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Résumé

Le biocarburant est une énergie durable issue de matiere organique d'origine animale ou
végétale. Il est considérée comme une énergie renouvelable produite en transformant la
biomasse, qu'elle soit sous forme de céréales et de cultures agricoles comme le mais, ou sous
forme d'huiles comme I'huile de soja et I'huile de palme. Le bioéthanol et le biodiesel sont les
produits majoritaires obtenus par des méthodes physicochimiques ou biochimiques
impliguant plusieurs types microbiens, entre autres les levures et les bactéries. Le type de
biomasse utilisé a évolué au fil du temps, entrainant la création de différentes générations de
biocarburants de la premiere génération produite a partir de plantes comestibles a la
deuxieme issue de plantes non comestibles et de déchets agricoles puis la troisieme
géneration extraite d'algues microscopiques et en fin la quatrieme génération faisant
intervenir les techniques de génie génétique dans la modification des microorganismes
producteurs ou celle de la biomasse méme. L'utilisation de biocarburants comme source
d'énergie présente certes un impact positif sur I'environnement car elle réduit les émissions de
gaz a effet de serre, ce qui en a fait le centre d'intéréts et de soutien de nombreux pays pour
servir de solution au probléme d’approvisionnement énergétique, dans divers secteurs comme
les transports et la production d'énergie électrique et thermique, mais ceci ne peut pas nier les
inconvénients de cette production particulierement les investissements nécessaires a leur
développement et a leur rentabilité. L’objectif de cette recherche est de jeter la lumiére sur le
sujet des biocarburants, leur types, leurs caractéristiques, la contribution des bacteries dans
leur production et est ce qu'ils constituent réellement une alternative aux énergies fossiles ou

pas.

Mots clés : biocarburant, énergie, biomasse, microorganisme, Modification génétique.



Abstract

Biofuels are sustainable energy derived from organic materials of animal or vegetable origin.
It is considered renewable energy that results from the conversion of biomass, whether it is in
the form of grains and agricultural crops such as corn, or in the form of oils such as soybean
oil and palm oil. Bioethanol and biodiesel are the majority of products obtained by physical
and biochemical methods that include several microbial species, including yeasts and
bacteria. The type of biomass used has evolved over time, creating different generations of
biofuels from the first generation produced from edible plants to the second generation from
non-edible plants and agricultural residues and then the third generation from algae.
Microscopic and finally the fourth generation involving genetic engineering techniques in
modifying the production of microorganisms or those of the biomass itself. The use of
biofuels as an energy source certainly has a positive impact on the environment because it
reduces greenhouse gas emissions, which has made it the focus of interest and support for
many countries to serve as a solution to the problem of energy supply, in various sectors such
as transport and the production of electrical and thermal energy. However, this cannot deny
the drawbacks of this production, particularly the investments necessary for their
development and profitability. The aim of this research is to shed light on the subject of
biofuels, their types and characteristics, the contribution of bacteria to its production, and
whether it really constitutes an alternative to fossil fuels or not.

Key words: biofuel, energy, biomass, Microorganism, Genetic modification.
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Introduction

Les ressources naturelles d'origine fossile sont d'une grande importance dans la
production de carburants indisponibles au fonctionnement de divers secteurs. Depuis leur
découverte au 19 eéme siecle (Eibner, 2015). Leur consommation ne cesse d’augmenter. De
nombreuses crises et problémes sont apparus principalement la forte accumulation de
dioxyde de carbone en atmosphere et le danger de pollution de I'environnement, les prix en
hausse provoquant le gonflement des factures de production, des crises géopolitiques....etc.
En plus, Il s’agit de réserves qui s’épuisent au fil de leur extraction, leur quantité sur terre est

limitée, I’Homme devrait donc rechercher des alternatifs ! (Arshad, 2018).

Cela a incité de nombreux pays a adopter et a soutenir la recherche pour trouver une

alternative renouvelable et respectueuse de I'environnement (Khiari, 2016).

Des essaies sont en cours pour ramener a I'horizon la production de biocarburant a
partir de la biomasse en raison de ses avantages comme énergie durable, renouvelable,

respectueuse de I'environnement et réduisant indirectement les gaz a effet de serre.

Cette technologie a connu une évolution continue de la premiére génération dérivée de
matiéres premiéres utilisées dans I'approvisionnement en alimentation humaine et animale, a
la deuxieme génération qui est produite de déchets agricoles et industriels constituant ainsi un
moyen de recyclage efficace dont le plus important est la biomasse lignocellulosique. La
troisieme génération est produite a partir de micro-organismes, principalement des
microalgues présentant certains avantages est leur Croissance excessive et production de
grandes quantités d'acides gras (AL-Haj, 2014). La quatrieme génération est un complément

a la troisieme appelée carburant avanceé faisant appel aux techniques du génie génétique.

En raison de la diversité métabolique des différents micro-organismes qui permettent
Production de biocarburants a partir de divers substrats. Par exemple, la plupart des bactéries
peuvent étre facilement transformées sucres en éthanol, et les méthanotrophes utilisent du
méthane pour produire du méthanol. De plus, certains Des bactéries telles que Geobacter
sulfurreducens et Shewanella oneidensis , présentent une spécificité moléculaire.Machines
qui aident a transférer les électrons de la membrane microbienne externe vers les surfaces
conductrices Plus tard, cette fonctionnalité pourra étre déployée dans des dispositifs
bioélectrochimiques de production de biohydrogéne et bioélectricité (Kumar et
Kumar.,2017).



Introduction

L'objectif principal de ce travail est d'exposer les connaissances autours des
biocarburants et leurs perspectives de production. Les biocarburants peuvent-ils étre une

alternative viable aux carburants fossiles ?

Le premier chapitre donne un apercu de l'origine du biocarburant, de sa premiére
utilisation et des obstacles auxquels sa production a été confrontée, ainsi que des principaux
pays qui utilisent et soutiennent sa production. Les différentes générations de biocarburants

sont aussi expliquées.

Le deuxieme chapitre est consacré au réle des microorganismes dans la production de
biocarburants et la conversion de la biomasse. La lumiére est focalisée sur 1’action de
quelques exemples de bacteries et les voies biochimiques empruntées ainsi que les différents

types de biocarburants synthétisés.

Le troisieme chapitre est consacré a la production du bioéthanol a partir de biomasse
lignocellulosique et a l'utilisation de bacteries modifiées génétiquement afin d’améliorer le
rendement. Ca aborde aussi les différents obstacles rencontrés dans la production et comment

le génie génétique apporte des solutions.



Chapitre | : Géneralités sur les

biocarburants



Chapitre I : Généralités sur les biocarburants

1. Origine et définition

Le biocarburant est considéré comme plus ancien que les combustibles fossiles, car en
1860, Nicholas Augustus a utilisé de I'éthanol comme essence de remplacement dans son
premier modele de moteur a allumage commandé et une usine de sucre a été creée pour
travailler avec lui en 1900. Rudolf Diesel a aussi remplacé le gazole dans son moteur par
I'nuile vegétale (huile d'arachide) et les carburants a base de mais pendant longtemps. Jusqu'a
ce que le pétrole entre sur le marché, ou il s'est avéré étre un carburant supérieur a I'époque
(prix, offre et efficacité) accompagné de I'utilisation des huiles et d'éthanol comme carburants
alternatifs a trés petite échelle dans les années trente et quarante du XXe siécle (Al-Haj,
2014).

En 1955, le concept d'utiliser des algues pour produire des biocarburants a été
proposé, et I'idée a été améliorée en 1960, lorsqu'elle a été cultivée dans le flux d'entrée des
étangs ou la biomasse algale est digérée pour produire du méthane. Depuis les crises
pétrolieres de 1973-1979 et en raison des craintes d'une forte consommation de carburant, les
biocarburants conventionnels sont réapparus avec la découverte et l'utilisation réussie de
systemes microbiens impliqués dans la synthése de certains types de biocarburants
(notamment I'éthanol, mais il n'était pas considéré comme un carburant idéal et ne pouvait
pas étre utilisé en distribution car il est corrosif) tout en cherchant a améliorer leurs propriétés
(Al-Haj, 2014).

Au siecle actuel, en raison de I'épuisement du pétrole et de la demande croissante avec
les fluctuations des prix, le probleme de I'augmentation des gisements de gaz a effet de serre
et la pression climatique, plus de 40 pays ont formulé une politigue de soutien aux
biocarburants. (Archad, 2018). A la téte de liste de ces pays se trouvent les Etats-Unis

d'’Ameérique, le Brésil, la France, I'Allemagne, la Chine et I’Indonésie (voir figure 01).
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Figure 01 : Principaux pays producteurs des biocarburants dans le monde

(Source :_https://fr.statista.com/statistiques/571268/biocarburants-production-dans-les-principaux-

pays-par-equivalent-petrole-en/)

1.1 Notion de biocarburant

C'est le carburant résultant du processus de stabilisation biologique du carbone, ou le
carbone inorganique est converti en composes organiques tels que les graisses, les alcools, les
protéines et autres qui sont utilisés dans la production d'énergie. Tout hydrocarbure produit a
partir de matiére organique (vivante ou autrefois vivante) dans un court laps de temps est
considéré comme un biocarburant, qu’il soit fabriqué par un organisme vivant ou par

réactions chimiques a petite ou a grande échelle (Gerali,2020).

Les biocarburants sont également appelés énergies renouvelables durables faisant
partie d’une palette d’énergies (eau, vent, géothermie, bois, biogaz, etc.) déployées ces
derniéres années pour remplacer les énergies fossiles (charbon, gaz naturel, pétrole)
(Drogue,2012).


https://fr.statista.com/statistiques/571268/biocarburants-production-dans-les-principaux-pays-par-equivalent-petrole-en/
https://fr.statista.com/statistiques/571268/biocarburants-production-dans-les-principaux-pays-par-equivalent-petrole-en/
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Ils sont qualifiés de renouvelables et durables dont les réserves ne s’épuisent pas donc

leur taux de formation est supérieur au taux d'utilisation (Ricaud et Lokhait, 2012).

Les biocarburants sont produits a partir de matiéres organiques issues de biomasse
biodégradable d'origine animale (graisses et huiles animales) ou industrielle (déchets
industriels et huiles de cuisson) (Khiari, 2016). Il peut également s'agir de micro-organismes

(levures, bactéries..) ou des microalgues.

Par définition, la biomasse est toute matiere organique résultant de la photosynthése
ou bien de la biodégradation des produits et déchets agricoles, animaux et industriels (Alfeno
et Molina, 2016). La biomasse végétale constitue une source d'énergie alternative. Elle
provient de la forét, du bois ou des déchets végétaux, ainsi que des cultures destinées a la
production de biocarburants, elle est constituée de lignocellulose, un matériau complexe
composeé principalement de cellulose et d’hémicellulose, auquel la lignine est liée par des
liaisons hydrogéne, rarement de maniére covalente (Andrlova, 2013).

2. Classification des biocarburants

Aujourd’hui, il existe trois filiéres principales de biocarburants qui sont la production
de bioéthanol par fermentation de produits végétaux (blé, mais, betterave, canne a sucre, etc.)
la production de biodiesel a partir d’huiles (dont les principales sont celles de colza,
tournesol, soja et palme) et la filiere dédiée au biogaz (biométhane) remplacant le gaz naturel.
Les biocarburants produits par ces différentes filiéres sont dits « de premiére génération ». Il
existe également une deuxieme et une troisieme génération, voir une quatriéme génération.
La deuxiéme génération differe de la premiere par 1’utilisation de la plante enticre (feuilles,
pailles et tiges) ou des plantes spécifiquement dédiées a la production de biocarburants, ainsi
que des déchets agricoles. Ceux de la troisiéme génération sont produits a partir d’algues
(appelés alors algocarburant), tandis que la quatrieme génération de biocarburants est
synthétisée a partir de biomasse génétiquement modifiée faisant aussi intervenir des
microorganismes génétiqguement modifiés. L’évolution vers de nouvelles générations est
principalement due au fait que les biocarburants de premiere génération utilisent des cultures
destinées a 1’alimentation humaine ou animale (Drogué, 2012). Les quatre générations de

biocarburants different donc par le type de biomasse utilisée (voir figure 02).
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Figure 02 : Efficacité de la production de biocarburants (Malode et al.,2021).

2.1 Biocarburants de premiere génération
La biomasse dérivée de plantes telles que le mais, la canne a sucre, le colza et le soja
est utilisée dans la production des biocarburants de premiere génération (Al-Haj, 2014), tels
que I'éthanol, le biodiesel et le méthane (voir figure 03).
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Figure 03 : Schématisation de production des biocarburants de premiére génération.

(Source : IFP énergies nouvelles : https://www.ifpenergiesnouvelles.fr/enjeux-et-

prospective/decryptages/energiesrenouvelables/quel-avenir-les-biocarburants)
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Cependant, la dépendance de la production de ce carburant vis-a-vis des matieres
premiéres entrant dans la chaine alimentaire, humaine et animale a entrainé une pénurie sur le
marché et une hausse de leurs prix entre 2002 et 2008. Cette dépendance était a I’origine de
I'explosion du marché alimentaire (a 75%) a cette époque et il fallait donc chercher des
alternatives non alimentaires abondantes, par exemple, le pistachier lentille (arbre
oléagineux) (voir figure 04). Cet arbre pousse a I'état sauvage dans le bassin méditerranéen
(disponible en lot en Afrique du Nord) et contient des taux élevés d'huiles (Khiari , 2016).

Figure 04 : Arbre de pistachier lentille (Khiari , 2016).

2.3 Biocarburants de deuxieme génération

Pour cette catégorie de carburant, la biomasse est dérivée de déchets agricoles tels que
la paille de blé et de riz, les copeaux de bois, les tiges et les feuilles de mais et de canne a
sucre qui sont utilisés dans sa production (Al-Haj, 2014). Le probléme de cette génération est
la formule complexe lignocellulosique, qui nécessite un budget de transformation, mais elle
surpasse la premiére génération par rapport a ’utilisation de déchets non alimentaires et a la
non exigence de leur cultures en eau et en terre arable. Ses produits sont : le bioéthanol, le
biodiesel, le biogaz de deuxieme géneération qui n‘ont pas encore fait I'objet d'une promotion
sur le marché industriel, mais les perspectives de leur fabrication a moyen terme commencent
a se dessiner, une production a grande échelle étant prévue pour 2020-2030 (Khiari, 2016)

(voir figure 05).
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Figure 05 : Schématisation de la production de biocarburants de deuxiéme génération

par voie biochimique et par voie thermochimique.

(Source : Ministére de la Transition écologique et solidaire,_https://www.ecologique-

solidaire.gouv.fr/biocarburants).

2.4 Biocarburants de troisieme génération

Afin de les produire, des microalgues surtout mais aussi des especes microbiennes
(levures, champignons et bactéries) sont utilisees comme biomasse. Plusieurs expériences ont
montré de bons résultats dans la production de biodiesel. Ces organismes peuvent fabriquer et
stocker des quantités importantes d'acides gras (semblables a ceux que I'on trouve dans les
huiles végétales). Cette génération de carburants offre de nombreux avantages compétitifs
pour la premiere et la deuxiéme génération, par exemple, la vitesse de reproduction et de
croissance de ces organismes. (Chisti, 2007). La masse restante apres l'extraction des huiles
peut étre convertie en biogaz par le processus de fermentation anaérobie. Par conséquent, le
biodiesel produit a partir de microalgues est considéré comme une grande découverte dans la
production de biocarburants. Cependant, le probleme du co(t est toujours présent puisqu’il
y’a une forte consommation d'énergie lors des nombreuses étapes de production notamment
la cassure des parois cellulaires d'algues qui constitue une étape difficile (Al-Haj, 2014) (voir
figure06).
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Figure 06 : Production de biocarburants a partir de microalgues.

(Source : IFP énergies nouvelles :_https://www.ifpenergiesnouvelles.fr/enjeux-et-

prospective/decryptages/energiesrenouvelables/quel-avenir-les-biocarburants)

2.4 Biocarburants de quatrieme génération
Ils sont également appelés biocarburants avancés, pour lesquels des techniques
avancées de biologie synthétique et des techniques de modification génétique sont utilisées
afin de transformer des micro-organismes en une usine de biocarburants en un nombre réduits
d’étapes de transformation diminuant ainsi le colt de production (voir figure 07). Cependant,

il ne s'agit toujours que d'une idée au stade des tests et expérimentation (Al-Haj, 2014).
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Figure 07: Sources et production de biocarburants de quatrieme génération
(Singh et al.,2020)

3. Les voies de production de biocarburants

La production de biocarburants nécessite un effort continu pour améliorer
efficacement les propriétés physiques, chimiques, dynamiques et thermiques de la source
Plusieurs facteurs doivent étre pris en compte lors de la conception de tout type de
biocarburant afin d'aboutir a des biocarburants de qualité, compatibles avec les infrastructures
de distribution et de stockage; a savoir : contenu énergetique, qualité, combustion, volatilité,
congélation, points d'ébullition, odeur et toxicité (Al-Haj, 2014).

La transformation de la biomasse en biocarburant repose sur trois méthodes principales
(Kapogbemabou, 2011) :

e Voie biochimique
e Voie thermochimique

e \oie chimique
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3.1 Voie biochimique

Elle assure la conversion des sucres et des graisses (grains oléagineux, microalgues).
L'hydrolyse est un procédé enzymatique (beaucoup mieux en termes de rendement que la
chimique), ou un groupe d'enzymes spécialisées travaille a rompre les chaines polymeres et a
transformer la cellulose et I'némicellulose en une substance fermentescible (sucres glucose et

saccharose....) (Biomasse végétale) (Kapogbemabou, 2011).

Ces sucres sont métabolisés en biocarburants liquides (éthanol et ses dérivés) par des
processus de fermentation de micro-organismes (Koita, 2012) ou de digestion anaérobie pour

produire du biométhane, qui est converti par action méthanotrophe en biométhanol.

Certains microorganismes ont également montré leur capacité a transférer des
électrons de la membrane externe des cellules vers des surfaces conductrices et a générer de

I'électricité et du biohydrogéne (Kumar et Kumar, 2017).

3.2 Voie thermochimique
Cette voie utilise la thermochimie pour séparer la biomasse et produire principalement
du gaz de synthése (syngas) ou du peroxyde de biohuile par techniques de pyrolyse 200°C ou

par acide dilué par liquéfaction hydrothermale ou par gazéification. (Kapogbemabou, 2011).

3.3 Voie chimique

C’est la transestérification permettent la production directe de biodiesel en un
mélange a froid d’un alcool avec une huile végétale, les graisses animales ou les huiles a
base de microalgues en présence d'un catalyseur (hydroxyde de sodium ou de potassium).
Afin d'augmenter le taux de conversion des biocarburants, un traitement biologique peut étre
effectué par modification génétique de la matiére organique et les microorganismes produits
(Kapogembou,2011). Au niveau industriel, le bioéthanol et le biodiesel sont les plus
répandus, et les autres types sont encore a I'étude et a I'expérimentation. Voir figure 08 qui

résume les différentes méthodes de transformation.
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Figure 08: Diverses méthodes pour transformer la biomasse spécifiqguement en carburants
microalgues (Malode et al., 2021).

4. Différences entre les biocarburants et les carburants fossiles

En raison de la demande mondiale croissante d'énergie et de carburants au cours des
derniéres décennies, les biocarburants sont considérés comme une alternative prometteuse

aux carburants fossiles dans le secteur des transports (Heger et al., 2016).

Les biocarburants couvrent I'ensemble des carburants liquides, solides ou gazeux produits a
partir de la biomasse et destinés a une valorisation énergétique dans les transports. Deux
grands types de biocarburants sont produits industriellement : 'ETBE (Ethyl-Tertio-Butyl-
Ether) issu de I'éthanol de blé ou de betterave et 'TEMHV (Ester méthylique d'huile végétale
ou ester de colza) issu de I'huile de colza (Sourie et al., 2005).
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Le tableau 01 résume certains avantages et inconvénients des biocarburants et des carburants

fossiles :

Tableau 01 : Quelques avantages et inconvénients des biocarburants et des carburants

fossiles.

Biocarburants

Carburants fossile

ressources durables et renouvelables
(Feng, 2009)

Ressource limitée insoutenable
Epuisement de l'approvisionnement (Ricaud
et Lokhat, 2012)

L’utilisation des biocarburants permet la
réduction des factures pétroliéres ainsi que la
diversification et la décentralisation des
approvisionnements énergétiques (Dorin et

Gitz, 2008)

I’utilisation des carburants fossiles dans

divers secteurs et particulierement le
transport et 1’augmentation du nombre de
de

pénuries des carburants di a 1’épuisement

véhicules a provoque [I’apparition

des réserves(Egalité, 2007).

des

contribuer au maintien et a I’amélioration

L’utilisation biocarburants  peut
des revenus et emplois agricoles, par contre
elle peut avoir un effet négatif sur le prix
mondial du produit agricole et sur la sécurité
alimentaire (notamment ceux de la premiére
génération) (Koizumi, 2015).

(Dorin et Gitz, 2008).

les carburants fossiles participent a la
pollution de I’eau utilisée pour 1’irrigation en

agriculture (Cellier et Genermont, 2016).
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L’utilisation des biocarburants pour la
production d’énergie peut avoir un effet
moins négatif sur 1’environnement. Elle
permet la réduction de I’émission des gaz a
effet de serre, ainsi que la réduction de
I’émission du CO, HC, SO, (ce n’est pas le
cas pour ceux de la premiere génération
(Dorin et Gitz, 2008).

(Cortez et Leite, 2012).

(Stolarski et al., 2019).

les combustibles fossiles ont plusieurs effets

négatifs sur 1’environnement, le plus

important est 1’augmentation de 1’effet de

serre ( Bobin et al., 2021).

Son utilisation est encore limitée
(Al-Haj, 2014)

Donne 80% de la consommation d’énergie

(Khiari , 2016)

Augmente le développement économique
rural

La bonne utilisation de ses cultures (cultures
non alimentaires) est une nouvelle source de
revenus pour les agriculteurs

(Ricaud et Lokhat, 2012)

L'augmentation de ses prix et I'inflation de sa
facture de production due a la demande
croissante de ses produits (dans de nombreux
secteurs) (Ubaidialah et al., 2021).

Il est encore a I'étude et a la modification
(Hébert, 2013)

La source d'énergie la plus importante
aujourd'hui (Feng, 2009)

La plupart de ses sources sont des déchets
organiques (Al-Haj, 2014).

source fossile
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1. La voie biochimique de conversion de la biomasse et intervention des

bacteries

L'incroyable diversité métaboliqgue du monde microbien peut aider a faire face a deux
défis majeurs : fournir un approvisionnement énergétique mondial durable et minimiser le
changement climatique (Tiedje et Donohue, 2008). Les principaux éléments constituants la
biomasse sont le carbone, I’hydrogéne, 1’oxygene et 1’azote (francois-lopez, 2016). Plusieurs
processus de conversion de celle-ci font appel a 1’action des enzymes bactériennes qui
constituent des moyens efficaces et durables produisant des combustibles liquides, de
I’hydrogene, du méthane, de 1’électricité et des matieres premiéres chimiques actuellement

dérivées de combustibles fossiles (Tiedje et Donohue, 2008) (voir figure 9).

Substrates
(Carbohydrates, Lipids, Lignocellulose, CO,, Methane etc.)
Pre-treatmentl Sun light
Bioelectrochemical Bioelectricity

devices = Biohydrogen

Exispiol Isobutanol
1- propanol
Isopropanol 1-butanol
1-butanol 2-methyl-1- butanol
1-hextanol 3-methyl-1-butanol
1-octanol
3-methyl-1-butanol
1-isopropyl-4
methylcyclohexane
Pinene dimer
Farnesane
Aot Bisabolane
Alkenes
Fatty alcohols

Microorganism

Figure 09 : Un apercu des voies métaboliques microbiennes pour la production de

biocarburants (Kumar et kumar, 2017)

15



Chapitre IT : Les biocarburants et les microorganismes impliqués dans leur synthese

1.1. La fermentation

Le terme fermentation vient d’un mot latin « Fermentum » qui veut dire fermenter, et
selon d’autres auteurs il vient du mot latin « Fermentare » qui signifie « faire lever » ou aussi
du mot latin « Fervere » qui signifie « bouillir». C’est un processus dans lequel les
changements chimiques dans un substrat organique résultent de D’action d’enzymes
microbiennes. D’une fagon générale, la fermentation est un processus biochimique qui
convertit les sucres en acides, en gaz ou en alcool (Nancib, Chojnacka, 2010, Martinez-
Espinosa, 2020).

La biomasse lignocellulosique contient des glucides complexes qui nécessitent
I’utilisation de microorganismes capables de fermenter les sucres non fermentescibles par la
levure de biére (la xylose est le plus important entre eux). Plusieurs micro-organismes sont

capables de faire une fermentation de bioéthanol comme par exemple Pseudomonas putida.

1.2. Transestérification
Les microorganismes jouent différents rdles dans la synthese de biodiesel ; ils peuvent
fournir soit des lipides, c’est notamment 1’exemple de certaines espéces du genre bacterien
Rhodococcus sp. (Hwangbo et Chu, 2020) soit du méthanol ou du bioéthanol par voie
fermentaire, remplacant 1’éthanol pétrochimique nécessaire a la réaction d’estérification
(utilisation de Zymomonas mobilis ou d’Escherichia coli modifiée génétiquement (Koppolu
et Vasigala, 2016). Ils peuvent aussi assurer la biocatalyse gréace a leur lipase ou estérases
(exemple de Bacillus aerius) (Narwal et al., 2015).
La transformation des huiles en biodiesel se fait par différentes méthodes, la plus
prometteuse est la transestérification. L'utilisation de la lipase microbienne comme
biocatalyseur dans la production de biodiesel a la place des catalyseurs chimiques a été
largement étudiée. L'avantage prépondérant est leur potentiel a utiliser tous les types de
glyceérides ainsi que les acides gras libres de différentes sources d'huile pour la production de
biodiesel (Sharma et al., 2019).
1.3. Digestion anaérobie et production des gaz
La digestion anaérobie est un procedé qui permet la dégradation des residus liés a
’activité humaine (déchets urbains, agricoles et d’élevage) pour produire un biogaz (composé
principalement de methane (CH4) et de dioxyde de carbone (COy), contenant ainsi un fort

potentiel énergétique (Motte, 2013). Parmi les micro-organismes impliqués dans la digestion
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anaérobie et la production des gaz il y a Acetobacterium sp (Acetogens) (Zakaria et Dhar,
2021).

1.4. Biophotolyse de I’eau

La biophotolyse de 1’eau est une technique qui permet la capture et ’utilisation de
I’énergie solaire (Skulberg, 1995) pour réaliser la photolyse biologique de 1’eau (voir figure
10) et aussi pour convertir de la matiére minérale de faible énergie en composés organiques
de haute énergie (Megret et al., 2015) ; (Franck, 2012). 1l existe la biophotolyse directe et la
biophotolyse indirecte. Les cyanobactéries sont les bactéries capables de réaliser une
photolyse de I’eau parmi elles on peut citer I’exemple de Aphanizomenon flos-aquae (Lavoie
et al., 2007).

CO; Water Sunlight

L]

Photasynthesis

Fuels

> Biohydrogen

Ethanal, methanol
Triglyeeride oils l
Biodiesel production — Biodiesel

Peolysacchandes
(starch, cellulose)

> Bioethanal,

biobutanol
Hydrocarbons
= Diesel, gasoline
jet fuel
All biomass

= Anaerobic digestion ——=Biogas
(CH, +COy)

All blomass

. Pyrolysisor — Bio-oil

~ gasification ——=3yngas
{Hz + CO)

Figure 10 : Biocarburants et précurseurs obtenus via la photosynthése microbienne (Majidian
etal. ,2017).
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1.5. Les micro-organismes impliqués dans la production
Les microorganismes capables de realiser une fermentation alcoolique a partir
d’hydrolysats de matiere lignocellulosique sont nombreux et regroupent des bactéries, des
levures et des mycetes filamenteux (Corcos, 2013). Le tableau 02 représente les principaux

microorganismes impliqués dans la production de biocarburants.

Tableau 02 : Exemples des micro-organismes les plus utilisés dans la production de

biocarburants

Les microorganismes

Le biocarburant

La référence

S. cerevisia
Zymomonas mobilis

Zymobacter palmae

Fermentation de

(Phukan et al., 2019)
(Yang etal., 2018)

e E.coli bioéthanol (David , 2015)
e Clostridium sp (Reeder etal., 2019)
e S. cerevisia (Phukan et al., 2019)
e E.coli (David, 2015)
e Pseudomonace cepacia Biodiesel
e Candida antractica (leur enzyme)
e Acetobacterium sp(acetogens) (Manimegalai et al., 2014)
e Methanocens Biogaz
e Geobacter suffurreducens (Sparling et al., 2006)
e Shewanella ondeidensis et S.

putrefecins H, et FMC

Comamonas spp
Clostridium spp

Chlamydomonas reihardtii

Cyanobactéries

Biophotolyse  de

I’eau

(Meniaet al., 2019)

18




Chapitre IT : Les biocarburants et les microorganismes impliqués dans leur synthese

2. La filiere Bioéthanol

Le CHsOH est I'éthanol produit par la fermentation de la biomasse (fermentation des
sucres) créée a partir de matieres riches en saccharose (canne a sucre) amidon (mais, blé, etc.)
substrats de cellulose (déchets agricoles) cultures énergétiques, Microalgues. Le bioéthanol
contient 35% d'oxygéne qui permet la réduction des émissions de particules pour réduire les
émissions de CO2 de 7% (Sadi, 2012).

2.1. Fabrication de bioéthanol et de ses dérivés

Les microorganismes les plus utilisés dans le processus de fermentation et la production
d'éthanol sont Saccharomyces cerevisiae (levure) et Zymomonas mobilis (bactérie) souvent
utilisée pour convertir I'amidon en glocose puis en bioéthanol (voir figure 11). E. coli et le
genre Clostridium sont destinées a 1’usage industriel en raison de leur capacité a métaboliser
les pentoses (arabinose, xylose) et afin d’augmenter la productivité énergétique, des travaux
de modification génétique sont entretenues pour améliorer l'efficacité productive de ces

organismes (Koita, 2012).

Glucose

Glycolysis

v
2 Pyruvate

Pyruvate
2 CO, €| decarboxylase

v
2 Acetaldehyde

Alcohol
dehydrogenase
v

2 Ethanol

Figure 11: Voie métabolique de production du bioéthanol (Majidian et al.,2017)
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Le biobutanol dérive de 1’éthanol (voir figure 12) et présente de meilleurs avantages (teneur
énergétique plus élevée, corrosion et humidité plus faibles), mais il est produit en moindre
quantité (Koita, 2012).

Glucose

Glycolysis

v
2 Pyruvate

Pyruvate:ferredoxin
2 CO?( oxidoreductase
v

2 Acetyl-CoA
\LThlolase
3-Hydroxybutyryl-CoA
dehydrogenase Butanol
Butanol
H,0 Crotonase dehixkogeies
Butyry-CoA Butyraldehyde
dehydrogenase T
Butyryl-CoA
i Butyraldehyde
dehydrogenase

Figurel2 : Voie métabolique de la production microbienne de biobutanol
(Majidian et al., 2017)

2.2. Marché du bioéthanol

La production annuelle de bioéthanol dans le monde est de 100 milliards de litres, ce
qui est le plus grand volume de production de tout biocarburant produit a partir de microbes.
Les leaders mondiaux de la production de bioéthanol sont les Etats-Unis d'’Amérique (50
milliards de litres de mais) et le Brésil (30 milliards de litres de canne a sucre) (Walker,
2010).

Le bioéthanol est reconnu comme une alternative car il peut étre obtenu de maniere
durable sous tous les climats. Les Etats-Unis d’Amérique ont également adopté un objectif de
produire 36 milliards de gallons de biocarburant en 2022, dont 16 milliards de carburant
cellulosique, et en 2009, elle a produit environ 80 milliards de litres de carburant,
principalement du bioéthanol issu de cultures (mais) (Al-Haj, 2014). En 2019 sa production a

atteint les 60 milliards de litres de bioéthanol (IFP, https://www.ifpenergiesnouvelles.fr/)

Quant a la Chine, elle s'appuie sur les plantes-racines (manioc et patates douces)
comme source peu colteuse de fermentation. Le manioc contient un pourcentage élevé de

teneur en saccharose d'origine 30%. Le manioc seche (80% substrats fermentescibles) pousse
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dans les zones tropicales et subtropicales, c’est la culture la plus idéale pour la fermentation
du bioéthanol en Chine.

Selon le onzieme quinquennal des énergies renouvelables et du développement en
Chine, la production de bioéthanol a partir de matieres premieres non alimentaires ira dans le
sens du développement a l'avenir (Feng, 2009). Les perspectives de mise en ceuvre de la
deuxieme et de la troisieme génération se dessinent dans de nombreux pays, et le plan de

production a grande échelle est prévu pour 2020-2030 (Abdrezzaak ,2017).

2.3. Les micro-organismes impliqués dans la production des bioéthanol et dérivés

Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis est un micro-organisme capable de produire efficacement de 1’éthanol a
partir des sucres simples en utilisant certaines voies métaboliques (Dunn, 2015 ;Yang et al.,
2018). Ainsi, certains auteurs annoncent que ce micro-organisme posséde une voie
métabolique spéciale Entner-Doudoroff qui peut étre utilisée pour la production commerciale
de bioproduits (He et al, 2014) et qui produit une seule molécule d’ATP par glucose (Corcos,
2013). De plus, l’intégration du geéne hétérologue codant pour la 2-Kéto-isovalérate
décarboxylase (KdcA) est requis pour la production d’isobutanol chez Z. mobilis et que la
production d’isobutanol est passée de presque zéro a 100-150 mg/L chez ces souches
modifiées génétiquement avec le géne KdcA (Qui et al., 2020)( voir figure 13).
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Figure 13 : Voie de biosynthése de I’isobutanol et enzymes associées pour la production

d’isobutanol hétérologue chez Z. mobilis (Qui et al., 2020).

Escherichia coli

Les procédés qui sont en développement impliquent I’intervention de la bactérie
Escherichia coli dans la production de biocarburants (David, 2015). ils se basent sur une
modification génétique de la bactérie (E. coli), certains chercheurs ont développé une souche
d’E. Coli, A2A, qui est capable d’utiliser I’hémicellulose ou le glucose générant des acides
gras pouvant étre utilisés pour produire du biodiesel (Koppolu et Vasigala, 2016). D’autres
chercheurs ont émis I’hypothése de modifier la bactérie en lui insérant des génes pour qu’elle
puisse casser la grosse molécule d’alginate et la transformer en éthanol (David, 2015). Ainsi,
selon d’autres auteurs, les souches d’E. Coli peuvent étre modifiées pour fermenter
efficacement les sucres en isopropanol a I’aide de génes de Clostridium et produire aussi
I’éthanol et le butanol (Liu et Khosla, 2010). représente la voie de la fermentation du glucose

trouvée dans la bactérie E. coli produisant de 1’éthanol ( voir figure14).
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Figurel4 : Voie hétérofermentaire trouvée naturellement dans E. coli
(Liu et Khosla, 2010).

Enterobacter asburiae JDR-1
Les travaux parlant de I’implication de cette bactérie dans la production des

biocarburants ne sont pas trés abondants, mais la souche JDR-1 de la bactérie Enterobacter
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asburiae est une autre bactérie qui peut étre utilisée pour développer des biocatalyseurs
efficaces pour produire des carburants a partir d’hydrolysats d’hémicellulose de bois dur et

des résidus agricoles (Bi et al., 2009).

Clostridium acetobutylicum

Clostridium acetobutylicum est une bactérie qui produit naturellement des biocarburants
comme le butanol a partir des sources organiques (Reeder et al., 2019) ( voir figure 15).
Cependant, certains chercheurs ont procédé a une modification genétique de Clostridium
acetobutylicum par suppression et introduction de certains genes pour aboutir a une souche
capable de produire du n-butanol qui peut étre utilisé comme produit chimique en vrac et

comme carburant de transport alternatif renouvelable (Nguyen ,2016).
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Figure 15 : Métabolisme des sucres pour produire des biocarburants chez la bactérie
Clostridium acetobutylicum (Reeder et al., 2019) ;

Pseudomonas putida

P. putida est une bactérie & gram négative en forme de batonnets qui peut étre retrouvée

dans divers habitats écologiques grace a son métabolisme polyvalent adapté pour résister aux
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stress physicochimiques (Weimer et al., 2020). C’est un hote potentiel pour la production de
solvants (Cuenca et al, 2016) et certains chercheurs ont procédés a sa modification génétique
par I’insertion de certains geénes permettant de I’adapter a ce réle (Cuenca et al., 2016).

Chez P. putida 1’éthanol est oxydé en acétaldéhyde par deux voies: |’oxydation

périplasmique de 1’éthanol et 1’oxydation cytosolique de divers alcools (Yang et al., 2019).

3. Lafiliere Biodiesel
C'est un ester mono-alkylique d'acides gras a longue chaine de formule chimique
C20H4002 , produit par la réaction d'estérification des huiles d'origine végétale (colza, soja,
jatropha, caranga, jojoba, neem....), de graisses animales, de micro-organismes (micro-algues,
champignons, levures), d’huiles de cuisson et de déchets alimentaires. Le biodiesel ne
contient presque pas de soufre ou de substances aromatiques. 10% oxygeéne et acides gras
ester éthylique ou méthylique (Buhroo, 2018).

3.1. Production de biodiesel

Le biodiesel produit a partir de microalgues est le plus durable a cause de leur
potentiel de croissance rapide. Elles contiennent des niveaux tres élevés de graisses
(principalement des triglycérides). Les principales étapes de leur extraction sont les suivantes

» Récolte des algues

> Extraction et purification de la biomasse des algues (séchage de la biomasse de
plusieurs manieres)

> Inactivation des cellules d'algues (stérilisation par hydrolyse acide-alcaline)

» Utilisation de solvants, des ondes ultrasonores ou des impulsion électromagnétique
pour extraire les graisses (température effective, par exemple, 60 C°). La
concentration de triglycérides est élevée.

> Le dioxyde de carbone est pompé pendant le processus d'extraction pour réduire le pH
et faciliter la séparation des huiles (Lin, 2013).

Le biodiesel est fabriqué par un procédé réactif appelé transestérification (Voir
Figure 16) meélangeant de I'huile froide a de I'alcool (éthanol) en présence d'un catalyseur

chimique (sodium ou I'nydroxyde de potassium) (Arshad, 2018)
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plus Catalyst — > Transesterification Biodiesel ——> Biodiesel

A :
- v

Crude Glycerin

Y

Methanol B R Glyce':ine Glycerin
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Figure 16 : Schéma de la voie de production de biodiésel

(Source : https://afdc.energy.gov/fuels/biodiesel production.html)

3.2. Marché du biodiesel

Le biodiesel est le biocarburant le plus utilisé dans l'industrie. Les Etats-Unis
dépendent principalement du soja et I'Europe du tournesol comme source d'huile végétale
pour produire le biodiesel. Le besoin en biodiesel est en constante augmentation par rapport
aux autres types de biocarburants, du fait de I'augmentation du nombre des véhicules diesel.
Il existe plusieurs acteurs en France ayant obtenus des résultats satisfaisants en s’investissant
dans le biodiesel en particulier et les biocarburants en général (comme les sociétés : CEA ,
Ademe, CRNS , IFP) (alaure.demarignan@ifp.f).

Il existe également plusieurs expériences et études pour investir dans les déchets de
cuisson (notamment I'huile de cuisson) pour la production de biodiesel en Inde (Buhroo
,2018).

3.3. Production de biodiesel par Saccharomyces cerevisiae

Les microalgues sont capables de produire du biodiesel 200 fois plus efficace que les
cultures traditionnelles (El-Dalatony et al., 2017). Cependant, d'importants obstacles
techniques (rareté des terres appropriées, manque de rayonnement actif impliquant la

fourniture de lumiere supplémentaire, d'engrais, du contrble de la tempeérature et de la
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protection contre les especes envahissantes non productrices....) empéchent actuellement leur
utilisation commerciale.

Les levures oléagineuses sont considérées comme une source alternative prometteuse de
lipides pour la production de carburant biodiesel. En suivant cette théorie, une souche de
levure indigéne Saccharomyces cerevisiae isolée d’un brassage en laboratoire a été étudiée
pour la production de biodiesel par une approche de transesterification in situ en utilisant la
1,1,3,3- tetramethylguanidine comme catalyseur (Phukan et al., 2019). Le développement de
S. cerevisiae en tant qu’usine de cellules d’esthers ethyliques d’acides gras représenterait une
opportunité pour la production de biodiesel en raison de son histoire fructueuse dans le
domaine de la biotechnologie (Valle-Rodriguez et al., 2014).

4. Le biogaz
C'est un gaz issu de la décomposition de matieres organiques (déchets organiques,
charbon de bois industriel, biomasse algale), obtenu par deux procédés (Ribeiro-Leite et al.,

2021) : une gazéification et une digestion anaérobie.

4.1. Production de biogaz

La technique de gazéification est un procédé thermique (a 1200°C) qui utilise la
pression et la vapeur pour convertir la biomasse (déchets organiques) directement en un gaz
composé principalement de carbone et d'hydrogéne (le procédé d'oxydation et de réduction
comprend alors la pyrolyse et la conversion de la biomasse en énergie) (Buhroo, 2018).

Le méthane biogéne quant a lui résulte de la digestion anaérobie des décharges
organiques. Cette méthanogenes peut se faire dans les digesteurs méthaniers (cuve
cylindrique hermétique de stockage des déchets organiques), permettant la valorisation de
differents déchets (déchets liquides ou solides d'élevage, eaux usées, boues industrielles,
déchets industriels ou déchets municipaux (journaux, déchets alimentaires). Elle comprend
trois étapes principales :

> Hydrolyse des protéines et des graisses en composes simples, acides aminés, peptides

» [Formation d'acétate

» Conversion de l'acide acétique en méthane).

Le biométhane de premiére génération est actuellement utilisée dans le secteur industriel.
Celui de la deuxiéme genération est en cours d'essai. La troisiéme génération de méthane est
une transformation directe de microalgues cultivées dans des réacteurs de photosynthese

encore en cours de test (Demilly et al., 2020).

26



Chapitre IT : Les biocarburants et les microorganismes impliqués dans leur synthese

4.2. Bacteries productrices de biogaz

Parmi les bacteries méthanogénes on peut citer Methanococcus thermolithotrophicus
qui est une bactérie méthanogéne coccoide mobile thermophile autotrophe et qui a été isolée
a partir de sédiments marins chauffés par géothermie pres de Naples, en Italie (Huber, 1982).

5. Le Gaz de synthése ou Syngas

C'est un intermédiaire obtenu par la gazéification de la pyrolyse de la biomasse et la
décomposition catalytique des déchets organiques (1000°C) utilisés pour produire de
I'éthanol et d'autres alcools et permet également la transformation du charbon en

hydrocarbures liquides (EI-Nagar et Ali Ghanem , 2019)

5.1.Acetobacterium sp. et la production de syngas

Le gaz de synthése (Syngas) est un mélange gazeux compose principalement de H, de Co
et de CO; et peut étre dérivé de différentes sources y compris les matériaux renouvelables
comme la lignocellulose (Bertsch et Miller, 2015). Les acétogenes sont des anaerobies
obligatoires qui réduisent le CO- en carbone cellulaire pour la conservation d’énergie (Liew
et al.,, 2013). Acetobacterium woodii et Methanospirillum hungatei sont deux especes
acétogenes et méthanogeénes qui peuvent étre effectivement impliquées dans la décomposition
anaérobie (Manimegalai et al., 2014). Le biogaz est une des énergies qui nécessite une plus
grande attention vers une production efficace de méthane en décomposition anaérobie,
Cependant, la fermentation du gaz de synthése en certains biocarburants a 1’aide de bactéries
acétogenes est limitée par deux choses (Bertsch et Mdller, 2015) : métabolisme énergétique

mal compris et manque d’outils génétiques sophistiqués pour la modification des acétogenes.

6. Le biohydrogéene

L'hydrogéne est I'élément le plus léger et le plus abondant de l'univers a 75 %. Il est
rarement pur sur terre. La plupart de I'nydrogene se trouve dans les composés organiques et
I'eau. De nombreuses entreprises développent actuellement des technologies pour exploiter
I'nydrogene a pleine capacité en utilisant de nombreuses méthodes pour le produire :
Technologie vapeur (plus courante), production d'hydrogéne a l'aide de meéthane a des

températures élevées, électrolyse de I'eau.
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Les micro-organismes sont également connus pour leur capacité a produire de
I'nydrogene Chlamydomonas reihardtii (micro-algue production de H.), ou lors de la
photosynthése ils produisent du sulfate d'hydrogene a la place de I'oxygéne. Les scientifiques
cherchent également a développer des méthodes de production d'hydrogéne, car les cellules

microbiennes anaérobies sont une usine de sa production. (Dinco et al.,2010)

La production biologique d'hydrogéne est considérée comme la méthode la plus
propre par rapport a d'autres méthodes telles que la vapeur, car elle ne produit pas de dioxyde

de carbone ( voir figurel?).
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partir de la présence d’énergie lumineuse (Ribeiro leite et al., 2021)

Il existe deux types de conversions hétérotrophes dans lesquelles les substrats
organiques sont transformes en composés organiques plus simples avec production
simultanée d’hydrogéne moléculaire (Menia et al., 2019) :

» La fermentation sombre réalisée par des bactéries anaérobies (Clostridium spp) qui
transforment les hydrates de carbone en biohydrogéne.

» La photo-fermentation réalisée par des bactéries photosynthétiques.

6.1.Production d’H> par Clostridium spp.
L’hydrogéne est un carburant trés prometteur pour le future en raison de son
caractere respectueux de I’environnement et de son rendement énergétique élevé et qui peut

étre utilisé comme source d'énergie durable (Wang et al., 2007 ;Xing et al., 2008). Le genre
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Clostridium est considéré comme l’un des principaux producteurs 1’Hz. On peut citer :
C. butyricum, C. pasteurianum (Heligsmann., 2012)

6.2. Synthése d’H: par biophotolyse de I’eau

Les cyanobactéries sont considérées comme des usines potentielles pour la production
d’hydrogéne (Yu et Takahashi, 2007 ;Ghiasian, 2019). La biophotolyse de 1’eau peut se
produire aussi par les algues vertes (Menia et al., 2019). Elle peut étre directe ou indirecte
(Mudhoo et al ; 2011,Gurtekin, 2014).

> Biophotolyse directe
Similaire a la photosynthése des plantes et des algues vertes ou 1’énergie solaire est
directement convertie en hydrogeéne via les réactions photosynthétiques suivantes :
2H20 + hv ——> 2H, + O3
Ou : hv représente 1’énergie d’un photon dans la lumiére (h : constante de Planck et v : fréquence de
la lumiére).

L’avantage de cette méthode est que 1’alimentation principale est I’eau qui est peu
colteuse et qui est disponible presque partout. Cependant, elle peut étre limitée par (Gurtekin,
2014):

e Efficacité de conversion solaire de 1’appareil photosynthétique.
e Processus de synthese de H qui doit étre separé les processus d’oxydation de H20.
e Conception et codt du bioréacteur.
> Biophotolyse indirecte
La biophotolyse indirecte se fait en deux étapes:
e La photosynthese pour I’accumulation des glucides.

e La fermentation sombre du carbone servant a la production d’hydrogéne.

7. Piles a combustible microbiennes MFC

Ce sont des réacteurs biochimiques qui traitent les déchets organiques pour produire
de I’¢électricité, ou les micro-organismes convertissent directement I'énergie chimique stockee
dans la matiére organique (glucides simples) en énergie électrique. Les microorganismes
vivants agissent comme des biocatalyseurs et la cellulose est utilisée comme donneur
d'électrons et la cellule constitue I'appareil qui fournit des réactions d'oxydoreduction
biologiques (Rismani-Yazdi, 2008) ( voir figure 18).
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Comme exemples, les bactéries Comamonas spp et Clostridium spp sont placées dans la
chambre anodique avec un matériau organique (la cellulose) en conditio ns anaérobies, ou
elle stimule les bactéries pour oxyder la matiére organique et transférer les électrons
résultants a I'électrode positive. Les protons se combinent avec les électrons et I'oxygéne a la
surface de la cathode pour former de I'eau.

En outre, des techniques de transfert direct d'électrons ont été pratiquées en utilisant
des bactéries électriguement actives Geobacter Suffurreducens, Shewanella ondeidensis
et S. putrefecins sp. Afin que le contact soit direct entre les cellules bactériennes et
I'électrode, les bactéries sécretent des mediateurs redox solubles et transférent des électrons a

I'électrode pour génerer de I'énergie électrique ( Rismani-Yazdi, 2008 ; Dinco, 2010).
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Figurel8 : Schéma d'une pile a combustible microbienne contenant une cellule bactérienne
(BC). Le transport d'électrons fait intervenir des porteurs d'électrons oxydés et réduits (ECred

et ECox), et des médiateurs (Medox et Medred) (Rismani-Yazdi, 2008).

4. Utilisation des biocarburants

Tableau 03 : les utilisations des biocarburants
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Biocarburant Utilisations

Bioethanol e supplément ou additif dans le secteur des transports (voitures,
camions, trains et avions) il est ajouté en proportion variable a
I'essence

e production d'énergie thermique (chauffages au bioalcool)
(Andrlova, 2013).

e matiere premiere dans la fabrication de nombreux produits
chimiques (peinture détergente, agent antiseptique blanchissant...)

¢ Fabrication de plastiques, conservateurs et boissons alcooliques
e Industrie pharmaceutique, cosmétique, produits alimentaires

(bioéthanol de deuxieme génération) (EUBIA,2002-2006)

Biodiesel e Utilisation dans le secteur des transports (comme carburant pour
voitures, camions, avions, trains...) seul (moteurs spéciaux) ou
comme additif (Arshad, 2018).

e Le produit glycérine est utilisé dans la fabrication de nombreux

cosmétiques, savons, produits pharmaceutiques (Boukhetia, 2010).

Syngas e |l est utilisé dans la production d'alcools et d'hydrocarbures
liquides (Boukhetia, 2010).

Biogaz e Production d'électricité et de chaleur (stations d'épuration et usines
de biogaz) (Andrlova, 2013).

Biohydrogéne e |l peut étre utilisé dans les moteurs de voitures et de bateaux
comme carburant

e Pour les besoins énergétiques des batiments et des maisons

e Source dalimentation pour appareils électroniques portables
(Aspirations). (Dinco et al.,2010)

MFC e production d’¢électricité (Rismani-Yazdi, 2008).
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La biomasse lignocellulosique est constituée de bois, paille, mauvaises herbes, résidus de
cultures, déchets agricoles et déchets forestiers. Ses ressources les plus populaires sont les
arbres a croissance rapide et les herbes comme I'eucalyptus, le chanvre et le miscanthus (voir
figure 19). Leur utilisation comme matiere premiéere pour la synthese de bioéthanol constitue
une meilleure alternative a celui d’origine fossile et la plus durable au regard de la masse
énorme obtenue facilement (491 milliards de litres/ans de déchets agricoles) (Archad, 2018).
Ce qui la distingue aussi c'est qu'il s'agit d'une biomasse non alimentaire abondante et bon
marché (Koita, 2012)

T e

Figure 19: Les ressources les plus populaires pour le bioéthanol lignocellulosique
(EUBIA, 2002-2006)

Le bioéthanol appartient aux biocarburants de deuxiéme génération (déchets de bois issus
de l'agriculture). La biomasse lignocellulosique a un grand potentiel économique, elle fournit
70 % des sucres convertibles sans étre une menace pour l'écosysteme et sans affecter

I'approvisionnement alimentaire (Maarouf, 2020).

Cependant, I'un des défis de production les plus importants est la difficulté de
décomposer cette biomasse en sucres simples et sa capacité a résister aux enzymes en raison
de sa structure cristalline imperméable. Pour relever ce défi, les scientifiques ont utilisé la

stratégie du génie génétique pour améliorer la capacité des microorganismes a produire de
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I'é¢thanol lignocellulosique, ainsi que pour modifier la chimie de la lignine et améliorer les

propriétés des plantes (Zhang et al., 2019).

La modification a également touché les genes codant pour les enzymes hydrolysant la lignine

(Tiangang ,2010). Donc on est passé a des produits de 4™ génération de biocarburants.
1. La conversion de la biomasse lignocellulosique

La lignocellulose est un composé polymeére tridimensionnel complexe (voir figure20)
composé de trois parties principales : cellulose (45 % en poids sec), hémicellulose (30% en
poids sec) et lignine (25% en poids sec) (Koita, 2012)

Macrofibril

10-20 nm

Pentose

Hexose

Crystalline
cellulose

bond

Figure20 : Structure chimique de la biomasse lignocellulosique (Eibner, 2015)
La biomasse lignocellulosigue est convertie en bioéthanol a travers trois étapes de base :
e Le prétraitement qui permet la destruction de matrices complexes d’hemicellulose et de
lignine
e L'hydrolyse qui permet de libérer les sucres fermentescibles

e La fermentation ou la transformation microbienne (Alfenor et Molina-Jouve,
2016).(voir figure 21)
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Figure 21 : Schématisation de la production de bioéthanol lignocellulosic (Lamichhane et al.,
2021)

1.1. Prétraitement de la biomasse

Il se fait par dissolution et ouverture de la lignine tout en évitant la formation de sous-
produits pouvant inhiber les étapes ultérieures. Il permet d’augmente la porosité des matrices
fibreuses pour favoriser la pénétration des enzymes dans la structure et libere la cellulose des
lignines et des hémicelluloses (An Tran et al.,2019).

Des méthodes physiques, chimiques et biologiques sont utilisées pour le prétraitement de la
lignocellulose (Archad, 2018). Le tableau 04 représente les procédés de traitement les plus

importants avec leurs avantages et inconvénients.
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Tableau 04 : les Avantages et les inconvénients des différentes méthodes de prétraitement

des matériaux lignocellulosique (Archad, 2018).

Traitement primaire

Avantages

Inconvénients

-Décomposition facile

- Requise pour la réaction

Biologique de lignine et hémicellulose. d'hydrolyse
-énergie minimale. - trop lent.
- La structure cristalline de la |- Energie supplémentaire
Le broyage .
cellulose peut soulager. requise.
Une explosion de o -Libére des  substances
- Transforme la lignine en ses ]
vapeur toxiques.

composants facilement.
- Une meilleure libération des

molécules de glucose.

-Complexes résidentiels.

-Dégradation partielle de

hémicellulose.
- Expose une grande partie de la
L'explosion de dioxyde | surface. )
) A Une haute pression est
de carbone - Meilleur codt. )
o | requise.
- Ne génere pas de composés
toxiques.
Oxydation humide Meilleure extraction du lignine .
Codteux.

Faible formation d'inhibiteurs.

Dissolution organique

Décomposition efficace de la

lignine et hémicellulose

Peut provoquer un drainage
et de problemes

environnementaux.

Acide dilué

- Moins de problemes de corrosion

par rapport a acide concentré.

Des sous-produits acides

concentrés se forment.

Concentré acide

meilleure production de glucose

Récupération de l'acide est

essentielle.
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1.2. L'hydrolyse

Aprés prétraitement de la lignocellulose, les chaines des polysaccharides générés sont soumis
a I’action d’enzymes agissent pour les briser et convertir I'némicellulose et la cellulose en
sucres simples fermentescibles (glucose et xylose). L'enzyme commercialisée pour
hydrolyser la cellulose et I'némicellulose est en fait un mélange de différents types
d'enzymes, communément appelées cellulase, extraites de micro-organismes (An Tran et al.,
2019).

1.3. La fermentation

Des micro-organismes sont employés pour métaboliser les sucres simples libérés de
I'nydrolyse enzymatique afin de les convertir en bioéthanol et dioxyde de carbone. Quelques
exemples les plus utilisés sont Saccharomyces cerevisiae, Zynomonas mobilis et Escherichia
coli (Koita, 2012). Le tableau 05 représente certains micro-organismes populaires pour la

production de bioethanol et quelques caracteres biochimiques.

Tableau 05 : Quelgues micro-organismes populaires pour la production de bioéthanol
(AnTran et al.,2019).

Caractere Microorganisms

E.coli Z.mobilis | S.cerevisiae
Fermentation D-glucose + + +
Autres hexoses utilisés (D-galactose et mannose) + - +

Utilisation des pentoses (D-xylose et L-arabinose) | + - -

Utilisation directe d’hémicellulose -

Fermentation anaérobie - + +
Formation d’un mélange de produits + F F
Productivité élevée en éthanol (a partie de glucose) | - + +
Tolérance a 1’éthanol F F +
Tolérance aux inhibiteurs dérivées de la|F F +
lignocelluose

Gamme de pH acide - - +

+ positive, — negative, F faible
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Selon An Tran et ses collaborateurs, en 2019, deux approches existent :

- Une hydrolyse et fermentation separées et successives ou les microorganismes sont
ajoutés au mélange aprés 1’hydrolyse. Cette méthode présente certains points faibles
inhérents, notamment la contamination, la formation d'inhibiteurs et I'exigence de plus
de temps et d'équipements supplémentaires.

- L'hydrolyse enzymatique et la fermentation des microorganismes simultanément, ou
les enzymes et les micro-organismes sont chargés au méme temps dans le mélange.
Cette méthode s'est aveérée bien meilleure avec un temps plus court, moins

d'équipement et un risque de contamination minimisé.

La production d'éthanol a partir de biomasse lignocellulosique est encore a I'étude et a
I'amélioration et n'a pas encore atteint I'échelle commerciale. Elle est également confrontée a

de nombreux obstacles et problémes (Bouhro, 2018).

2. Les problémes rencontrés dans ce processus

L'un des défis les plus importants est que la majorité des micro-organismes sont
incapables de métabolisée les pentoses (C5) tandis qu'ils consomment facilement les hexoses
(C6) tel que le glucose (Al-Haj, 2014).

La structure de la biomasse lignocellulosique est aussi un des problemes majeurs
auxquels est affrontée la production. Elle est résistante a la décomposition en raison de son
hétérogénéité structurelle, car ses composes sont fortement liés par des liaisons covalentes et
hydrogene (Robak et Balcerek.,2018).

En plus de la formation de nombreux inhibiteurs lors du prétraitement et de la
décomposition enzymatique. Ces inhibiteurs (tels que les acides organiques, I'acide formique
et I'acide acétique) créent un environnement hostile pour les microorganismes fragilisant et
réduisant leur taux de croissance, ce qui affecte négativement la production (Robak et
Balcerek, 2018)

3. Solutions qu’apporte le génie génétique

3.1. Modification génétique de la bactérie
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La conversion de xylose en éthanol, la compatibilité microorganisme-enzyme et les
faibles taux d'hydrolyse de la cellulose constituent des défis qui freinent la fermentation de
I'éthanol. Des efforts ont été déployés pour améliorer la fermentation de I'éthanol a partir de
xylose. Cependant, les faibles rendements en éthanol, la formation de sous-produits, le pH
neutre requis pour la croissance et lI'intolérance a une concentration élevée en éthanol sont des
inconvénients de l'utilisation de bactéries dans la fermentation a grande échelle Récemment,
la recherche s'est concentrée sur le développement de procédés améliorés et 1'usage des
micro-organismes recombinants, toutefois, des investigations plus approfondies sont encore

nécessaires. (lin et Tanaka., 2006)

Saccharomyces cerevisiae et Zymomonas mobilis sont les biocatalyseurs industriel de
choix pour la fermentation des sucres en éthanol. Cependant, leur incapacité a métaboliser les
pentoses limite leur utilisation dans la fermentation des sucres lignocellulosiques. Ce vide est
comblé par Escherichia coli recombinante portant les génes codant pour la pyruvate
décarboxylase et l'alcool deshydrogenase de Z. mobilis. Les productivités spécifiques et
volumétriques de ces souches d'E. coli sont proches de celles de la levure avec en plus
I'avantage de pouvoir fermenter tous les sucres de la biomasse en éthanol en milieu de sels

minéraux sans nutriments complexes comme l'exige la levure (Shanmugam et al., 2020).

Compte tenu de la grande plasticité du génome d’Escherichia coli rendant les manipulations
génétiques aisées, elle a été la meilleure candidate pour la transformation génétique bien qu’a
la base, elle n’est pas productrice de I’éthanol. En fonction des modifications apportées a son
génome, elle présente I’avantage de pouvoir utiliser tout type de substrat, et notamment les

pentoses et hexoses formant les hémicelluloses (Boucher, 2014).

La souche KO11 est une souche d’Escherichia coli éthanologene de référence actuelle. En
plus de l'ingénierie métabolique visant & améliorer la production d'éthanol, la souche a éte
soumise a plusieurs séries d'expériences d'évolution dirigée. Ces expériences ont clairement
abouti a une souche avec une capacité améliorée a produire de I'éthanol. La compréhension
de ces modifications génétiques permettra l'identification de genes (dont certains peuvent étre
nouveaux ou inattendus) qui seront les clés des futures recherches sur l'amélioration de

I'éthanologenese https://genome.jgi.doe.gov/portal/escck/escck.home.html
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Cette souche éthanologene (KO11) était capable de convertir le glucose et le xylose en
éthanol avec des rendements de 103 a 106 % de la valeur théorique De plus, KO11 se
développe plus rapidement sur un milieu contenant des xyloses que sa souche parente
ATCC11303. Au cours de la combinaison, deux genes sont nécessaires, un pour le pyruvate
décarboxylase et un autre pour l'alcool déshydrogénase. Ces enzymes travaillant ensemble
dans la cellule détourneront le pyruvate des autres produits de fermentation vers I'éthanol.
Les étapes par E. coli initial et E. coli éthanologene dans la fermentation alcoolique sont

présentées sur la figure 3(lin.Y et Tanaka.S; 2006)
Escherichia coli KO11

Un objectif central du ministére de I'Energie et du Centre de recherche sur la
bioénergie des Grands Lacs est d'éliminer les obstacles a I'éthanologenése cellulosique
microbienne économique. En particulier, la recherche au GLBRC vise a générer une
meilleure compréhension des processus cellulaires associés aux goulots d'étranglement
actuels dans la conversion de la cellulose en éthanol. Plusieurs éléments de preuve indiquent
qu'un goulot d'étranglement critique actuel est la capacité d'E. coli a convertir les sucres
dérivés de la cellulose en éthanol (Keating, 2008) (voir figure 22)

1/2 Glucose 112 Glucose
A (100 mol glucose) B (100 mol glucose)
2[H] 0—{ 4£H] Ji"” 2[H] ‘—i
) P Phosphoenol )1
Phosphoenol . > Succinate Succinate e p— P
Pyruvate 04 d 2[H]
10.7
Co;,
Lactate Pyruvate === Acetaldehyde Ethanol
Lactate Pyruvate 5.7 PDC co, ADH 206
79.5 2[H] -
2[H] .
Acetyl-CoA  Formate === CO»+ H; g
o) 24 980 75.0 Acetyl-CoA Formate === CO,+ H;
I[H]| =
Acetgldehyde  Acetyl-P Acetaldehyde  Acetyl-P
2[H]
Ethanol Acetate Ethanol Acetate
49.8 36.5 0.7

Figure 22 : (A) Produits de fermentation typiques fabriqués par un Escherichia coli K12
fermentant du glucose. Les produits sont exprimés en moles produites pour 100 moles de
glucose fermenté avec 91% du carbone représenté comme produits de fermentation.
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(B) E. coli transformée avec « l'opéron pet » détourne presque tout le glucose en éthanol.
Cette souche (KO11) porte également une mutation qui blogue la production de succinate.
(lin et Tanaka., 2006)

3.2. Modification génétique de la biomasse

L’étude et compréhension de la biosynthese de la paroi cellulaire des plantes et des
propriétés de leur structure et leur dégradation par des enzymes améliore et accélere le
processus et les méthodes de décomposition de la biomasse Ceci peut étre réalisé par
I'ingénierie de la structure de la paroi cellulaire végétale. La connaissance des genes
impliqués dans la biosynthése de la paroi cellulaire (la majorité inconnue)et de leurs
fonctions est impérative pour formuler des stratégies de modification génétique des caracteres
de la biomasse (Kent, 2015).

L'une des études les plus importantes sur la conception de la paroi cellulaire modifiée
La liaison du monomeére de lignine a été modifiée, ce qui a amélioré la capacité de digestion
des polymeres de lignine. 1l a grandement simplifié la gravure enzymatique des matériaux
cellulosiques. Les modifications de la paroi cellulaire peuvent également affecter la capacité

de la plante a résister aux stress et aux maladies indésirables (U.S. DOE, 2015).

Ces découvertes motivent la poursuite des recherches sur la structure de la paroi
cellulaire et la biosynthese pour faciliter la compréhension de la formation de la biomasse et
augmenter la qualité des bioproduits. Cependant, ces recherches n'en sont qu'a leurs
premieres étapes (U.S. DOE, 2015).
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Conclusion

Le biocarburant est un carburant produit a partir de la conversion de la biomasse qui
fait encore I'objet de recherches et d'améliorations. Le début fut avec la premiere génération
produite a partir de matieres premiéres végétales, qui se heurta & de nombreux obstacles dont
le plus important était la concurrence avec l'alimentation humaine et animale. Aprés sont
apparues les biocarburants de la deuxiéme génération produits principalement a partir des
déchets agricoles. La difficulté de la conversion de la biomasse a incité les chercheurs a opter
pour la troisieme génération produite a partir de microorganismes (notamment les
microalgues) et a développer de nouvelles voies en utilisant le génie génétique pour des

produits de quatrieme génération.

L'éthanol et les esters méthyliques des huiles végétales constituent les principaux
biocarburants produits et consommés aujourd'hui. Cependant, d'autres types prennent un peu

plus d'importance ou commencent & apparaitre.

A travers cette recherche bibliographique sur ce sujet, nous concluons que les
biocarburants peuvent étre un concurrent sérieux des combustibles fossiles en raison de leurs
multiples avantages, tels qu'étre une énergie durable et renouvelable, une source de
développement économique sdre et respectueuse de l'environnement a un certain seuil.
Cependant, cette technologie a encore besoin de développement et d'amélioration sur le plan
qualité et cout, en plus, dans le secteur des transports, ces produits ne sont -pour la plupart-
pas disponibles pour une utilisation dans les moteurs actuels. Un autre inconvénient étant
1'épuisement et la pollution des réserves d’eau ainsi que la pollution des terres engendrée par
le processus globale de production des biocarburants particuliérement ceux de la 1°¢
génération (de vastes terres agricoles utilisées, des engrais, leur transformation industrielle et

leur distribution).

Mais a l'avenir, si un soutien suffisant est apporté aux chercheurs dans ce domaine, on
s'attend a ce que ce soit une alternative réussie aux combustibles fossiles. Le plus grand defi
sera a ce moment de produire de grandes quantités capables de couvrir la demande du marché

en combustibles avec un budget inférieur et une meilleure qualité.



Conclusion

L’Investissement dans des biocarburants de deuxiéme génération issus de biomasse
lignocellulosique (résidus agricoles ou mauvaises herbes) a haut rendement avec I'utilisation
du génie génétique pour améliorer les agents producteurs (microorganismes) peut aider a
surmonter la difficulté de convertir la lignocellulose et génére ainsi un nouvel horizon dans
lequel les déchets sont recyclés. Ceci crée de nombreux emplois et contribue au

développement économique.

Cependant, une lourde perspective d'avenir se dessine remettant en question I’intérét
des biocarburants, c’est que [’utilisation actuelle de la biomasse pour produire les
biocarburants ne privera-t-elle pas les générations futures de reconstituer les stocks de pétrole

a partir de la matiére organique animale ou végétale ?...
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Revue bibliographique sur les biocarburants microbiennes

Résumé

Le biocarburant est une énergie durable issue de matiére organique d'origine animale ou végétale. Il
est considéré comme une énergie renouvelable produite en transformant la biomasse, qu'elle soit
sous forme de céréales et de cultures agricoles comme le mais, ou sous forme d'huiles comme
I'nuile de soja et I'huile de palme. Le bioéthanol et le biodiesel sont les produits majoritaires
obtenus par des méthodes physicochimiques ou biochimiques impliquant plusieurs types
microbiens, entre autres les levures et les bactéries. Le type de biomasse utilisé a évolué au fil du
temps, entrainant la création de différentes générations de biocarburants de la premiére génération
produite a partir de plantes comestibles a la deuxieéme issue de plantes non comestibles et de
déchets agricoles puis la troisieme génération extraite d'algues microscopiques et en fin la
guatrieme génération faisant intervenir les techniques de génie génétique dans la modification des
microorganismes producteurs ou celle de la biomasse méme. L'utilisation de biocarburants comme
source d'énergie présente certes un impact positif sur I'environnement car elle réduit les émissions
de gaz a effet de serre, ce qui en a fait le centre d'intéréts et de soutien de nombreux pays pour
servir de solution au probléme d’approvisionnement énergétique, dans divers secteurs comme les
transports et la production d'énergie électrique et thermique. Mais ceci ne peut pas nier les
inconvénients de cette production particulierement les investissements nécessaires a leur
développement et a leur rentabilité. L’objectif de cette recherche est de jeter la lumiere sur le sujet
des biocarburants, leur types, leurs caractéristiques, la contribution des bacteries dans leur
production et est ce qu'ils constituent réellement une alternative aux énergies fossiles ou pas.
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