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LE projet INTERREG NWE ALG-AD project /CONTEXTE

* Des quantités croissantes de déchets

organiques  sont  traitées  par
méthanisation en Europe du Nord-
Ouest.

* Mais cela produit des volumes
croissants d'effluents riches en
nutriments (N, P, K ...).



ZONES VULNERABLES AUX NITRATES EN EUROPE

* Ces effluents riches en nutriments ne peuvent pas tous étre épandus comme
biofertilisants dans les zones vulnérables aux nitrates (< 170kg N /ha/an)

 Zones d'actions renforcées < 50kg de N/ha/an




ECONOMIE CIRCULAIRE

 ALG-AD : Valorisation des déchets riches en nutriments par l'intégration des
technologies de la méthanisation et de la production de microalgues

@ . Production
Organic wastes of CH,

DECHETS VERTS

L o ol
Nutrient rich  digestat
\ to create algal biomass for
animal feeds
ALG-AD

* Produire de la biomasse en utilisant le digestat dans des
installations pilotes.

* Valorisation: utiliser la biomasse dans les aliments pour animaux Interreg
et réaliser des tests zootechniques North-West Europe

* Analyse du marché et développement d'outils d'aide a la décision

Solid fraction

European Regional Development Fund



VALORISATION : TRANSFORMER LA BIOMASSE ALGALE EN
PRODUITS COMMERCIAUX

Activity 1: Suivi, récolte et stockage de la biomasse algale
Activity 2: Fractionnement et caractérisation de la biomasse algale
Activity 3: Formulation, essais de nutrition, et analyse du marché




VALORISATION
Activité 1 : Suivi, récolte et stockage de la biomasse algale

» Evaluation de la qualité de la biomasse
* Suivi cellulaire (microscopie et cytométrie de flux)
* Suivi biochimique des composés d'intérét

* Récolte de la biomasse cultivée

 Utilisation de la filtration tangentielle pour passer de 10-12 g/L a
100-120 g/L (>10% de contenu solide)

interreg H

North-West Europé
ALG-AD



VALORISATION
Activité 1 : Suivi, récolte et stockage de la biomasse algale

‘\--\_-/
* Le stockage est essentiel dans le traitement aval —
» Congélé-20°C e . i

» L'espace pour de longues périodes est rapidement un probléme
* Durée (stabilité des caractéristiques de la biomasse)
» Letransport vers le traitement aval peut étre coliteux et risqué. .

 Lyophilisation et séchage par atomisation

* La lyophilisation est coiiteuse, tandis que le séchage par atomisation peut
nécessiter ' ajout d'antioxydants.

« A prendre en compte lorsque la biomasse est destinée a étre utilisée dans son
intégralité.

« Sinon, économiquement et énergétiquement inefficace si le traitement aval |nteﬂ‘eg
nécessite une réhydratation (ex : hydrolyse) pour le fractionnement. North-West Europe




VALORISATION
Activité 2 : Fractionnement et caractérisation de la biomasse

* Les processus de fractionnement dépendent de
* Produits/composés ciblés (oméga 3, peptides, ...)
* Considérations environnementales (empreinte carbone, consommation d'eau,
produits chimiques utilisés, ...)
 ALG-AD : Dissociation et fractionnement des cellules par hydrolyse
enzymatique
* Respect de |I'environnement pour |'extraction des lipides
* Production de peptides "bioactifs" (antimicrobiens, immunomodulateurs,

antioxydants, ...) |nterreg
North-West Europe




iiterreg H

VALORISATION e o
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

ALG-AD Fr Control
Proteins % 74.7 35.4 43.6
Lipids % 7.5 3.6 4.4
EPA+DHA % lip 20.9 0.7 0.8

DM % 91.3

- Lyophilisation de la biomasse non-hydrolysée —oux™*"
(juvénile) et hydrolysée (larves) wor S
* Formulation des aliments pour poissons : la  =romsie I =

biomasse (non-hydrolysée et hydrolysée) séchée s ; .
d' Auranthiochytrium mangrovei a été intégrée a

Total 100 100
48.2 52.1

15 % dans des aliments standards (en Proteins % Dw

EPA+DHA % DW 1.1 1.1

reCherChe) EPA+DHA % lipids 6.0 6.1



VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

3.5

* Analyse de la composition des aliments

3.0 m Control diet

2.5 B Microalgae diet

ALG-AD feed Control feed

umol /g diet

20:5n-3 % lipids 2.0 3.4 1.0

22:6n-3 % lipids 9.0 4.4 05

EPA+DHA % lipids 11.0 7.8 o0 ot MDA e MDA
DHA/EPA 4.5 1.3

Total and Free Malondialdehyde (MDA) of
control and microalgae diets
* Deux expériences de nutrition ont été menées (6 semaines avec des juvéniles
et 4 semaines avec des larves). iterreg B
* Lasurvie, les performances de croissance et I'assimilation des nutriments North-West Europe
ont été controlées. LS =




VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

 Nutrition de juvéniles de bar utilisant la biomasse d'A. mangrovei ALG-AG

60
M Control diet

Microalgae diet
50 I
[
40 I
I

30
20
10

0

0 14 29 38

Days of experimental rearing

* Bonne croissance (30 a 50 g en 6 semaines) pour les juvéniles de bar

(équivalent aliment témoin). |
: : . . nLerr
* 15% d'un aliment standard pour poissons peut étre remplace par de la Northes? ?urop
biomasse d’ Aurantiochytrium. ALG-AD

Weight (g)

EUROPEAN UNION



VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

 Nutrition de juvéniles de bar utilisant la biomasse d'A. mangrovei ALG-AG

Liver Muscle
B

A

H Control

Aurantiochytrium

m Control
Aurantiochytrium \

% of total FA
% of total FA

T
T
T i T T
i — mm i

20:4n-6 20:5n-3 22:5n-6 22:6n-3 20:4n-6 20:5n-3 22:5n-6 22:6n-3

 LesAG essentiels sont 20:4n-6 = ARA ; 20:5n-3=EPA et 22:6n-3)=DHA.
* Le pourcentage de DHA a considérablement augmenté dans le foie (A) et dans le muscle (B)

dans une moindre mesure. iiterreg

* Labiomasse a bien été incorporée/assimilée. North-West Europe
ALG-AD




VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

 Nutrition de juvéniles de bar utilisant la biomasse d'A. mangrovei ALG-AG

035 A 0.35 B

B Control diet B Control diet

)
w
o
w

‘ Aurantiochytrium Aurantiochytrium

pmol MDA / g DW liver
o
=
(921
—

pmol MDA / g DW muscle

I

0

Total MDA Free MDA Total MDA Free MDA

Malondialdéhyde (MDA) total et libre dans le foie (A) et le muscle (B) de bars

juvéniles nourris avec le régime témoin et le régime Aurantiochytrium pendant
5 semaines et demi.

terreg B
North-West Europe

European Regional Development Fund




VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

* Nutrition des larves de bar (agées de 20 jours) utilisant un aliment contenant 15%
de biomasse hydrolysée ALG-AD A. mangrovei.

6.0
5.0 26 days old larvae
< 4.0 M 31 days old larvae
E
« 3.0
£ [ I
@ 2.0
1.0 - : T
00 “— _— — —_ -— - _
1 2 3 1 2 3
Control Hydrolyzed microalgae
* Grande variabilité entre les bassins ; L?Ef\rvzggur
* Apres 41 jours, résultats similaires entre les conditions alimentaires. ALG-AD



VALORISATION

Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition
 Conclusions sur les expérimentations de nutrition

 La biomasse Aurantiochytrium non hydrolysée peut
partiellement remplacer la farine et I'"huile de poisson dans
|'alimentation des juvéniles de bar.

* Elle a permis d'obtenir un taux de croissance équivalent et
d'améliorer |'apport en DHA des juvéniles de bar.

* La variabilité entre les réplicas de bacs de larves n'a pas
permis de tirer des conclusions claires.

* Reste a faire (et en cours) :
 Confirmer les résultats zootechniques et biochimiques

fabrication de I'aliment




VALORISATION
Activité 3 : Formulation et expérimentation de nutrition

* Problématique de la sécurité sanitaire concernant la biomasse

* Le digestat est un sous-produit animal de catégorie 2 et il est interdit de I'utiliser comme
nourriture pour les animaux d'élevage.

* |l n'existe pas de réglementations applicables aux digestats utilisés pour la culture des micro-
algues.

* La sélection des pathogeénes analysés s'est basée sur la littérature scientifique évaluant I'effet
de la méthanisation sur les pathogenes possiblement présents dans le lisier.

* 2 agents pathogénes sporulants et 5 agents pathogenes non sporulants possiblement
détectés dans le fumier ont été recherchés dans les digestats et les biomasses.

» Négatif pour les bactéries non sporulantes et sporulantes (Clostridium botulinum et C. difficile) dans le
digestat apreés filtration et dans la biomasse de microalgues
iiterreg

North-West Europe
ALG-AD
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Merci de votre attention

EVALUATION DELA BIOMI-ﬁS
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DOWNSTREAM PROCESSING :
Activity 3: Formulation, feed trials and market analysis

* Market analysis of microalgae

AQUACULTURE ROUND-UP J

free

e Microalgae : >35000 t (DW) Fish-

 Species : Spirulina, Chlorella, Dunaleilla, Haematococcus, @& Omega-3
Schizochytrium,... source -

° Mostly used in food market but also in nutraceutical, livestock fGEd, https://theaqucuIturists.bIogspo
dye, and medical markets t.com/2019/11/veramaris-wins-

f3-challenge-named.html

 Main processed products : Carotenoids, Phycobiliproteins,
EPA/DHA (omega 3),...

* \Very little information on peptides from microalgae



DOWNSTREAM PROCESSING :
Activity 3: Formulation, feed trials and market analysis

* Market analysis of microalgae
* The case of Omega 3 (EPA+DHA)

 Fish oil : estimated demand (70-80% or aquafeed) > 1 000 000t
* Price:>2000USD/ t

* Phototrophic production of EPA+DHA : 40 USD/kg

* Heterotrophic production of DHA : 19 USD /kg Interre g B

North-West Europe




DOWNSTREAM PROCESSING :

Activity 3: Formulation, feed trials and market analysis

2.0
1.8
1.6

14

5 1.2

<10

% 0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Total MDA

m Control diet

W Hydrolyzed microalgae diet

Free MDA

Total and Free Malondialdehyde (MDA) of Sea Bass larvae control and
hydrolyzed microalgae micro-diets.



DOWNSTREAM PROCESSING::
Activity 3: Formulation and feed trials

* Feed trials with Seabass Juveniles and larvae :

* Fish feed was formulated with 15% of Hydrolysed (H) and
non-hydrolysed (NH) dried microalgae biomasses

e Two nutrition experiments were conducted (6 weeks with
Juveniles and 4 weeks with larvae)

e Survival, growth performance and assimilation of feed
nutrients were monitored in both experiments




DOWNSTREAM PROCESSING :
Activity 3: Formulation, feed trials and market analysis

* Nutritional trial on Seabass larvae (20 days old) using feed containing ALG-AD A.
mangroverhydrolysed biomass

0.6 m Control diet

i W Hydrolyzed microalgae diet

Total MDA Free MDA

o
Ln

o
B

umol /g DW of larvae
o =

o
=

=

Total and Free MDA of Sea Bass larvae fed control, and hydrolyzed
microalgae diets from day 20 to day 41 after hatching.




DOWNSTREAM PROCESSING

Activity 3: Formulation,
trials and market analysis

» Safety issues

feed

Sampling in February 2020 Sampling in September 2020
Clostridiurm Clostridium
Botulinurm Comments | Closiridioides Comments botulinuem Comments Closiridinides Comments
results difficile results resules difficibe results
enumeration < 1.3 MPH/g:
DBF Mo sampling 343 Texin Gl gene not detected
Cooperl | paf |notdetected not detected |not detected not detected
Algae |not detected not detected |not detected not detected
between 1.3 and 1.6
DBF Mo sampling 3+f3 MPNSg: Toxin A, B, GIII 343 <1.3 MPN/g
Jenes
38 Melihitg, poaie B, O
< 1.3 MPH/g. Toxin A, B,
—— DAF 3+/3 NP s D, G 1#f3 1.3 MFNfg i+f3 Glll genes 3+/3 <13 MPN/g
T30 WFNg, 1oa A8, G
iy oat umphy
moulfechak
Algae | Tooreve not detected 1+3 1.3 MPH/g; Toxin GlIl gens] 243 1.4 MPN/g
1441 13 MPH,I"
respectively 15, &2 and
110 MPN/g for GIII gene
DEF Mo sampling 3+3 {mean: 63.0) ; 6.1- 1.6- 5.1 143 < 1.3 MPN/g
MPN/g for Toxin B gene
{ ruean: 4
Langage SR
DAF |notdetected not detected not detected not detected
between 13
Algae |not detected not detected not detected 243 and 1.6 MPN/g

DBF = digestate before filtration; DAF = digestate after filtration

MPN: most probable number

‘Soeceof he T nreest S0 (201) ST

Cortents st availble at ScanceDinect

Science of the Total Environment

"

Evaluation of pathogen concentration in anaerobic digestate using a L)
predictive modelling approach (ADRISK) =

Rajat Nag **, Agathe Auer ", Stephen Nolan ¢, Lauren Russell ™, Bryan K. Markey °, Paul Whyte®,
Vincent O'Flaherty , Declan Bolton %, Owen Fenton, Karl G. Richards °, Enda Cummins *

journal homepage: www elsevie




DOWNSTREAM PROCESSING::
Activity 3: Formulation and feed trials

* Hydrolysis (proteolysis) on concentrated biomass
* Process development and optimisation of hydrolysis conditions at lab scale
* Biochemical characterization of targeted products/compounds after hydrolysis

* Application at pilot scale (300 L)
 Spray drying with antioxidants / Freeze drying by subcontractors

* Animal trials were performed with fishes by including hydrolysed and
non-hydrolyzed biomasses in their feed




DOWNSTREAM PROCESSING :
Activity 3: Formulation, feed

trials and market analysis

* Results in digestate after filtration
* negative for non-sporulating and sporulating bacteria

* Results in microalgae biomass
* Forthe non-sporulating bacteria Negative

* Forthe sporulating bacteria
* C. botulinunrt. negative
» C. difficile: negative




