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Les biocarburants de 2¢me et 3¢me générations
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Les micro-algues et les cyanobacteéries

... une biodiversité a peine explorée :
30 000 especes décrites
200 000 a 1 million estimées

Phytoplankton
Pigment

Concentration

{mg/m3)

NASASGSFC

Concent'réi?gh en pigments du phytoplancton: source NASA

40 a 50% de la photosynthese, 1% de la biomasse terrestre
A 'origine de la formation du pétrole
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Les cyanobactéries Les microalgues: cellules
cea
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Les microalgues: une
histoire évolutive

complexe

Les cyanobactéries a l'origine
des chloroplastes:
Endosymbiose 1¢re

A
Eukaryote @ Cyanobacterium

Glaucocystophyta

@0 » &6

Rhodophyta
wfradophyia

i e o

Heterokontophyta

(Kelps, diatoms, chrysophyles, etc.)

\1 |
{7 Nucleus J’#II
@ MNucleomorph Chla b& | Chi P a I

.a, .a,c .8,C |
% Mitochondrien Carotene | Peridinin | Fucoxanthin @g

@ Plastid - 2 memb
@ Plastid - 3 memb Dinophyta Apicomplexa

@& Plastid - 4 memb.

Modified from Delwiche, CF, 1999, Tracing the thread of plastid diversity through the tapestry of life, Am. Nat. 154:5164-5177,
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...dans tous types d’environnements




Bloom algal Washington Coast 2004 (Satellite and Chlorophyll View)
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Des composés d’intérét pour notre alimentation

Récolte de Spiruline (“dihé”) sur les
rives du lac Tchad
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Culture en bassins ouverts : raceway ponds
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Earthrise Algae Farm,
Calipatria, California, USA,
Culture en bassins ouverts
sur 22 ha



Des composeés d’intérét pour notre alimentation

ARANTIE NATURELLE |

SANS AUCUNE PREPARATION.) / *
SANS AUCUN MELANGE g

Les bienfaits de manger du poisson,
de I'huile de foie de morue

TELEEST AN
'HUILEpeFOIEDEMORUE
Les huiles poisson sont riches
en acides gras poly-insaturés

Les poissons se nourissent de microalgues

{ : Les microalgues trouvees dans la biodiversité marine
4 % & produisent des acides gras poly-insaturés (DHA, EPA)
‘.A .‘ . J
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La culture de microalgues dans le monde

Product Species Status
Health food and feed supplements Arthrospira (3000 t) Commercial
Chlorella (2000 1) (Raceway ponds, circular

Dunaliella (1200 t)
Aphanizomenon (500 t)
Haematococcus (300 t)

ponds, lagoons, PBR)

Pigments (carotenoids, phycobiliproteins) Dunaliella Commercial
Arthrospira (as above)
Haematococcus

w 3 PUFA (DHA) Schyzochitrium (10 t oil) Commercial
Crypthecodiniun (240 t oil) | (10-100 m® fermenters)

Fluorescent diagnostics Arthrospira Commercial

Labeled compounds (stable isotopes) Anabaena (small PBR)

Restriction enzymes Anacystis

Aquaculture feeds Various spp. (1000 t) Commercial

(cylinders, bags, tanks)

Polysaccharides Research

Biofertilizers Algae commercial Research

Bioactive molecules (biopesticides, probiotics, applications (2006) Research

pharmaceuticals, biosensors,cosmetics)

Bioremediation (xenobiotics, heavy metals)

< 10,000 tons

CO, biofixation

Energy (biodiesel, H,)

D’apres M. Tredici, EABA Meeting, Florence, 2009
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Une technologie

de niche !




Des marchés de niche aux marchés de I'énergie

10 ans 20 ans ?

Temps d’acces au marché

. Energie
Chimie verte

Cosmétique

Marchés de masse a conquérir

Faible valeur ajoutée

Nutrition
Verrous

biologiques &
technologiques

o
Aqguaculture

Marchés de niche existants
Haute valeur ajoutée
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L’énergie solaire, un gisement d’énergie considérable

2

Energie solaire Recue par heure :13.7 TW/h 120 000 TWh/an

Biomasse,
+C,$?§0n cai Besoins en énergie de la planete (2004) 14 TWh/an

_

—~—

80%

0 10 20 30
TW
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Rendement de la photosynthese

Photosynthétique
de Réduction du

Cycle

Carbone

ATP (1) <

4

Calvin cycle

Triose-P *

1 mole fixed CO, est équivalent a 475 kJ (1/6 mole glucose)
Photons PAR 217 kJ. mole-1 en moyenne
PAR (Photosynthetic Active Radiation) : .45% de I'énergie

solaire

Conversion théorique maximale du PAR en énergie chimique
(biomasse) : 475 kJ / (217kJ x 8 photons ) = 27%

Conversion photosynthétique maximale :
27% x 45% =

Rugp 1CO
RU?f : RubiAy/ ’

3-PGA (2)

ATP (2)
NADPH (2)

12 %

Pri—

3 ATP / o < | |
2 NADPH 2 .
ATP/NADPH ratio : 1,5 2 NADPH ATP ADP+Pj
H* Fd H*
i o
‘ Cyt ’ ‘
I PQ be/f I
o iy Yd
— A PC—e»r
2H,0 2H*+0, H+ "
ol
8_§_Photgns
| \\\“:‘i-ﬂ:‘ Action spectrum of photosynthesis

Relative rate of photosynthesis
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Des microalgues pour la production de biomasse

Avantages Inconvénients

- Productivité surfacique élevée - Especes non encore

- Composition de |la biomasse domestiquées

flexible accumulent des lipides - Systémes de cultures et de
- Competition limitée avec la récolte colteux

production alimentaire ou les
ressources en eau

- Recyclage possible (eaux
résiduaires, CO,)

Microaleues Plantes Plantes
g ca c3
2 : Productivité max. (T.hal.an) 150-180 60 30
. _ %photosynthétique ~6-7.5% ~25% | ~1.25%
Copyright CEAM
Productivité obs. (T.hal.an?) 50-70 10-30 10-15

] ] D’apres « EPOBIO project » University of York — Sept 2007
150 T.hal.anl =40 g. m2. j1 (sur 365 jours)

Des microalgues pour la production d’énergie ? Saclay, 18/03/2013



Des microalgues pour la production de biomasse
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Biomasse plantes supérieures v biomasse algale

-

N, P,S,... Protéines
Lignine
= Amidon
= = Hémicellulose
Lipides
Cellulose
o Hydrogéne

Biomasse Lignine (%) Cellulose (%) Hémicellulose (%) Algue (%, poids Protéines = Carbohydrates Lipides ARN/

Bois tendre  27-30 35-40 25.30 sed) ADN
Bais dur 20-25 45-50 20-25 Scenedesmus 50-56 10-17 12-14 3-6
obliquus
Paille de blé 15-20 33-43 20-25
Chlamydomonas 48 17 21 -
reinhardii
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5

Des microalgues pour la production d’énergie ? Saclay, 18/03/2013



Des microalgues pour la production de biodiesel

Une souche de C. reinhardtii accumule
jusqu’a 50% de lipides

Oil content of some microalgae

Microalga

Oil content (% dry wt)

Botryococcus braunii
Chlorella sp.
Crypthecodinium cohnii
Cvylindrotheca sp.
Dunaliella primolecta
Isochrysis sp.
Monallanthus salina
Nannochloris sp.
Nannochloropsis sp.
Neochloris oleoabundans
Nitzschia sp.
Phaeodactylum tricornutum
Schizochytrium sp.
Tetraselmis sueica

25-75
28-32
20
16-37
23
25-33
=20
20-35
31-68
35-54
45-47
20-30
50-77
15-23
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Des microalgues pour la production de biodiesel
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Pienkos et al. (2011) American Scientist
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Certaines microalgues accumulent 60% de lipides

Un verrou: I'accumulation de lipides
de réserve (TAGS) nécessite une
carence (N)

P

Copyright CEA . 'fin o
Chlamydomonas reinhardtii Copyrightictas oo
Microalgues Plantes C4 Plantes C3
Productivité maximale (T.hat.an?) 150-180 60 30
Rendement photosynthétique ~6-75% ~25% ~1.25%
Productivité observée (T.hatl.an?) 50-70 10-30 10-15
Productivité en lipides potentielle Verrous
1 an-l 75-90 . .
(T. hat.an?) ~ Biologigues
L
Productivité en lipides observée
(T. hatan?) S s 19
) . ' Verrous
Codts de production ($.kg?) 0.4 - 40 0.04 0.04 .
Technologiques

Challenge: accroitre la productivité en TAGs
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Production d’hydrogene par les microalgues

4
Fixation
de CO, = — H,
=37
Rubisco =2 — O,
2H* H, =
Amidon - S 2 hv
H,ase b=
: =
NAD(P)H NADPH o 1 \L
V4 | S
4 T ENR = Fd )
O Ndh 2 / S u— 0 )
- Oyt ¥ 3 0 2 4
| P Qi be/f | Temps (min)
" psi ™ ' \psi
—, PC g™
H,O 0,

- Un processus efficace, mais transitoire

- Perte énergétique

- Evacuation du pouvoir réducteur en exces
Challenge: accroitre le flux d’électrons vers I’hydrogénase
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Domestication des especes sauvages
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Vers une domestication
des microalgues
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Un modele d’étude privilégié

A Chlamydomonas reinhardtii . . L. .
/ e Unicellulaire, division rapide (8h)

e Génome séquenceé

e Stade végétatif haploide

e Outils génétiques et moléculaires
e Collections d’ESTs et de mutants
e Produit de I’hydrogene

e Accumule jusqu’a 50% de lipides

N # - } - .
v O \ 5 A
i ! " K .
\ v ; o e "-;I;__‘_ _
- Image courtesy . S
comgnectr— LM copygn “University of Utah * =
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Plateforme biotechnologique HelioBotec
o~

elioBiotec

- Mass spectrometry for isotope gas analysis

- Instrumented photobioreactors, controlled chambers

- High-throughput screening devices (flow cytometry, imaging...),
- Biophysical techniques, quantitative PCR

- Analytical techniques for lipidomics (GC-MS, HP-TLC, LC-MS-MS)
- Facility for strain cryo-conservation...

Régips

=

! 'i‘ NSEN \'!u\IJ“\!
N SUNRECTEROE
Prowence-l t}lﬂn{mf d'Aeur

Inaugurated October 25t 2011

ALGOMICS, DIVHYDO, s
SHAMASH, ALGO-H?2, R
DIESALG,...

FERMENTALG Of@CO

SOLAR-H2, BIOLIPOL...




Des régulations complexes de la photosynthese

Mais nécessaires pour I’adaptation a des environnements fluctuants

Transition d’état Contréle redox de la fixation de CO,

. @) 2. Contréle redox

| ]

Contréle ATP

A
._I C’ Contréle pH
2

Non Photochemical Quenching Contréle pH de la fixation de CO,

Des microalgues pour la production d’énergie ? Saclay, 18/03/2013



Recherche de mutants a photosynthese dérégulée

2H* H,
@ NAD(P)H
Chaleur Photochimie NAD(PIH FY )

PGRL1

//f y \ v /}(\\
( I PQ(H,) Cyt by [ I s
/ f \ “\j

S d R’ Pc MNP
4H
/\ +4H* 2 H
Fluorescence

Crible génétique basé sur la fluorescence de

la chlorophylle

Recherche de mutants affectés dans les
mécanismes de régulation de la
photosynthese
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Criblage de mutants par imagerie de fluorescence

AphVill

_ 2. Croissance sur
CopyrightCEAAﬁn = mllleu Sé/ECtIf

1. Création d’une banque de mutants

d’insertion (15 000 mutants) s l\
f—

1.25 }
g \ 4. Isolement de

mutants d’intérét

\\W"'”‘
]
0.95

F/Fo

. “Copyright CEA — .
COPVIER—- e Modulated Actinic Modulated
. light light light
3. Analyse des transitoires de fluorescence - . . . Time
0 50 100 150 200 250 300 350 400 (S)

sur des colonies isolées
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H2 production ( nmol.ug™ chlorophyll )

5 o

15F pgrll
1.0

0.5

Isolement d’'un mutant sur-producteur d’H,

b
+ découplant (FCCP)

témoin

Photosynthetic
co,
fixation

X Rubisco
- ATP
H, 2H*
0.0 y ‘ NAD(P)H H*
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 NAD(P)H @
Fd =
Time (min) Time (min) P PGRS : FNR

/ \ Nda2

| | ,< ‘

( I PQ(H 2) Cyt b ( I ‘
s f

2H,0 0,4+ 4 H* 5 bt H*
Le gradient de protons généré par le transfert cyclique des électrons limite la
fourniture d’électrons vers I’hydrogénase (Tolleter et al. 2011 Plant Cell)
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La suppression du flux cyclique stimule la production d’ H,

Photosynthetic
co,
fixation

Starch

. COZ
X Rubisco ATP
y NAD(P)H H* _
@ ADP + Pi
" NAD(P)H .
Fd FNR
Nda2 S PGR5 , ﬂ‘

e

PQ(HS3) % ‘
\ —
EG

2H,0 0,+ 4 H* H*

H+
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Régulation de la photosyntheése et photoproduction d'H,

Transition d’état

B 0 N i
o Contréle redox

Non Photochemical Quenching
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Accumulation d’huile lors d’une carence en azote

4 = ~ =
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Colotaftion Nile red
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Isolement d’'un mutant d’accumulation d’huile

Al Data Poirt
) All Data Points O 10%F o-FLwFl = lipids
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> > _ .
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Accumulation d’huile chez le mutant en conditions de croissance normale
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Vers une domestication des microalgues

¥

 Systémes de culture  Récolte
- Centrifugation
- Filtration
Lagunage - Floculation

- Décantation

Raceways

Biologie, biotechnologie h Technologie, génie des procédés
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Vers un concept de bioraffinerie

'GDE‘L é evaporation flocculant solvent hydrogen

g:\:} -‘ solvent recycling r,aw ml naphtha
jt <

e E == ﬂ

settling dissolved centrifuge  lipid extraction phase separation upgrading
air flotation and solvent  (hydrotreater)
nutrients spent algae recovery
recycle water and water

biogas for flue gas from
n blowdown

energy @ turbine

recycle nutrients/ anaerobic digestion
water

sludge power

Pienkos et al. (2011) American Scientist
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Potentiel des USA pour la production d’algocarburants

220 10° L/an (48% des importations de pétrole pour les transports)
5% de la surface du territoire
3 fois plus de besoin en eau que l'irrigation pour agriculture (1400L/L huile)

'{r'l'l'lﬂﬂmﬂﬂﬂl Maan Annual
Gl Froductlon per Hectara

Lihasyr

570840 110,000
! 110,001 « 115,500
115,001 - 120,000

145,001 - 154,000
150,001 - 155100
185001 - 152083

A

Wigmosta et al. 2011 Water Resources Research, 47
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Des microalgues pour la production de biocarburants ?

Conclusions

m Les microalgues ont un bon potentiel pour la production de
biocarburants (productivité, compétition avec I'alimentation...)

m Rentabilité économique validée pour des production a HVA

m Des progres importants doivent étre réalisés pour une
production de biocarburants économiqguement viable et
préservant I'environnement

m Leur avenir dépendra de |I'évolution de la demande sociétale,
des progres de la recherche et de I’évolution du prix du pétrole !

B Ne remplaceront jamais le pétrole, serviront en priorité a des
marchés spécifiques (aéronautique, chimie verte...)
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