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Procédé d’extraction de composés hydrosolubles a partir de microalgues et/ou de

cyanobactéries

La présente invention se rapporte au domaine de la valorisation de la biomasse notamment de
la biomasse algale, plus précisément la présente invention a pour objet un procédé d’extraction
de composés hydrosolubles a partir de microalgues et/ou de cyanobactéries, ainsi que le produit
obtenu par ce procédé et ses applications notamment dans le domaine alimentaire ou comme

compléments alimentaires.

Afin de faire face a I’augmentation de la demande alimentaire mondiale, de nombreux
industriels s’orientent vers des ressources alternatives telles que les microalgues. Ces
microorganismes, d’une grande biodiversité, représentent une source de biomasse unique. Leur
production se différencie de celle des plantes maraichéres et céréaliéres, cultivées sur des terres
arables, par leur rendement surfacique tres élevé.

Cultivées depuis plus de 30 ans, les microalgues constituent un produit alimentaire a part entiére.
En nutrition humaine et animale, deux approches de valorisation existent : la premiére consiste
a viser une consommation de la microalgue entiére, la deuxiéme concerne I’extraction, la
transformation et le conditionnement de molécules bioactives issues de celles-ci. En France,
seules trois espéces de microalgues sont autorisées pour une consommation humaine sans
transformation et détiennent des propriétés nutritionnelles exceptionnelles : la spiruline ou
Arthrospira platensis, la microalgue verte Chlorella et la diatomée Odontella aurita. Ces
micro-organismes s'annoncent comme des éléments majeurs dans l'enjeu de l'alimentation
mondiale, grace a leur teneur unique en protéines et au faible impact environnemental de leur
production : faible consommation en eau et en énergie.

En particulier, la spiruline a ainsi attiré, ces derniéres années, 1’attention d’un grand nombre de
chercheurs et d’industriels. Elle est déja trés répandue sur le marché sous la forme séchée non
transformée, pour sa consommation en tant que complément alimentaire.

La spiruline contenant un grand nombre de composés d’intérét & forte valeur ajoutée, de
nombreux chercheurs et industriels se sont intéressés a ’extraction de composés d’intérét a
partir de cette cyanobactérie. La biomolécule usuellement extraite a partir de la spiruline est la
phycocyanine (PC), protéine pigmentaire bleue & activité antioxydante, représentant 20 % de

son poids sec (Vonshak, 1997). Cet intérét grandissant pour la phycocyanine s’explique
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notamment par son pouvoir colorant. Actuellement, les colorants alimentaires bleus utilisés en
France sont synthétiques : bleu patenté V et bleu brillant ; ils figurent souvent parmi les
ingrédients des bonbons et boissons... Le bleu patenté V serait a I’origine d’une amplification
de I’hyperactivité chez les enfants et pourrait constituer un potentiel allergéne, c’est pourquoi
il a récemment été interdit aux Etats Unis, Canada et Australie. De ce fait, une attention
particuliére a été portée sur ’usage de colorants naturels, et en particulier de la phycocyanine.
De nombreuses études portent ainsi sur I’extraction de cette protéine a partir de la spiruline. A
’échelle du laboratoire des procédés tels que la macération dans différents solvants, la lyse
enzymatique, les ultrasons, sont employés. Ainsi les €tudes bibliographiques détaillent
plusieurs protocoles d’extraction de la PC & partir de la spiruline : emploi des ultrasons (20 kHz,
200W) dans du tampon phosphate 0.1 M et pH 6.8 (Furuki et al, 2003), macération dans du
tampon phosphate durant 4h a température émbiante sous agitation continue (Chaiklahan et al,
2011), emploi de tampon Tris-HCl avec des lysozymes (Wenjun et al, 2013), macération a froid
dans de I’eau distillée durant 24h (Kamble ef al, 2013), macération dans du tampon sodium
acétate a 30 °C durant 24h (Silveira et al., 2007).

Afin de produire des extraits de PC en grande quantité, des procédés d’extraction a partir de
spiruline ont été mis au point ou adaptés a 1’échelle industrielle. On trouve ainsi des brevets
protégeant les procédés d’extraction. Par exemple, le brevet WO 2014045177 Al déposé en
2013 par Ecosystem protége un procédé d’extraction consistant a faire macérer la biomasse de
spiruline durant 15 jours dans du glycérol puis d’employer une filtration frontale afin de
récupérer le filtrat contenant la PC concentrée. Toutefois, ce procédé d’extraction par
macération présente deux inconvénients : la durée d’extraction et le faible rendement. D’autres
méthodes, dites d’« intensification », ont émergé ces derniéres années afin de pallier ce
probléme : ’usage ae microondes, ultrasons, fluides supercritiques (CO2), lyse enzymatique...
Les fluides supercritiques sont principalement employés pour extraire les composés
hydrophobes, liposolubles tels que les caroténoides, tocophérols, acides gras... (Supercritical
Carbon Dioxide and Microwave-Assisted Extraction of Functional Lipophilic Compounds
from Arthrospira platensis, Esquivel-Herndndez et al, 2016). Par ailleurs, plusieurs auteurs
rapportent ’emploi d’ultrasons pour I’extraction de microalgue, et notamment de spiruline
(Ultrasound assisted extraction of beta-carotene from Spirulina platensis, Dey and Rathod,
2013 _ Phyocyanin extraction from microalgae Spirulina platensis assisted by ultrasound
irradiation : effect of time and temperature, Hadiyanto et al., 2016). Ces techniques dites
d’« intensification » présentent 1’avantage d’étre plus rapides et efficaces en comparaison aux

méthodes conventionnelles telles que la macération. Cependant, les techniques d’extraction par
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ultrasons classiques ne permettent pas 1’obtention d’un extrait dont la composition en composés
hydrosolubles soit modulable selon la nature et la quantité¢ souhaitée pour chaque composé
hydrosoluble.

Les procédés cités précédemment visent 1’obtention d’extraits de spiruline « titrés » en
phycocyanine pour des applications de colorant alimentaire naturel ou bien de complément
alimentaire sous forme d’ampoules unitaires. Seuls quelques rares extraits de spiruline sont, &
ce jour, destinés a étre incorporés a des formulations alimentaires et servent uniquement 4 les
colorer.

Chez certaines autres microalgues telles que Chlorella, qui est constituée de cellulose et possede
une forte rigidité entrainant une résistance élevée de l'algue vis-a-vis des contraintes
mécaniques, ces procédés ne permettraient pas d’extraire efficacement les composés

hydrosolubles telles que la chlorophylle.

Les Demandeurs ont aujourd’hui mis au point un procédé qui permet de moduler les bulles de
cavitation générées par les ultrasons, a 1’origine de I’efficacité de 1’extraction, par d’autres
paramétres appliqués pendant le traitement des micro-algues aux ultrasons, tels que la pression,
la température, et le débit, permettant ainsi une intensification et une modulation du procédé
d’extraction de composés hydrosolubles, selon la nature et la quantit¢ des composés

hydrosolubles souhaités dans I’extrait.

Contrairement a ce qui existe déja sur le marché, le procédé selon I’invention permet de générer
de maniére optimisée, a I’échelle industrielle, a partir d’une biomasse de microalgues de départ,
d’une solution aqueuse et d’un procédé, différents extraits a haute valeur nutritionnelle, riches
en composés hydrosolubles, en particulier protéines, vitamines hydrosolubles, chlorophylle,
phycocyanine et minéraux, destiné a I’alimentation humaine lesdits extraits ayant des
compositions modulables en lesdits composés hydrosolubles. Selon les parametres de puissance
ultrasonore (Pus), Température, Pression et débit choisis au départ, il est ainsi possible de faire

varier la composition nutritionnelle de I’extrait mais également sa couleur.

Ainsi un premier objet de la présente invention concerne un procédé d’obtention de composés
hydrosolubles a partir de microalgues eucaryotes (microalgues) ou procaryotes
(cyanobactéries), caractérisé en ce que ledit procédé comprend au moins une étape d’extraction
desdits composés hydrosolubles par un traitement d’ultrasons avec application d’une puissance

ultrasonore (Pus) comprise entre 10 et 1000 W/L appliquée aux microalgues ou aux
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cyanobactéries en mélange avec une solutions aqueuse a laquelle est appliquée, de préférence
de maniére concomitante une pression (P) comprise entre 1 et 2 bars, une température (T)

comprise entre 5 et 70°C, et un débit (D) compris entre 1 et 1000 L/heure.

Par microalgues, on entend désigner selon la présente invention les microalgues eucaryotes, qui
sont caractérisée par une paroi cellulaire et un noyau, comprenant les chlorophytes, les
chrysophytes et les pyrrophytes, lesdits microalgues eucaryotes étant communément
dénommées « microalgues », et les microalgues procaryotes, qui ne posseédent pas de noyau et
de paroi cellulaire, comprenant les cyanophytes, ci-aprés dénommées spécifiquement

« cyanobactéries ».

De maniére préférée selon I’invention, les microalgues eucaryotes sont choisies parmi les

chlorophytes, de préférence parmi Chlorella, Nannocloropsis, Dunaliella et Euglena.

De maniéere préférée selon l’invention, les cyanobactéries sont choisies parmi la spiruline

(Arthrospira platensis ou Spirulina maxima) et I’AFA (Aphanizomenon Floes-aquae).

De maniére particuliérement préférée selon I’invention la microalgue selon 1’invention est la

spiruline

Par composés hydrosolubles, on entend désigner selon la présente invention des composés
solubles dans ’eau et contenus dans les microalgues et/ou les cyanobactéries, de préférence
choisi parmi les protéines et peptides, les vitamines hydrosolubles, de préférence les vitamines
du groupe B (en particulier Thiamine (B1), Riboflavine (B2), Niacine (B3), Acide
pantothénique (BS), pyridoxine (B6), Biotine (B8), Folate (B9), Cobalamine (B12)), les
minéraux, de préférence le sodium, le calcium, le potassium, le magnésium et le fer, la C-

phycocyanine (ou phycocyanine), et la chlorophylle.

De maniére particulierement préférée selon ’invention la microalgue selon I’invention est la

spiruline et le composé hydrosoluble est la C-phycocyanine.

Par traitement d’ultrasons avec application d’une puissance ultrasonore (Pus) on entend
désigner selon la présente invention un traitement physique mettant en ceuvre un réacteur a

ultrasons. De maniére préférée selon I’invention, la puissance ultrasonore est comprise entre 10
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et 1000 W/L de solution aqueuse mélangée aux microalgues ou aux cyanobactéries, de manicre
préférée entre 30 et 100 W/L , de maniere encore préférée entre 50 et 80 W/L. De maniére
préférée, I’énergie déployée par le réacteur a ultrasons varie entre 500 et 5000 J, le débit
d’alimentation du réacteur & ultrasons varie de 1 L/heure & 1000L/heure, de préférence 1L/heure,

et le traitement aux ultrasons est réalisé pendant une durée variant de 30 secondes a 90 minutes.

Par solution aqueuse on entend désigner selon la présente invention une solution aqueuse
compatible pour un usage alimentaire. De maniere préférée, on entend désigner une eau
tamponnée, de préférence du tampon phosphate a pH 7, le tampon utilisé étant le sodium
phosphate. En particulier, il est préférable que la solution aqueuse selon I’invention ne
comprennent pas de conservateurs chimiques, ou encore de solvants organiques d’origine
pétrochimique (méthanol, chloroform, hexane, ethanoi) qui présentent une toxicité qui les
rendraient incompatibles pour un usage alimentaire des composés hydrosolubles obtenus par le
procédé selon ’invention. Il n’est pas souhaitable non plus d’utiliser un solvant acide car
certains composés hydrosolubles comme la phycocyanine sont trés sensibles au pH et toute
variation important du pH, en dessous de pH5 et au-dessus-de pH 7,5 entraine sa précipitation.
Un solvant alcoolique n’est pas préféré car certains composés hydrosolubles comme la

phycocyanine perdent alors une grande partie de leurs propriétés anti-oxydantes.

De maniére préférée selon la présente invention, le rapport microalgues ou cyanobactéries

/solution aqueuse est compris entre 1/5°™ et 1/50%m°,

De maniére concomitante a ce traitement ultrasonore et & ce débit est appliqué une pression (P)
comprise entre 1 et 2 bars, et une température (T) comprise entre 5 et 70°C, de maniére préférée
entre 20 et 30°C. De maniére particulierement préférée, la température est maintenue constante

entre 20 et 30°C pendant toute la durée du procédé d’extraction des composés hydrosolubles .

De maniére préférée selon I’invention, le mélange microalgue/solution aqueuse est accueilli
dans un réservoir a double paroi. Ledit réservoir peut étre thermostaté grace a une circulation
d’eau et un thermostat permettant de régler la température souhaitée. Le mélange est ensuite
envoyé grice a une pompe et une vanne vers un réacteur a ultrasons comprenant une sonde
ultrasonore reliée & un générateur d’ultrasons. Ledit réacteur & ultrasons peut lui aussi étre
préférentiellement doté d’une double paroi permettant d’étre thermostaté grice a une

circulation d’eau et un thermostat permettant de régler la température souhaitée. La vanne
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permet d’imposer une résistance a la circulation du mélange et donc d’augmenter la pression
subit par le mélange. De préférence, un manomeétre permet de suivre, en amont du réacteur
ultrasonore la pression exercée sur le mélange, et de moduler I’ouverture de la vanne pour

appliquer la pression souhaitée sur le mélange.

Ainsi, de maniere préférée selon I’invention, la température (T) est contrélée grice a un
thermostat, de préférence via une circulation d’eau thermostatée dans la double paroi d’un
réacteur comprenant le mélange microalgue/solution aqueuse, et le mélange est maintenu a la
température souhaitée. Il est & noter que lors de 1’étape de traitement aux ultrasons, avec
éventuellement 'application'd’une pression supérieure & 1 bar, la température du mélange va
avoir tendance a augmenter, et que le thermostat peut avoir alors le roéle de maintenir une
température constante du mélange. Le contrdle de la température permet d’éviter une élévation
trop importante qui risquerait d’endommager les composés hydrosolubles sensibles a la chaleur,
dits thermolabiles. La Demanderesse a mis en évidence que lorsque la température excede les
40°C certaines molécules d’intérét comme la phycoyanine peuvent €tre masquées (par la
chlorophylle par exemple). Par ailleurs la température optimale & I’extraction composés
hydrosolubles d’intéréts se situe autour de 25°C. Ainsi avec une thermorégulation a 20°C,
couplée a I’effet chauffant des ultrasons, une température avoisinant les 25-30 °C (proche de la
température optimale d’extraction) est obtenue. Cependant, la modulation de la température
permet d’extraire différents types de composés : a faible température I’extraction de composés
thermolabiles est favorisée alors qu’a température élevée les composés sensibles a la chaleur
sont masqués mais d’autres molécules plus difficiles a extraire a froid se retrouvent en solution
comme la chlorophylle (de nature apolaire, soluble dans les solvants organiques en temps

normal).

De maniére préférée selon I’invention, la pression (P) est appliquée a I’aide d’une vanne sur le
systéme permettant d’alimenter le réacteur ou sera appliquée Pyus et permet d’imposer une
résistance 2 la circulation du mélange microalgue/solution aqueuse dans le systeme. Plus la
vanne est proche de la position fermée, plus ’écoulement est rendu difficile du fait du
rétrécissement de ’orifice, ce qui provoque un ralentissement de la circulation du mélange
microalgue/solution aqueuse dans le systéme ; or la pompe impose un débit constant ce qui

provoque une €lévation de la pression.
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Selon un aspect préféré de la présente invention, la puissance ultrasonore, la pression, la
température et le débit sont modulés pour faire varier les composés hydrosolubles extraits

desdites microalgues eucaryotes ou cyanobactéries.

Ainsi, en modulant Pus, T, P et/ou D, différents extraits peuvent étre produit & partir d’une
méme biomasse de microalgue ou de cyanobactérie de départ, avec une solution aqueuse

donnée.

Ainsi, de maniére préférée selon I’invention, plus la puissance ultrasonore, la pression et la
température délivrées au milieu sont importantes, plus 1’extrait sera riche en protéines et en
chlorophylle. Au contraire, moins la puissance ultrasonore et la température sont importantes,

moins I’extrait sera riche en composés hydrosolubles.

Ainsi par exemple on peut appliquer une puissance ultrasonore de 100 W/L avec une pression
de 2 bars a une température contrdlée de 20°C pendant 10 min sur un mélange de spiruline et
tampon phosphate 7 pour obtenir un extrait plus riche en chlorophylle , et donc de couleur verte
plus intense que par un procédé avec une puissance ultrasonore de 30 W/L avec une pression

de 1 bar a une température contrélée de 20°C pendant 10 min qui sera plus bleu.

De maniére préférée selon la présente invention, la durée de 1’étape de traitement ultrasonore
est comprise entre 1 4 90 minutes. La modulation de la durée permet de faire varier la
composition en composés hydrosolubles, et donc également la concentration. Ceci s’explique
par le fait que plus le mélange microalgue/solution aqueuse passe fréquemment dans le réacteur

a ultrasons, plus il va étre soumise aux ultrasons et libérer de composés hydrosolubles.

Selon un aspect préféré de la présente invention, la puissance ultrasonore, la pression, la
température et le débit sont modulés pour faire varier la couleur de I’extrait obtenu par ledit

procédé.

Ainsi, de maniére préférée selon I’invention, plus la puissance ultrasonore, la pression et la
température délivrées au milieu sont importantes, plus I’extrait sera riche en protéines et en

chlorophylle et donc de couleur verte intense. Au contraire, moins la puissance ultrasonore et
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la température sont importantes, moins I’extrait sera riche en composés hydrosoluble et plus la

couleur de I’extrait généré sera bleue (du fait de I’absence de chlorophylle).

Selon un aspect préféré de la présente invention, les étapes sont appliquées au mélange de
microalgues eucaryotes ou cyanobactéries et de solution aqueuse en continu, de préférence a

’aide d’une pompe assurant la circulation du mélange dans un circuit fermé ou ouvert.

Selon un aspect préféré de la présente invention, le procédé d’obtention de composé€s
hydrosolubles selon I’invention comprend en outre, une étape supplémentaire de séparation

solide-liquide, de préférence par centrifugation, de I’extrait obtenu lors de I’étape d’extraction.

Selon un aspect préféré de la présente invention, le procédé d’obtention de composés
hydrosolubles selon I’invention comprend en outre une étape supplémentaire de filtration de la

partie liquide obtenue par séparation de la partie solide (débris cellulaires) de I’extrait.

De maniére préférée selon la présente invention, la filtration est effectuée de maniére frontale,
avantageusement sur filtre alimentaire, par exemple en polyamide, notamment en nylon, avec

une finesse de 2 a 50 microns, de préférence inférieure a 25 microns.

Selon un deuxiéme aspect, I’invention concerne les produits tels qu’obtenus par le procédé
selon I’invention renfermant des composé€s hydrosolubles présents dans les microalgues ou

cyanobactéries.

Plus particuli¢rement, ledit pfocédé permet d’extraire des microalgues et cyanobactéries les
composés hydrosolubles, séparés de la fraction liposoluble de la microalgue ou de la
cyanobactérie. Préférentiellement, 1’extrait produit possedera des qualités organoleptiques ainsi

qu’une composition nutritionnelle optimale.

Selon un troisieme aspect, 1’invention concerne ’utilisation des produits tels qu’obtenus par le
procédé selon I’invention dans des compositions chimiques, alimentaires, cosmétiques ou

pharmaceutiques.

Compte tenu des avantages évoqués ci-dessus présentés par ces filtrats/extraits, leurs

applications dans le domaine alimentaire, médical ou cosmeétique, y compris comme
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compléments alimentaires, s'avérent particuliérement intéressantes. L'invention vise également
en tant que nouveaux produits les rétentats obtenus a l'issue de 1'étape de filtration. Ces rétentats
sont également utilisables dans le domaine alimentaire, médical ou cosmétique ou comme

compléments alimentaires.

On décrira maintenant, a titre d'exemple non limitatif, un mode de réalisation de l'invention en
référence aux dessins schématiques annexés dans lesquels la figure 1 est un schéma du
dispositif de montage de mano-thermo-sonication (MTS) pour la mise en oeuvre du procédé
selon I’invention, comprenant une sonde et un réacteur ultrasonore pour générer Pus, un
thermostat pour régler T, une vanne et un manomeétre pour régler P et une pompe pour régler
D. On décrira maintenant, a titre d'exemple non limitatif, le séquencement du procédé selon

I’invention

Ledit procédé se présente sous la forme d’un circuit fermé ou ouvert (selon le nombre de cycles
choisi) permettant le traitement d une solution de microalgues (5 % en MS) en continu.
Description des différents éléments du montage MTS :

1) Le réservoir permet d’accueillir le mélange microalgue et solution aqueuse a traiter. Il
s’agit d’un réservoir a double paroi pouvant €tre thermostaté grace a une circulation
d’eau.

2) Une pompe régule la circulation du mélange dans le systéme a débit constant.

3) La sonde ultrasonore est reliée a un générateur permettant de fixer la puissance
ultrasonore souhaitée. La sonde est immergée dans le liquide a traiter au 2/3 et émet une
fréquence fixe qui lui est propre (environ 20 kHz).

4) Le réacteur a ultrasons est doté d’une double paroi permettant de thermostater le
mélange via une circulation d’eau thermostatée. La sonde ultrasonore pénétre le réacteur
de maniére a délivrer des ondes ultrasonores dans le milieu.

5) La vanne permet d’imposer une résistance a la circulation du mélange et donc

d’augmenter la pression dans le systéme. Il est possible de suivre visuellement cette

variation de pression sur le manometre présent en amont du réacteur ultrasonore.

Une fois le mélange traité aux ultrasons dans le dispositif continu, une vidange du systéme est

effectuée afin d’amener le mélange dans un module de centrifugation permettant une séparation
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solide/liquide entre les résidus de biomasse solides et la fraction hydrosoluble. Une étape de

filtration permet d’obtenir un extrait clair et limpide.
Exemples :

Exemple 1 : US faible puissance, sans pression > extrait bleu

La biomasse (4rthrospira platensis) est mélangée a une solution aqueuse d’extraction (tampon
phosphate pH 7) selon le ratio 1/20 ; soit 1 g de biomasse pour 20 g de solution aqueuse. Dans
ce cas, nous introduisons 4 g de spiruline dans 80 mL de solution aqueuse. Le mélange est
soumis aux ultrasons a faible puissance ultrasonore (30 W) durant 10 min, avec une
thermorégulation a 20 °C. Aucune pression n’est imposée au systéme. Les extraits sont ensuite
centrifugés 10 min a 8000 rpm puis filtré par filtration frontale sur Biichner (porosité 8 um)

afin de retirer des éventuelles particules en suspension.

L’extrait obtenu est de couleur bleue du fait de la présence de phycocyanine (8.34 g/100 g
Matiére Séche (MS)) et contient 33.36 g/100 g MS de protéines.

Exemple 2 : US forte puissance + pression > extrait vert riche en protéines

La biomasse (Arthrospira platensis) est mélangée a la solution aqueuse d’extraction (tampon
phosphate pH 7) au ratio 1/20 ; soit 1 g de biomasse pour 20 g de solution aqueuse. Dans ce
cas, nous introduisons 4 g de spiruline dans 80 mL de solution aqueuse. Le mélange est soumis
aux ultrasons a puissance ultrasonore (100 W/L, soit environ 80 % d’amplitude) durant 10 min,
avec une thermorégulation 4 20 °C et une pression avoisinant les 2 bars. Les extraits sont ensuite
centrifugés 10 min a 8000 rpm puis filtré par filtration frontale sur Biichner (porosité 8§ pm)

afin de retirer des éventuelles particules en suspension.

L’extrait obtenu est de couleur verte intense du fait de la présence de chlorophylle qui a été
extraire du fait de ’intensité de la méthode. La phycocyanine est toujours présente dans I’extrait

(11.47 g¢/100 g MS) et la teneur en protéines est de 46.19 %.
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Revendications

1. Procédé d’obtention de composés hydrosolubles a partir de microalgues eucaryotes ou
procaryotes (cyanobactéries), caractérisé en ce que ledit procédé comprend au moins
une étape d’extraction desdits composés hydrosolubles par un traitement d’ultrasons
avec application d’une puissance ultrasonore (Pus) comprise entre 1 et 1000 W/L
appliquée aux microalgues ou aux cyanobactéries en mélange avec un solution aqueuse
a laquelle est appliquée, de préférence de maniére concomitante, une pression (P)
comprise entre 1 et 2 bars, une température (T) comprise entre X et 70°C, et un débit

(D) compris entre X et 1L/min.

2. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que la puissance ultrasonore, la
pression, la température et le débit sont modulés pour faire varier les composés

hydrosolubles extraits desdites microalgues eucaryotes ou aux cyanobactéries.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce que la durée de 1’étape est

comprise entre 30 secondes et 1h.

4. Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que la
puissance ultrasonore, la pression, la température et le débit sont modulés pour faire

varier la couleur de I’extrait obtenu par ledit procédé.

5. Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les étapes sont appliquées au mélange de microalgues eucaryotes ou cyanobactéries et
de solution aqueuse en continu, de préférence a 1’aide d’une pompe assurant la

circulation du mélange dans un circuit fermé ou ouvert.

6. Procédé selon I’'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les composés hydrosolubles extraits sont choisi parmi les protéines et peptides, les
vitamines hydrosolubles, de préférence les vitamines du groupe B, les minéraux, de
préférence le sodium, le calcium, le potassium, le magnésium et le fer, la C-

phycocyanine, et la chlorophylle.
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10.

11.

12.

Procédé selon ’'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les microalgues eucaryotes sont choisies parmi Chlorella, Nannocloropsis, Dunaliella
et Euglena, et que les cyanobactéries sont choisies parmi la spiruline (Arthrospira

platensis ou Spirulina maxima) et I’AFA (Aphanizomenon Floes-aquae).

Procédé selon 1’une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce qu’il
comprend une étape supplémentaire de séparation solide-liquide, de préférence par

centrifugation, de I’extrait obtenu.

Procédé selon la revendication 8 caractérisé en ce qu’il comprend une étape

supplémentaire de filtration de la partie liquide obtenue par séparation de I’extrait.

Procédé selon 'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que le
rapport microalgues ou cyanobactéries /solution aqueuse est compris entre 1/5°™ et

1/508me

Produits tels qu’obtenus par le procédé selon 'une quelconque des revendications
précédentes renfermant des composés hydrosolubles présents dans les microalgues ou

cyanobactéries.

Utilisation des produits selon la revendication 11 dans des compositions chimiques,

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.
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REVENDICATIONS MODIFIEES
regues par le Bureau international le 28 novembre 2018 (28.11.2018)

Procédé d’obtention de composés hydrosolubles a partir de microalgues eucaryotes ou
procaryotes (cyanobactéries), caractérisé en ce que ledit procédé comprend au moins
une étape d’extraction desdits composés hydrosolubles par un traitement d’ultrasons
avec application d’une puissance ultrasonore (Pus) comprise entre 10 et 1000 W/L
appliquée aux microalgues ou aux cyanobactéries en mélange avec un solution aqueuse
a laquelle est appliquée, de maniere concomitante, une pression (P) comprise entre 1 et
2 bars, une température (T) comprise entre 5 et 70°C, et un débit (D) compris entre 1

et 1000 L/heure.

Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que la puissance ultrasonore, la
pression, la température et le débit sont modulés pour faire varier les composés

hydrosolubles extraits desdites microalgues eucaryotes ou aux cyanobactéries.

Procédé selon la revendication 1 ou 2 caractérisé en ce que la durée de 1’étape est

comprise entre 30 secondes et 90 minutes.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que la
puissance ultrasonore, la pression, la température et le débit sont modulés pour faire

varier la couleur de I’extrait obtenu par ledit procédé.

Procédé selon 1'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les étapes sont appliquées au mélange de microalgues eucaryotes ou cyanobactéries et
de solution aqueuse en continu, de préférence a ’aide d’une pompe assurant la

circulation du mélange dans un circuit fermé ou ouvert.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les composés hydrosolubles extraits sont choisi parmi les protéines et peptides, les
vitamines hydrosolubles, de préférence les vitamines du groupe B, les minéraux, de
préférence le sodium, le calcium, le potassium, le magnésium et le fer, la C-

phycocyanine, et la chlorophylle.

FEUILLE MODIFIEE (ARTICLE 19)
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10.

11.

12.

14
Procédé selon 1'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que
les microalgues eucaryotes sont choisies parmi Chlorella, Nannocloropsis, Dunaliella
et Euglena, et que les cyanobactéries sont choisies parmi la spiruline (Arthrospira

platensis ou Spirulina maxima) et I’AFA (Aphanizomenon Floes-aquae).

Procédé selon ’'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce qu’il
comprend une étape supplémentaire de séparation solide-liquide, de préférence par

centrifugation, de I’extrait obtenu.

Procédé selon la revendication 8 caractéris€ en ce qu’il comprend une étape

supplémentaire de filtration de la partie liquide obtenue par séparation de |’ extrait.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes caractérisé en ce que le

rapport microalgues ou cyanobactéries /solution aqueuse est compris entre 1/5°™ et

1/50%me

Produits tels qu’obtenus par le procédé selon 1'une quelconque des revendications
précédentes renfermant des composés hydrosolubles présents dans les microalgues ou
cyanobactéries, séparés de la fraction liposoluble de la microalgue ou de la

cyanobactérie.

Utilisation des produits selon la revendication 11 dans des compositions chimiques,

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.

FEUILLE MODIFIEE (ARTICLE 19)
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