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Les enjeux climatiques nécessitent le développement d’un mix énergétique privilegiant les énergies
décarbonées.

IFPEN y contribue par différentes voies, dont celle des biocarburants a partir de ressources non
alimentaires.

La production d’éthanol lignocellulosique (ou éthanol 2G) nécessite une étape d’hydrolyse
enzymatique afin de transformer la cellulose en glucose, qui sera ensuite transformé en éthanol par
fermentation alcoolique. Cette étape est réalisée par voie enzymatique mais constitue un des verrous
économiques majeurs au développement du procédé a cause du colt élevé des enzymes,

appelées cellulases.

La plupart des cellulases industrielles sont produites par le champignon filamenteux Trichoderma
reesei, grace a sa forte capacité de sécrétion, qui permet d’atteindre des concentrations supérieures
a 100 g/I[l]. Le procédé classique de production développé a IFPEN est conduit en deux étapes, une
étape en mode batch et une étape en mode fed-batch :
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¢ la premiére étape consiste a cultiver le champignon dans des fermenteurs agités et aérés de
plusieurs centaines de m3. Une agitation tres intense est requise durant cette étape pour
favoriser le transfert d’oxygene de l'air vers les micro-organismes. La morphologie filamenteuse
du champignon est a I'origine du comportement rhéologique non newtonien* du milieu et
défavorise a forte concentration ce transfertl2l. En effet, la viscosité augmente lorsque la
concentration en champignons augmente, d’ou la nécessité d’apporter une puissance d’agitation
trés conséquentelS].

¢ une fois le milieu fermentaire suffisamment concentré en biomasse filamenteuse, on passe en
mode fed-batch, avec la mise en place d’'une alimentation par un flux en sucre inducteur. Ce flux
est limitant, c'est-a-dire qu'il est inférieur a la capacité maximale de consommation des
champignons et provoque un changement métabolique. La culture passe alors en étape de
production, durant laquelle les champignons produisent les enzymes recherchées (les
cellulases).

La technologie d’agitation des fermenteurs industriels est critique pour la production d’enzymes car
elle doit assurer des conditions optimales en termes de transfert d’'oxygéne et d’homogéneéisation des
concentrations en substrats, tout en respectant une double contrainte : limiter la consommation
énergeétique et minimiser 'impact mécanique du cisaillement sur les micro-organismes. Ce dernier
point a suscité un effort de recherche significatif a IFPEN depuis quelques années. Cela a été rendu
possible par le développement d’outils de caractérisation innovants, concernant la caractérisation de
la rhéologie des milieux[4] et le traitement d’'images pour la morphologie des champignons filamenteux
[5], tel quiillustré en figure 1.

Ces outils ont été appliqués a la caractérisation de fermentations réalisées dans des conditions
d’agitation tres variées en termes de puissance fournie, de type de mobile d’agitation et de taille de
fermenteur. Les données obtenues, d’'une richesse unique dans ce domaine, ont permis d’identifier les
descripteurs hydrodynamiques pertinents pour prédire la rhéologie, la morphologie et les
performances fermentaires du champignon filamenteux.

* dont la viscosité varie avec le taux de cisaillement.




Figure 1 : Culture de Trichoderma reesei dans un fermenteur de 3 | et image issue d’une analyse
microscopique de la morphologie des champignons

En comparaison a différents critéres classiquement utilisés pour quantifier le cisaillement, le critére
apparaissant comme le plus pertinent est le critere dit EDCF-?max pour Eddy
dissipation/Circulation Function. Ce critere est défini par le ratio entre la dissipation énergétique
maximale dans le sillage des péles du mobile d’agitation (?max) et le temps moyen séparant deux
passages du champignon dans la zone de plus forte agitation (temps de cycle). Le critere EDCF-
?max est notamment trés bien adapté pour extrapoler a plus grande échelle les fermentations
étudiées au laboratoire car il offre une trés bonne corrélation avec des grandeurs clefs (rhéologie,
morphologie, croissance du champignon) et permet ainsi une démarche prédictive sur les
performances quantitatives des fermenteurs industriels. Ceci est illustré a la figure 2 qui présente
I'évolution des grandeurs d’'intérét durant la phase de croissance, vis-a-vis du critere retenu.
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Figure 2 : Mise en évidence de la dépendance respective du taux de croissance, de la viscosité et de
la morphologie vis-a-vis du critere EDCF-?max.

Durant la phase de production d’enzyme, une baisse quantitative de celle-ci a été observée sous
I'effet d’'une trop forte agitation. Une analyse protéomique des protéines intracellulaires a différents
niveaux d’agitation montre que le type de protéines synthétisées est affecté, avec une diminution de la
production de cellulases désirées au profit d’'une augmentation de la synthese de protéines de
réponse au stress et de celles impliquées dans le métabolisme central. Ce résultat suggere une plus

grande dépense d’énergie pour la maintenance cellulaire au détriment de la production de cellulases
[6]

Le critere EDCF-?max pouvant aussi étre facilement relié a des propriétés de mobiles d’agitation
connues, comme leur capacité intrinseque de pompage et de puissance énergétique, il constitue
aussi une aide précieuse pour le choix des futures technologies d’agitation.

Les travaux ont été menés en grande partie en collaboration avec les Professeurs C. Béal
d’AgroParisTech et A\W. Nienow de 'université de Birmingham, dans le cadre d’une these financée
par 'Ademe, conduite au sein d’'IFPEN et soutenue en 2016[7].

Témoignages de I'équipe de these de Nicolas Hardy :

Les travaux réalisés ont été salués par la communauté scientifique, comme l'atteste, d’une part,
I'attribution du prix du meilleur poster lors du congrés SFGP 2017161 dans la catégorie Innovations



dans les bioproductions et, d’autre part, l'illustration de la couverture du volume 173 de décembre
2017 du journal Chemical Engineering Sciencel8: 9.
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