etude de la robustesse en conditions solaires (Chlorella vulgaris)

Daily light intensity

Surface productivity at 23°C

900 1,E-03 0123
800 _ Px=f(t)
— 700 <
~ (o]
< 600 &
A Lumi¢ = E,
umiere S 500 2
€ 400 s
o) 300 ® é
[N -4 L
e 200
100
0 5,E‘04 r T T T 1
0 5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
Time (h) Time (h)
Temperature cycles Surface productivity comparison for different temperature cycles
15.5-34°C 1,E-03
3 @ 20-26°C
o 00058 = S . .
= 30 ©20-30°C Seceel, < 4
= . ° e NE - e ° ° ° .
AT ) 525 @ 20-32°C '.........' ED } . . °
emperature g ° = 504 4 ° °
o o
E 20 LI Px=f(t) 15.5-34 °C
® Px=f(t) 20-30°C
15
® Px=f(t) 20-32°C
10 T T T T T 1 0,E+00 T T T 1
0 5 10 _. 15 20 25 5 10 15 20 25
Time (h)
Time (h)

Anticiper les comportements cellulaires en conditions solaires

23
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Bilan temporel GEPEA

UMR CNRS 6144

Bibliographie ScaleUP

Etude Mo
parametres

limitants

3 ans

Création d’un nouveau photobioréacteur de criblage : EOSS 2

Gazflow inlets  Fresh medium inlet Event  Sample point Temperature sensor
!

Permet la modélisation :
Milieu de culture
Température (fixe ou cycles) - 6 Mois
Flux de lumiere (fixe ou cycles)
Taux de dilution

24
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