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OPTIMISATION DE LA PRODUCTION DE BIOETHANOL
DE 2E GENERATION

Les biocarburants, comme le bioéthanol, sont des combustibles obtenus a partir de matiéres
organiques ou de biomasse.

Dans le cas des biocarburants de 2¢ génération, la biomasse est de nature ligno-cellulosique
et provient de déchets végétaux issus de I'agriculture destinée a 'alimentation humaine et
animale. Ainsi les déchets issus de I'exploitation de la canne a sucre, appelés « bagasse »,
peuvent étre valorisés a I'aide d’'un procédé utilisant notamment des enzymes cellulolytiques
issues d’'une moisissure, Trichoderma citrinoviride.

Afin d’étre plus concurrentielle, une entreprise de la filiere des biocarburants demande a son
département Recherche et développement (R & D) de lancer une étude visant a augmenter
les rendements et diminuer les codts de production d’éthanol d’origine biologique.

Pour cela, le département R & D étudie le procédé de production de bioéthanol selon trois
axes :
- optimiser les conditions de culture de la moisissure Trichoderma citrinoviride pour
une production optimale des enzymes cellulolytiques ;
- étudier I'efficacité et la stabilité des enzymes cellulolytiques dans les conditions de
transformation de la bagasse ;
- optimiser le rendement de production d’éthanol lors de I'étape de fermentation.

1. ETUDE DU PROCEDE DE PRODUCTION DU BIOETHANOL
Plusieurs étapes sont nécessaires a la production du bioéthanol.

La biomasse ligno-cellulosique est d’abord traitée chimiquement pour éliminer la lignine et
libérer la cellulose et 'hémicellulose. Ces polymeéres sont hydrolysés en glucose et xylose
par des enzymes cellulolytiques extraites de moisissures qui les produisent naturellement. II
s’agit de cellulases, de B-glucosidases et de xylanases. Les oses produits sont finalement
fermentés en éthanol par des levures.

Q1. Construire un logigramme représentant la succession de chaque étape du procédé de
production du bioéthanol a partir de bagasse de canne a sucre, tel que présenté
ci-dessus.

2. ETUDE DE L’AMELIORATION DES CONDITIONS DE CULTURE DE
TRICHODERMA CITRINOVIRIDE POUR UNE PRODUCTION OPTIMALE
DES ENZYMES CELLULOLYTIQUES

L’espéce Trichoderma citrinoviride, moisissure ubiquitaire symbiotique des plantes, est trés
utilisée dans le milieu industriel. Elle sécréte des enzymes exo-cellulaires capables de
dégrader la biomasse ligno-cellulosique.

Afin de déterminer des conditions optimales de production des enzymes cellulolytiques,
Trichoderma citrinoviride a été cultivée en milieu liquide spécifique dans différentes
conditions de pH. La production des enzymes est évaluée par la mesure de leur activité. Les
résultats obtenus pour trois enzymes d’intérét sont présentés dans le document 1.

20BIOMLR1 Page : 2/9




Q2. Analyser les résultats et effectuer un choix argumenté du pH adapté a la production
simultanée des trois enzymes.

Q3. Expliquer la raison pour laquelle ces enzymes peuvent étre extraites par simple
centrifugation. Préciser dans quelle fraction issue de la centrifugation elles se
trouveront.

3. ETUDE DE L’EFFICACITE DES ENZYMES HYDROLYTIQUES
IMMOBILISEES SUR NANOPARTICULES MAGNETIQUES
(NPM-ENZYMES)

Aprés croissance dans les conditions optimales choisies précédemment, la fraction
contenant les enzymes de Trichoderma citrinoviride est récupérée. L’extrait obtenu est traité
avec des nanoparticules magnétiques (NPM) pour fixer artificiellement les différentes
enzymes. On obtient les trois enzymes immobilisées : les NPM-enzymes. L’obtention et
I'utilisation de ces enzymes sont présentées dans le document 2.

Q4. Indiquer le ou les intérét(s) et inconvénient(s) d’utiliser des enzymes immobilisées
plutoét que des enzymes libres.

Q5. Décrire la technique de récupération des NPM-enzymes apreés leur utilisation.

L’efficacité de I'hydrolyse par les NPM-enzymes est vérifiée vis-a-vis de la dégradation de la
bagasse de canne a sucre prétraitée et comparée a celle d’enzymes libres. Les résultats
sont présentés dans le document 3.

Q6. Déterminer, en argumentant, le temps au bout duquel les enzymes libres ne sont plus
actives.

Q7. Montrer que ce phénoméne n’est pas observé pour les NPM-enzymes et en déduire
l'intérét de 'immobilisation.

L’industriel met en place une procédure de cellulolyse de 48 h sur chaque lot de bagasse
prétraitée. Aprés chaque procédure, les NPM-enzymes sont récupérées pour étre réutilisées.
L’entreprise souhaite vérifier que la stabilité enzymatique des NPM-enzymes est maintenue
aprées plusieurs utilisations. La détermination des activités résiduelles est présentée dans le
document 4.

Q8. Analyser les résultats et conclure sur le nombre maximal d’utilisations des
NPM-enzymes pour que moins de 20 % de chaque activité enzymatique soit perdue.

Q9. Argumenter I'intérét pour I'entreprise d’utiliser des NPM-enzymes plutét que des
enzymes libres.

4. FERMENTATION DES PRODUITS ISSUS DE L’HYDROLYSE
ENZYMATIQUE : PRODUCTION DE BIOETHANOL

La fermentation des sucres obtenus aprés hydrolyse enzymatique peut étre réalisée par
différentes souches de levures. Afin d’optimiser le rendement de production, le département
R & D souhaite obtenir une souche capable d’utiliser a la fois le glucose et le xylose. Un
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auxanogramme du carbone est alors réalisé avec la souche de Saccharomyces cerevisiae
dont les résultats sont décrits dans le document 5.

Q10.

Analyser 'auxanogramme et en déduire I'intérét pour le département R & D de modifier
la souche par recombinaison.

Le document 6 présente la procédure d’obtention du vecteur recombiné pXR a partir du
plasmide YCplac33 et du géne d’intérét XYL1 issu d’une autre espece de levure,
Schefferomyces stipitis.

Le document 7 présente les étapes ultérieures :

Q11.

- I'amplification du vecteur recombinant dans une souche d’E.coli ;
- la transformation de S. cerevisiae.

Argumenter le choix des enzymes de restriction Pst | et Hind Il pour la digestion du
plasmide et du géne d’intérét.

La procédure de préparation du vecteur recombinant pXR a conduit a I'obtention d’'un
mélange de vecteurs, pXR et YCplac33.

Parmi les bactéries transformées, il est nécessaire de différencier celles qui ont été
transformées par le vecteur recombinant pXR de celles qui ont été transformées par le
plasmide YCplac33.

Q12.

Proposer, en argumentant, un moyen de sélectionner les bactéries E.coli transformées,
sachant que cette souche bactérienne est sensible a 'ampicilline.

Q13. Indiquer la couleur des colonies de E.coli transformées par pXR aprés croissance sur
le milieu de culture. Argumenter la réponse.
SYNTHESE
Q14. Rédiger une synthése présentant les moyens développés par le département R & D

pour améliorer les différentes étapes du procédé dans le but d’'augmenter le rendement
de production de bioéthanol a partir de la bagasse de canne a sucre.

20BIOMLR1 Page : 4/9




DOCUMENT 1 : influence du pH du milieu sur la production des enzymes
exocellulaires chez Trichoderma citrinoviride a 30 °C.

Activité enzymatique en U - g~' de biomasse séche
pH du milieu de culture
Cellulase B-Glucosidase Xylanase
3,0 +0,1 204 3 250 4 9047 +15
4,0 +0,1 287 2 696 +3 40188 + 16
50 +0,1 384 5 695 5 55000 20
6,0 0,1 386 4 510 4 40547 19
7,0 +0,1 150 3 277 +3 30487 20
8,0 +0,1 89 3 187 +2 19147 18

DOCUMENT 2 : obtention et utilisation des enzymes immobilisées sur des
nanoparticules magnétiques (NPM-enzymes).

Les enzymes immobilisées sont des enzymes liées par des moyens physico-chimiques sur
des nanoparticules magnétiques. L’'immobilisation tend a diminuer leur activité par
masquage d’une partie des sites actifs. Toutefois, en industrie, les enzymes sont souvent
utilisées sous cette forme car 'immobilisation augmente leur stabilité dans le temps et les
rend plus résistantes a la dénaturation. L'immobilisation permet aussi leur réutilisation pour
plusieurs cycles d’hydrolyse grace aux propriétés des particules sur lesquelles elles sont
fixées.
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DOCUMENT 3 : étude de I'efficacité hydrolytique des enzymes libres et immobilisées.

Les expériences sont réalisées avec des quantités d’enzymes libres ou immobilisées
équivalentes et en présence d’une quantité identique de biomasse prétraitée.
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DOCUMENT 4 : étude de la stabilité des NPM-enzymes.

Les mesures d’activités résiduelles sont réalisées pour des quantités d’enzymes

immobilisées équivalentes et en présence d’une quantité identique de biomasse initiale.
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DOCUMENT 5 : auxanogramme de la souche Saccharomyces cerevisiae.
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DOCUMENT 6 : démarche d’obtention du vecteur recombinant pXR.

Schefferomyces stipitis porteuse du géne

site de clonage multiple .
g P codant la xylose réductase

Extraction de 'ADN

Région comportant le gene d’intérét :

YCplac33 : ——
5603 pb ' N
Pst | BamH| EcoRI HindIll  Xhol 1§ 1

U U 1 11

[ GénexyL1 | »

| l

_ _ Digestion par les enzymes de restriction
Digestion par les enzymes de Pst | et Hind I

restriction Pst | et Hind Il |solement du géne XYL 1

NS

Ligation par une ligase

Obtention du produit de ligation :

vecteur recombinant pXR + vecteur d’origine YCplac33

Préparation du vecteur recombinant pXR

Eléments du plasmide YRplac33 :

AmpR : géne de résistance a I'ampicilline.

LacZ : géne de la B-galactosidase. Pour vérifier la présence ou I'absence de I'activité
enzymatique B-galactosidase, le milieu de culture est additionné de X-gal, un
galactoside incolore dont I’hydrolyse par la B-galactosidase donne un produit coloré en
bleu.

ori : origine de réplication bactérienne.

ARS | : origine de réplication de levure.

URAS3 : géne de synthése de l'uracile.

Site de clonage multiple : comporte de nombreux sites de restriction.
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DOCUMENT 7 : démarches d’amplification du vecteur recombinant dans E. coli

et de transformation de S. cerevisiae.
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S.cerevisiae
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Introduction du produit de ligation dans E.coli

Sélection et criblage des clones d’E.coli
transformés par le vecteur recombinant

!

Culture d’E.coli transformée par pXR

Extraction du vecteur recombinant pXR

Introduction du vecteur recombinant pXR dans S.cerevisiae

Sélection de S.cerevisiae génétiquement modifiée

l

Test de la souche pXR : efficacité a dégrader le xylose

Souche de S. cerevisiae recombinante

Utilisable en production industrielle de bioéthanol
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