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scientifique.

Quand un monde
invisible se manifeste
anous

Les microalgues sont des
organismes végétaux micro-
scopiques présents sur Terre
depuis plus de 3,5 milliards
d'années. Elles sont en per-
manence tout autour de
nous. Lorsque les conditions
deviennent favorables (pré-
sence d’'une forte humidité
et de lumiére), elles proli-
ferent et se rendent visibles
par leurs couleurs comme il
est possible de le voir sur les
branches d’unarbre (Figure 1)
ou dans les flaques d’eau lors
d'une journée ensoleillée sui-
vant de fortes pluies d’orage
(Figure 2). Ces derniéres al-
gues qui ont la texture et la

couleur du sang sont appelées
Haematoccocus pluvialis. C'est
un caroténoide, l'astaxan-
thine, qui est responsable de
cette coloration. Ces micro-
algues sont en réalité des
algues vertes unicellulaires
dotées de flagelles pour le
déplacement ; comme elles
supportent mal les exces de
lumiére, quand l'eau s’éva-
pore, pour protéger leur chlo-
rophylle qui est fragile, les
algues se fabriquent un filtre
solaire qui est ce pigment
rouge, et c’est ainsi qu'elles
passent du vert au rouge.

1.1. Un jardin médicinal
de microalgues

Il existe dans la nature en-
viron 30 000 especes de
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Prolifération de microalgues sur
les branches d'un conifere.

Prolifération d’Haematococcus pluvialis dans une flaque d’eau (a gauche). Lastaxanthine est le pigment qui lui
donne sa couleur rouge sang.

microalgues et de cyanobac-
téries'. Plus de 500 espéces
sont clonées et conser-
vées dans une collection de
7 000 cultures situées dans
les locaux de la société
Thallia Pharmaceuticals? a
Tarbes. Les cultures sont
conservées dans des tubes
( ) ou dans des
flacons gélosés | ),
et sont repiquées réguliére-
ment et soigneusement dans
de bonnes conditions micro-
biologiques afin de garder
leur pureté. C'est un véritable
jardin botanique puisque les
algues et les cyanobactéries

1. Les cyanobactéries sont des
bactéries procaryotes (sans orga-
nite intracellulaire] capables de
photosynthese.

2. www.thallia.fr

sont des microvégétaux. On
peut aller puiser dans ce nou-
vel herbier microscopique
pour y desceller parmi les
molécules actives produites
celles pouvant conduire a de
nouveaux médicaments.

1.2. Exemples de

microalgues productrices
de substances chimiques
d’intérét pharmaceutique

1.2.1. Haematococcus pluvialis

Nous avons vu que la couleur
rouge de 'Haematococcus plu-
vialis est due a un pigment
caroténoide appelé l'astaxan-
thine ( ). ILjoue le réle
de filtre solaire et protége
la chlorophylle photosen-
sible de l'algue unicellulaire
( ) lorsque celle-ci



A. Tubes de conservation de cultures de microalgues. B. Flacons gélosés pour la conservation de cultures
de microalgues.
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Figure 4

Les caroténoides des microalgues.

est fortement exposée au
Soleil, notamment lorsque
l'eau s'évapore et que les
rayons lumineux sont peu fil-
trés (Figure 5B). La Figure 6
montre le schéma de la cellule
d'Haematococcus pluvialis.

1.2.2. Chlamydomonas

A la base des flagelles
des cellules ovoides de
Chlamydomonas (Figure 7) se
trouve un petit ceil rouge : le
stigma. Ilest composé d'un ca-
roténoide appelé rhodopsine
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Chimie et enjeux énergétiques

A. Haematococcus pluvialis
ayant peu produit d'astaxanthine,

VU au microscope optique.

B. Haematococcus pluvialis ayant
produit beaucoup d‘astaxanthine,

VU au microscope optique.

Schéma d'une cellule
d’Haematococcus pluvialis.

Mitochondrie
(respiration)

Noyau
génétique

Flagelles (mobilité)

Vacuole pulsatile

Stigma « eye spot »

Chloroplaste
(photosynthése)

(voiraussila Figure 4), le méme
quitapisse larétine de notre ceil
(le rétinol) en formant la plaque
photoréceptrice nous permet-
tant d’enregistrer les images.

1.2.3. Porphyridium cruentum

Porphyridium cruentum est
une algue rouge unicellu-

laire (ou rhodophycée) de
20 micrometres de diamétre
(Figure &). Son nom (du latin
cruentum = couvert de sang] lui
vient de sa présence dans les
plaies sanguinolentes des sta-
tuettes de Christ des églises
bretonnes. L'algue provient de
l'eau de mer que les marins



A. Porphyridium cruentum vu au microscope
optique et structure de la molécule zéaxanthine.
B. Schéma d’une cellule de Porphyridium

Chlamydomonas et son stigma de rhodopsine
rouge.

B Mitochondrie

Membrane

Polysaccharide
exonucléaire

Vacuole lipidique

Amidon
fluoridéen

Phycobilisomes  phycoarythrine
Phycocyanine
Allophycocyanine

embrane de thylacoide

cruentum.

apportent avec eux, puis elle
proliféere lorsque les vitraux
orientent la lumiere vers les
statues.

Elle produit un autre caro-
ténoide de couleur orange :
la zéaxanthine (voir aussi
la Figure 4). Ce composé,
avec la lutéine, existe dans
la rétine et permet la vision
en couleur mais il est dé-
gradé avec le temps. Cela

se traduit par des dégéné-
rescences maculaires® de la
rétine et par une perte pro-
gressive de la vision pou-
vant aller jusqu’a la cécité.
La zéaxanthine représente
donc un composé chimique

3. Dégénérescence maculaire : dé-
térioration liée a l'age de la ma-
cula, zone de la rétine située au
fond de U'ceil d’ou provient l'acuité
visuelle.
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Schéma d'une cellule de
Botryococcus braunii.

d'intérét pharmaceutique
puisqu'une alimentation en-
richie en celui-ci permettrait
sans doute de ralentir l"évo-
lution de cette dégénéres-
cence maculaire liée a l'age
(DMLA). Nous verrons plus
loin un procédé mis au point
pour produire du concentré
de zéaxanthine a 'échelle
industrielle ( ).

1.2.4. Botryococcus braunii

( )

Cette algue est la seule qui
produise de vrais hydrocar-
bures a longues chaines et
doubles liaisons. Ces hydro-
carbures diénes pourraient
étre utilisés dans la fabrica-
tion de nouveaux plastiques.
Pourtant, les recherches ne
privilégient actuellement pas
la production de cette mi-
croalgue.

Mitochondrie
Respiration
Nuit

Noyau génétique

CH,~(CH,),~CH=CH~(CH,),~CH=CH, (n = 15,17, 19)

C90 H156 06
Sporopollenin

by
Chloroplaste
Photosynthése

Polysaccharide
Fixation

Exploitation
de la culture
des microalgues

2.1. Procédé bio solaire de
préparation de la zéaxanthine

Il est possible de produire
a U'échelle industrielle un
concentré de zéaxanthine a
partird'un procédé qui permet
de cultiver et d'optimiser la
croissance de Porphyridium
curentum, en reproduisant ar-
tificiellement ce qui se passe
dans la nature. Le coeur du
procédé est un capteur so-
laire tubulaire, le photoréac-
teur, qui permet de capter le
maximum de lumiére dont ont
besoin les algues pour réali-
ser la photosynthese, c’est-a-
dire transformer le dioxyde de
carbone CO, en matiére orga-
nique (la biomasse] et libérer
de Uoxygéne | ).

Dans ces 550 metres de
tubes de plexiglas circulent
2 500 litres de culture ou se
développent 25 kilogrammes
de microalgues ; c’'est-a-dire
que, dans chaque millilitre de
cette soupe rouge, se trou-
vent 10 millions de micro-
algues. L'espéce de mousse
blanchatre que l'on voit a la
surface des tubes ( ]
est due a 'émission par la
microalgue d'une substance
visqueuse qui est rejetée dans
le milieu de culture et qui
s’émulsionne avec l'oxygéne
dégagé lors de la photosyn-
these. Tous les composés de
la photosynthese sont donc
visibles sur cette ,
sauf le dioxyde de carbone
qui est injecté dans le milieu
de culture dans lequel il est
dissous.

L'originalité de ce réacteur
est le principe de la culture



A. Le photoréacteur tubulaire dans lequel circule la solution de culture de Porphyridium cruentum.
B. Le phénomeéne de photosynthése visible a la surface du tube.

en continu, c'est-a-dire que
l'on ajoute en permanence
une certaine quantité de so-
lution d’engrais liquide, tandis
qu’on soutire en permanence
la méme quantité de culture,
le réglage du débit permettant
ainsi de controler les temps
de séjour des microalgues
dans le réacteur de culture
dont dépendra l'age moyen
des cellules.

Le photoréacteur tubulaire
estintégré dans un ensemble
automatisé d'appareils consti-
tuant une boucle fermée que
Porphyridium met 35 minutes
a parcourir. Il est relié a une
colonne « air lift* » qui injecte
l'air permettant de pulser le
liquide tout au long des tubes
du photoréacteur et égale-
ment le dioxyde de carbone
indispensable a la photosyn-
these. Sur la , on
voit a la périphérie la cuve
d'alimentation en milieu miné-
ral, solution d’engrais stérile

4. Une colonne air lift est un sys-
teme d’injection d'air comprimé
dans une colonne verticale pour
entrainer le liquide qui s’y trouve.

qui est ajoutée en continu a la
culture de Porphyridium cruen-
tum, alors qu'on soutire dans
le méme temps une quantité
équivalente de culture qui
est stockée dans une cuve
de récolte avant de subir une
centrifugation tubulaire per-
mettant de séparer la pate de
microalgues et d’en extraire la
boue rouge, qui est le produit
final. La zéaxanthine est récu-
pérée sous forme de poudre
rouge ou sous forme de pas-
tilles comprimées aprés des-
siccation de la boue rouge.

Les parameétres tels que le
pH, la température, le débit
de CO, et la qualité des sels
minéraux composant l'engrais
des microalgues sont régulés
en permanence dans le but
de contréler la pureté micro-
biologique de la culture et le
temps de séjour.

Ce procédé préfigure ce que
U'industrie pharmaceutique
pourrait obtenir a partir
des microalgues et donne
l'exemple de ce que pourrait
étre l'exploitation des quelque
30 000 espéces qui ont été
dénombrées.



2.2. Autres exemples
d’exploitations
de microalgues

Actuellement, la plupart des
cultures de microalgues sont
encore réalisées en discon-
tinu. Le procédé en continu
précédent présente l'intérét
de pouvoir maitriser 'age et
finalement la biochimie de la
cellule car les cellules jeunes
ne fabriquent pas les mémes
produits que les cellules agées.

Par ailleurs, il existe d'autres
modes d’exploitation que celle
basée sur la photosynthése.
Cependant, l'avantage de
la photosynthése est que la
biomasse ainsi produite est
riche en antioxydants, car les
microalgues unicellulaires
sont constamment balayées
par le courant d'oxygene et
secretent ainsi de grandes
quantités de radicaux libres®
( ). Les antioxydants
sont des molécules trés re-
cherchées comme la vita-
mine C, la vitamine D, les
tocophérols (vitamine EJ, Uer-
gostérol, le glutathion peroxy-
dase, ou encore la superoxyde
dismutase (SOD), qui aupara-
vant ne pouvait étre extraite
que du sang humain ou du
sang de beoeuf ; les problémes
liés au VIH ou a la maladie de
la vache folle ont conduit les
chercheurs a valoriser celle
d'origine végétale, produite
par Porphyridium cruentum.

Cependant, les cultures par
photosynthese ont pour in-

5. Un antioxydant est une molécule
qui empéche ou diminue l'oxydation
d'autres molécules, en particulier
celle provoquée par les radicaux
libres, ces composés produits lors
des réactions d’oxydo-réductions
ayant lieu dans les cellules [(ex :
0,7, HO*, NO"...].

convénient les faibles concen-
trations en biomasse qui ne
peuvent pas dépasser 3 g/L,
et utilisent donc des quan-
tités d’eau considérables. Il
a été récemment découvert
(prix de Ulnnovation Pierre
Potier, obtenu par la société
Fermentalg® en 2012) que les
microalgues étaient capables
de fonctionner dans l'obscu-
rité totale, en hétérotrophie
(sans CO,), c’est-a-dire de
produire de la matiere or-
ganique a partir de carbone
organique uniquement issu
de la biosynthese végétale.
Dans ce cas, on peut travailler
avec des concentrations cel-
lulaires de 100 g/L ; mais
l'inconvénient est que les
systemes hétérotrophiques
consomment de l'oxygene et
produisent du dioxyde de car-
bone. Il faut donc envisager de
les coupler avec un systeme
phototrophique (par photosyn-
thése) et de recycler les gaz.

Entre ces deux alternatives, la
photosynthése ou l'hétérotro-
phie, on peut aussi utiliser des
solutions intermédiaires que
l'on appelle la mixotrophie’,
qui consiste par exemple a
rajouter du sucre dans un
photoréacteur, ce qui permet
d’augmenter la concentration
de la biomasse jusqu'a 30 g/L.
L'autre solution est de rajouter
de la lumiére dans un réac-
teur obscur, ce qui permet de
monter a des concentrations
cellulaires assez fortes.

6.Voir : R. Messal (2012). La chimie
innovante récompensée. Les lau-
réats des prix Pierre Potier et
ChemStart'Up. LAct. Chim., 369 :
45-46.

7. Mixotrophie : capacité a utiliser
plusieurs sources de carbone par
phototrophie (& partir de Uénergie
lumineuse) et hétérotrophie.
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Mais dans tous les cas, le
probléme majeur est de ré-
duire la consommation d’eau.
Pour cela, nous avons dé-
veloppé avec le professeur
Daniel Thomas, de l'uni-
versité de Compiégne, une
technique qui consiste a im-
mobiliser les microalgues
sur un support spongieux en
polyuréthane. Si l'on prive
les microalgues d’azote a
basse température, elles
se développent a Uintérieur
des alvéoles et colonisent
l"éponge. Cette technique
peut étre appliquée quand
le produit chimique fabriqué
par la microalgue est exocel-
lulaire, c’est-a-dire produit
a Uextérieur de la cellule ;
il est alors facilement ré-
cupérable. C'est le cas avec
la microalgue Porphyridium
cruentum, qui, utilisée dans
ces conditions quand on la
prive d'azote, produit un po-
lysaccharide sulfaté exocel-
lulaire tres utilisé dans des

domaines aussi variés que
la cosmétologie ou la récu-
pération assistée du pétrole.

Un autre exemple intéressant
de microalgue cultivable et
pouvant étre utilisée en im-
mobilisation est Botryococcus
braunii : c’est la seule algue
microscopique qui produit
de vrais hydrocarbures a
longues chaines avec deux
doubles liaisons. Ces hydro-
carbures dienes seraient
extrémement intéressants
comme matiére premiére de
base d'une nouvelle plasto-
chimie.

2.3. L'héliosynthése :
base d’une nouvelle chimie
renouvelable

La photosynthése est basée
sur le captage de l'éner-
gie solaire, c’est pourquoi
elle peut étre appelée hélio
synthése (du dieu grec
Hélios, personnification du

Détoxification des radicaux libres
dans le thylacoide (membrane
des chloroplastes).
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6,14 CO, + 3,65 H,0 + NH,

o,

48 photons

C6,14 H10,3 02,24|N + 6,850,

Biomasse cellulaire

0,

I

< seconde

Photosynthése ————p Croissance ————p Division
4—— =xheure /

= jour

Anti-oxydants

Métabolisme

Polysaccharides

Voie lévulinique

Tétrapyrroles

Fermés En chaines

Chlorophylles  Phycocyanines

Phycoerythrines

Voie mévalonique

C
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v
C90H13608
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10
—— Monoterpénes
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[ Alcénes et acides gras |

Acétate
Ac. palmitic
Ac. oleic Acides gras
polyinsaturés
(EPA-AA-DHA)

n-alcadiénes
n-alcatriénes

Photosynthése ou héliosynthese
végétale.

Soleil) ( ]. C'est une
réaction rapide, de vitesse
inférieure a la seconde, qui a
lieu dans le chloroplaste de
la cellule. Avec 48 photons,
la cellule produit sept mo-
lécules de biomasse et émet
de U'oxygéne. Grace a cette
biomasse, la cellule grandit
et grossit : ce phénomeéne du
«grandissement cellulaire »
est de l'ordre de l'heure.
C'est-a-dire qu'en dix a douze
heures, en partant d’'une pe-
tite algue, on en fabrique une
plus grosse. Le phénomeéne
de division cellulaire a lieu la
nuit, une fois que le grandis-
sement cellulaire est achevé
et que la cellule a atteint sa
taille définitive.

Lorsque le procédé de culture
de microalgues n'est pas
continu et bien maitrisé, ily a
alors un mélange d'accrois-
sement cellulaire, lié au gran-
dissement cellulaire, et de

division cellulaire, qui conduit
au taux de dilution®.

De plus, nous avons vu que
les microalgues pouvaient
tout aussi bien étre des or-
ganismes photosynthétiques,
hétérotropes ou mixotropes.
Tous ces parameétres et pro-
cessus biologiques sont a
maitriser si l'on veut maitri-
ser la culture des microal-
gues. Pour cela, le procédé
de culture en continu est le
mieux adapté.

La montre que les
produits issus des micro-
algues résultent de trois prin-
cipaux métabolismes.

2.3.1. La voie lévulinique

Lavoie lévulinique conduita la
production de tétra pyrroles.
La chlorophylle, le capteur

8. Le taux de dilution est le rapport
du débit d'entrée dans le réacteur
sur le volume de celui-ci.



solaire de la cellule, est un
tétra pyrrole fermé. Les
autres tétra pyrroles restent
ouverts et sont en chaines.
Cette famille de molécules
conduit aux structures pro-
téiques suivantes : les phyco-
cyanines (tétra pyrroles
bleus] et les phycoérythrines
(tétra pyrroles rouges). Ces
structures protéiques sont
extrémement utiles, particu-
lierement en cosmétologie.
Les Japonaises utilisent par
exemple les phycocyanines
pour le maquillage des pau-
piéres, et les phycoérythrines
pour celui des joues. D'autres
utilisations sont possibles.

Ces tétra pyrroles sont des
pieges optiques tres efficaces.
Lachlorophylle estverte, cela
s’explique par le fait qu'elle
absorbe les rayonnements
rouges et bleus. A Uinverse,
la phycoérythrine est rouge et
la phycocyanine est bleue, ce
qui signifie qu'elles absorbent
toutes les couleurs autres que
respectivement le rouge et le
bleu. Lorsque les algues se
trouvent a des profondeurs
océaniques que la lumiere
rouge n'atteint pas, la chloro-
phylle ne peut pas absorber
le rayonnement. Mais la phy-
coérythrine peut capturer ces
photons verts, ce qui provoque
une fluorescence de la molé-
cule permettant le renvoi de
photons a la phycocyanine, qui
fluoresce a son tour et renvoie
a la chlorophylle des photons
dans lagamme des longueurs
d'ondes du rouge. Cela per-
met le bon fonctionnement du
systéeme.

2.3.2. La voie mévalonique

A partir du CO,, la cellule est
capable de produire un cer-
tain nombre de polymeres :

des isoprenes’, des monoter-
penes, des sesquiterpénes,
des diterpenes, des triter-
pénes et des caroténoides.
Ces molécules ont un sque-
lette stérol que U'on retrouve
dans le monde animal (cho-
lestérol, hormones stéroi-
diennes...). Au bout de cette
voie métabolique, on trouve
un polymere a 30 atomes de
carbone. Il s’agit d'une struc-
ture tri-lamellaire qui entoure
Botryococcus braunii (l'algue
a hydrocarbures] dont on a
retrouvé des traces dans des
empreintes fossiles datant de
plus d'un milliard d'années.
Il serait donc envisageable
d'utiliser ce polymére pour
enrober de facon efficace les
déchets nucléaires.

2.3.3. La voie des alcenes
et des acides gras

Cedernier grand courant mé-
tabolique est celui qui conduit
a la production de lipides in-
saturés comme les oméga-3
que l'on retrouve certaines
margarines achetées dans le
commerce. Le DHA (acide do-
cosahexaénoique), qui permet
nos connexions neuronales,
estun oméga-3 extrémement
important qui peut nous étre
fourni par les microalgues
via la chaine alimentaire.
Seules les microalgues le
synthétisent, c’est pourquoi
nos grands-meres nous fai-
saient boire de l'huile de foie
de morue : la morue mange
des microcrustacés, qui eux-
mémes avaient mangé des
microalgues.

9. Au sujet des terpénes, voir
La chimie et la nature, chapitre
de M. Rohmer, coordonné par
M.-T. Dinh-Audouin, D. Olivier et
P. Rigny, EDP Sciences, 2012.



L'avenir de la chimie des microalgues

Tous ces exemples montrent que les possibili-
tés offertes par la culture des microalgues vont
au-dela de la production de carburant dont on
parle beaucoup actuellement.

Dans les procédés de culture hétérotropes,
ou l'on monte a des concentrations cellulaires
assez fortes de l'ordre de 100-150 g/L, si l'on
prive les microalgues d’azote, elles se mettent
a accumuler des lipides jusqu'a 30 % de leur
poids. Cela permet donc de produire en continu
30 g/L d’huile de microalgue qui peut étre, apres
une réaction chimique d’acétylation, transfor-
mée pour les moteurs diesel. Cette application
semble cependant moins prometteuse que celle
d'une nouvelle chimie renouvelable.

Alors qu’environ 30 000 espéces de microalgues
sont connues, leur biodiversité est quasiment
inconnue et peu de personnes savent actuel-
lement correctement les exploiter. Seule une
trentaine d'especes faciles a cultiver sont
actuellement étudiées.

Les microalguesintéressantes pour de nouveaux
produits dorment encore dans la nature et sont
a découvrir'®.

10. Voir C. Gudin, Une histoire naturelle de la séduction, Seuil, 2007 ;
C. Gudin, Une histoire naturelle des microalgues, Odile Jacob, mai 2013 ;
C. Gudin, La Culture de linvisible, Ovadia, juin 2013 ; 0. Bernard, Le réve
porté par les microalgues, Ovadia, juin 2013.



