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	PRI 1.1

Biocarburant-éthanol


Coordonnateur : Gérard Goma
Objectifs scientifiques

Considérant la ressource «biomasse», ce projet s’intéresse, «de la plante au bio-carburant» à l’itinéraire technologique, en considérant les facteurs de progrès pour développer un procédé pertinent devant les enjeux que présente cette filière. Il s’attache, à partir de la connaissance de la ressource à promouvoir le développement d’enzymes de dégradation/hydrolyse permettant l’obtention de sucres fermentiscibles. Il considère les voies d’obtention de levures performantes par les outils de la physiologie moléculaire et de la biologie macroscopique. Il intègre la mise en œuvre de ces levures sur substrats réels dans des procédés innovants dont l’architecture, tant sur le plan de la réaction que de l’extraction, introduit des ruptures technologiques.

Stratégies de recherche

Volet 1 : Bases méthodologiques et stratégiques de la production de bioéthanol sur substrats non conventionnels
Coordinateur du projet : J-P Belaich UPR 9036 Bioénergétique et ingénierie des protéines (BIP) Marseille

Les substrats non conventionnels sont constitués par les parois des plantes. La fermentation des polysaccharides qu’elles contiennent nécessite que ces polysaccharides soient dans une première étape rendus accessibles par des traitements enzymatiques puis hydrolysés en oligosaccharides fermentescibles par la levure. Toutes ces enzymes qui permettent la minéralisation naturelle totale des lignocelluloses sont synthétisées par des micro-organismes cellulolytiques eucaryotes ou procaryotes. Toutes n’ont pas été isolées mais des banques très importantes de micro-organismes cellulolytiques et de gènes intéressants sont actuellement disponibles et accessibles.

Le développement de ce volet de recherche comprendra plusieurs étapes qui pourront être réalisées en parallèle pour optimiser la production d’éthanol à partir des substrats bruts choisis dont la liste n’est pas exhaustive : paille, peuplier, eucalyptus.

La stratégie de ce volet se décompose de la façon suivante :

· Choix des enzymes les plus performantes pour rendre accessible la cellulose à l’action des cellulases

· Choix des cellulases les plus performantes pour la production de glucose

· Expression des enzymes choisies dans des micro-organismes industriels : levures, champignons filamenteux ou bactéries

· Amélioration des meilleures enzymes par génie génétique

· Amélioration de l’extractabilité de la cellulose par les techniques du génie génétique des plantes (remodelage de la paroi des plantes)

· Mise en œuvre des meilleures enzymes : optimisation des synergies d’action, construction de nanoréacteurs pluri-enzymatiques.

Cinq équipes (Bélaich, UPR-CNRS 9036 ; Boudet, UMR-CNRS 5546 ; Monsan, UMR-CNRS 5504 ; Asther, INRA-Université de Provence ; Ballerini, IFP) sont impliquées dans ce volet de recherche et sont toutes internationalement connues dans les domaines de la génétique et de la biologie moléculaire des micro-organismes cellulolytiques, de la biochimie des hydrolases et de la synthèse des parois végétales.

Volet 2 : Bases moléculaires et dynamiques pour l’ingénierie métabolique de levures performantes pour la production d’ethanol-carburant
Coordinateur du projet : J.M. François UMR 5504 Laboratoire de Biotechnologie Bioprocédés, Toulouse

La levure Saccharomyces cerevisiae est l’organisme qui présente par rapport à d’autres levures ou bactéries, les meilleurs atouts génétiques et métaboliques pour répondre à l’objectif de production de fortes concentrations d’éthanol. Cependant, atteindre cet objectif exige avant tout de comprendre, et de maîtriser le comportement physiologique de la levure en condition de forte teneur en éthanol. Ceci suppose d’engager plusieurs actions de recherche qui peuvent être résumées selon les deux grandes lignes directrices suivantes :

· Quantifier l’efficacité métabolique fermentaire. Ceci comprend l’analyse des flux métaboliques, de l’état énergétique et de la balance rédox de la levure au cours de la fermentation, de l’efficacité du découplage entre production d’éthanol et croissance, et aussi de quantifier l’effet inhibiteur de la fermentation alcoolique par l’éthanol (inhibition par le produit).

· Identifier les cibles moléculaires impliquées dans l’adaptation de la levure à de fortes teneurs en éthanol (>15%). La résistance à l’éthanol peut être soit ‘acquise’ ou induite. On devrait pouvoir mettre en évidence ces cibles par une approche de génomique globale, et la confirmer par des méthodes protéomiques et métaboliques.

Bien que ces questions aient déjà été posées dans le passé, la connaissance du génome de la levure, la disponibilité d’outils nouveaux plus performants de technologies post-génomiques (puces à ADN, RMN in vivo, microcalorimétrie, …etc..) et la volonté de travailler en réseau en faisant interagir plusieurs équipes françaises compétentes et complémentaires sont autant d’atouts pour résoudre ces questions et envisager de construire une levure hyper performante pour la production et la résistance à l’éthanol.

Outre l’équipe du coordonnateur, les équipes impliquées sont Dequin, Microbiologie et Technologie des Fermentations, ENSAM-INRA-UMI, Montpellier; Boy-Marcotte, Institut Génétique et Microbiologique de Orsay, UMR CNRS 826;  Aigle et Rigoulet, IBCG –CNRS Bordeaux.

Volet 3 : «Mise en œuvre de levures par des procédés performants pour la production d’éthanol bio-carburant et bio-procédés propres de mise en œuvre»
Coordinateur du projet : C. Jouve, UMR 5504 Laboratoire de Biotechnologie Bioprocédés Toulouse

Disposant de forts acquis méthodologiques et technologiques dans la fermentation alcoolique, l’unité propose un programme d’intensification de la production d’éthanol bio-carburant par la levure Saccharomyces cerevisiae. Le projet concerne l’analyse des goulets d’étranglement relatifs à la production industrielle de bio-éthanol et la levée de certains de ces goulets. Pour rendre la production d’éthanol par voie microbienne économiquement viable, l’objectif est d’accroître la productivité de la levure et d’atteindre des titres en éthanol supérieurs à ceux obtenus dans les procédés industriels. Les levures dans ces conditions extrémophiles, de hautes concentrations en biomasse et en produit, présentent alors des modifications physiologiques et métaboliques (telles que la perte de viabilité, le découplage croissance/production, des modifications de composition membranaire….) ; interviennent également alors des changements importants de l’environnement des levures. L’ensemble de ces phénomènes biologiques et/ou physico-chimiques constituent les verrous qui limitent actuellement les performances de la levure. L’objectif est de déduire les étapes limitantes d’un point de vue procédé et microbiologiquen et d’optimiser les performances d’un bioréacteur et de prouver sa pertinence.

Volet 4 : «Extraction du bioéthanol»
Coordinateur du projet : C. Jouve, UMR 5504 Laboratoire de Biotechnologie Bioprocédés Toulouse

Il est proposé de travailler sur la séparation sélective de l’éthanol par des procédés non conventionnels et d’en analyser la pertinence énergétique. Dans un premier temps, l’investigation portera sur les procédés membranaires utilisant des membranes sélectives à l’éthanol, permettant soit un transport sélectif de ce constituant, soit sa rétention sélective en amont de la membrane. Outre l’objectif d’économie énergétique, cette démarche doit permettre le recyclage des effluents et la diminution des coûts de dépollution. L’objectif, à terme, est l’élaboration d’un procédé de fermentation extractive hybride pertinent.

Coordonné par le Laboratoire de Biotechnologie et Bioprocédés, deux autres laboratoires sont concernés par cette étude : Charbit, Laboratoire de Génie des Procédés et Physico-chimie, et Innocenti, Institut Européen des Membranes.

