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Résumé — Cette étude fait le point des connaissances scientifiques et techniques dans le domaine de la 
production alcoolique à partir de susbstrats lignocellulosiques. Ce travail, réalisé dans le cadre d’Agrice
(Agriculture pour la chimie et l’énergie), est une synthèse bibliographique qui a cherché à identifier les 
avancées capables de débloquer certains verrous technologiques et économiques liés à ce type de procédé.

La biomasse lignocellulosique est un substrat complexe, constitué des trois principales fractions que sont la 
cellulose, les hémicelluloses et la lignine. Le procédé de production d’éthanol consiste à récupérer par hydrolyse
le maximum de sucres issus à la fois des fractions cellulosiques et hémicellulosiques, puis de fermenter ces
sucres en éthanol. Les premiers procédés d’hydrolyse utilisés étaient surtout chimiques, mais ils sont peu 
compétitifs à l’heure actuelle, en raison notamment du coût des réactifs et de la formation de nombreux sous-
produits et de composés inhibiteurs rendant les hydrolysats peu fermentescibles. Ils sont désormais concurrencés
par les procédés enzymatiques, plus spécifiques et qui permettent de meilleurs rendements d’hydrolyse dans des
conditions moins sévères. 

Cependant, la biomasse lignocellulosique n’est pas directement accessible aux enzymes, et elle doit subir au
préalable une phase de prétraitement dont l’objectif est d’améliorer la susceptibilité à l’hydrolyse enzymatique
de la cellulose et éventuellement d’hydrolyser la fraction hémicellulosique en sucres monomères. Parmi les 
nombreuses méthodes de prétraitement qui ont été étudiées, nous en avons identifié trois répondant au mieux aux
objectifs précédemment cités : le prétraitement à l’acide dilué, l’explosion à la vapeur avec utilisation d’un 
catalyseur, et la thermohydrolyse. Ces trois méthodes permettraient d’atteindre des rendements d’hydrolyse
enzymatique de la cellulose proches de 100 %, tout en permettant un taux d’hydrolyse des hémicelluloses 
supérieur à 80 %, et en minimisant la formation de composés de dégradation.

L’hydrolyse enzymatique doit encore être améliorée afin de réduire le coût lié à la consommation d’enzymes.
Les principales voies de recherche devraient porter sur l’amélioration de l’activité des cellulases, afin de se 
rapprocher le plus possible de celles d’enzymes telles que les amylases. Le développement du procédé SFS (sac-
charification et fermentation simultanées) permet d’améliorer l’efficacité des enzymes en minimisant les réac-
tions d’inhibition des enzymes par les produits formés. Son inconvénient est lié aux différences entre les tempé-
ratures optimales de l’hydrolyse enzymatique et de la fermentation. La recherche de micro-organismes
conservant de bonnes performances fermentaires à température élevée doit donc se poursuivre.

Un autre verrou technologique du procédé concerne la fermentation alcoolique des pentoses, qui peuvent 
représenter jusqu’à 25 à 40 % des sucres totaux contenus dans la biomasse lignocellulosique. C’est pourquoi il
est indispensable de les valoriser en éthanol. Contrairement à la fermentation alcoolique du glucose, largement
connue et maîtrisée, celle des pentoses n’est toujours pas résolue en raison des performances fermentaires
médiocres des micro-organismes utilisés. Le développement des outils génétiques et les nouvelles voies de
recherche portant sur la transformation de Saccharomyces cerevisiae et de Zymomonas mobilis afin de 
leur faire acquérir la capacité à fermenter les pentoses, devraient permettre d’améliorer les performances, et
éventuellement de se rapprocher de celles enregistrées sur glucose par Saccharomyces cerevisiae.

Mots-clés : éthanol, biomasse lignocellulosique.
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Abstract — Ethanol Production from Lignocellulosic Biomass — The reported study intends to 
describe the state of the art in the domain of ethanol production from lignocellulosic biomass. It was sustained
and managed by a specialized group of the French Agrice (Agriculture for Chemical and Energy Organization).
Its first goal was to pinpoint the main technical and economical bottlenecks of the processes which are today
under consideration, and to identify which research and development efforts could be implemented to overcome
them (in the short or middle term).

Lignocellulosic biomass is a complex substrate, and essentially made of cellulose, hemicellulose and lignin. The
processes which have been considered, attempt to recover a maximum amount of sugars from the hydrolysis of
cellulose and hemicellulose, and to ferment them into ethanol.

The hydrolysis processes used in the past are essentially chemical processes, but the acid recovery costs and the
formation of toxic products make them uncompetitive. They are now substituted by enzymatic processes, which
are more specific and allow higher hydrolysis yields under less severe conditions.

However, the cellulose that is the target of the enzymatic hydrolysis, is not directly accessible to the enzymes. It
is the reason why a pretreatment step has to precede the enzymatic hydrolysis, in order to improve the enzymatic
susceptibility of the cellulose, and to hydrolyse the hemicellulosic fraction. Different types of pretreatment have
been studied, but three methods appear more efficient: dilute acid hydrolysis, steam explosion with catalyst
addition and thermohydrolysis. These pretreatments could result in high hydrolysis yields of the cellulose 
fraction (close to 100%), and in a maximum recovery of the sugars from the hemicellulosic fraction.

Enzymatic hydrolysis has yet to be improved in order to reduce the cost of consumption of the enzymes. Research
works will have to focus upon the enzyme specific activity, in order to achieve higher efficiencies such as those
obtained with amylases. The SSF (Saccharification and Simultaneous Fermentation) process improves the enzyme
efficiency by reducing the feed-back inhibition from the hydrolysis products. The screening of efficient 
fermentative microorganisms under high temperature conditions (45°C) has thus to be further implemented.

The last technological barrier of the process concerns the ethanolic fermentation of the pentoses. Indeed, the
pentoses, originating from the hemicellulosic fraction, can represent up to 40% of total sugars in some 
lignocellulosic substrates. Nobody has yet identified a microorganism which is able to ferment the pentoses into 
ethanol with performances similar to those of Saccharomyces cerevisiae on glucose. But recent genetic 
improvements focused on the transformation of Saccharomyces cerevisiae and Zymomonas mobilis could result
in good fermentative performances on pentoses.

Keywords: ethanol, lignocellulosic biomass.
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INTRODUCTION

La biomasse lignocellulosique représente une des ressources
renouvelables les plus abondantes sur terre, et certainement
une des moins coûteuses. Sa conversion en éthanol à usage
carburant devrait permettre de subvenir à une partie des
besoins énergétiques, couverts jusqu’à présent essentielle-
ment par les produits dérivés du pétrole, tout en générant de
nouvelles opportunités pour le monde agricole. 

Les substrats considérés sont très variés, puisqu’ils
concernent à la fois les substrats ligneux (feuillus et rési-
neux), les sous-produits de l’agriculture (paille) ou ceux des
industries génératrices de déchets lignocellulosiques (indus-
tries agroalimentaires, papeteries). 

La biomasse lignocellulosique est composée de trois prin-
cipales fractions. La première, de l’ordre de 35 à 50 %, est la
cellulose qui est un polymère de glucose. La seconde, appe-
lée fraction hémicellulosique, de l’ordre de 20 à 30 %, est
aussi un polysaccharide, essentiellement constitué de 
pentoses (dont le xylose et l’arabinose) et de glucose. La troi-
sième est la lignine (15 à 25 %), polymère de structure 
complexe à base de groupements phényls.

La figure 1 représente les principales étapes de la conver-
sion des matériaux lignocellulosiques en éthanol, selon deux
variantes : l’une principalement associée à l’obtention des
sucres fermentescibles par voie chimique, l’autre par voie
enzymatique à l’aide des cellulases. Dans le second cas, un
prétraitement s’avère nécessaire pour faciliter les étapes ulté-
rieures d’hydrolyse. Ce prétraitement peut être mécanique,
thermique ou chimique, ou bien la combinaison de deux ou
trois de ces types d’action.

Les produits résultant du prétraitement, qui peuvent être
éventuellement séparés, sont une solution d’hémicelluloses
ou de pentoses et un résidu solide principalement constitué
de cellulose et de lignine.

L’optimisation de ce type de prétraitement va se traduire
par la libération des sucres de la fraction hémicellulosique,
essentiellement des pentoses, en minimisant la genèse de 
produits de dégradation non fermentescibles. En ce qui
concerne l’hydrolyse enzymatique de la cellulose, il est cru-
cial, d’un point de vue économique, de diminuer les quantités
d’enzymes utilisées. 

Si la fermentation alcoolique du glucose est bien connue
et déjà largement appliquée au stade industriel, il n’en est 
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Figure 1

Schéma simplifié de la production d’éthanol à partir de
biomasse lignocellulosique.

Block flow diagram of the overall process for converting
lignocellulosic biomass to ethanol.

pas de même de celle des pentoses. En effet, les micro-
organismes étudiés présentent des performances nettement
inférieures à celles obtenues par exemple avec la levure 
S. cerevisiae sur glucose. Ceci représente l’un des points
faibles du procédé.

L’objectif de cette étude bibliographique, réalisée dans le
cadre du groupement d’intérêt scientifique Agrice (Agri-
culture pour la chimie et l’énergie) était de faire le point sur
les travaux déjà réalisés et sur les études en cours, dans les
différents domaines associés au processus de conversion de
la biomasse lignocellulosique en éthanol.

Dans la perspective de nouvelles voies d’approche, il
s’agissait donc d’examiner les avancées capables de déblo-
quer certains verrous technologiques mais avant tout 
économiques, identifiés tant au niveau du prétraitement, 
de l’hydrolyse qu’à celui de la fermentation alcoolique 
des pentoses.

1 PROCÉDÉS D’HYDROLYSE CHIMIQUE

Ces procédés utilisent un ou plusieurs réactifs chimiques
dans le but d’hydrolyser à la fois les hémicelluloses et la cel-
lulose. Les hémicelluloses de structure hétérogène et de
faible degré de polymérisation sont hydrolysées en premier
[1, 2]. Quant à l’hydrolyse de la cellulose, elle est rendue plus
difficile par sa structure cristalline et son étroite association
avec la lignine. L’un des objectifs majeurs de ces procédés
est d’aboutir à une hydrolyse totale de la cellulose, tout en
évitant des conditions trop sévères susceptibles d’entraîner la
dégradation des sucres.

1.1 Hydrolyse à l’acide dilué

Cette technique utilise une concentration modérée d’acide
(0,5 à 1,5 % d’acide sulfurique exprimé par rapport à la
matière sèche présente), à des températures comprises entre
180 et 240 °C, pour une durée d’hydrolyse variant de
quelques secondes à quelques minutes dans le cas de réac-
teurs “piston” [3]. Le rendement maximal en glucose est
alors de 55-60 % [4-6], mais l’essentiel des pentoses est
transformé en furfural [6, 7]. 

Les procédés par percolation ont d’abord été développés
durant les années 1930 à 1940 [8]. Avec ces procédés qui
opèrent à plus faible température (150-180 °C), il y a peu de
produits de dégradation, et des rendements honorables peu-
vent être obtenus par recyclage de la phase liquide dans le
réacteur. Cependant, les nombreux lavages à l’eau, néces-
saires pour aboutir à une extraction totale des sucres, ont pour
effet de diminuer la concentration finale [9].

Afin d’améliorer le taux de récupération et la concentra-
tion des sucres dans les hydrolysats, il a semblé indispensable
de réaliser l’hydrolyse de la cellulose et des hémicelluloses
en deux étapes séparées, et de prévoir une étape intermédiaire
de récupération des produits issus de l’hydrolyse des hémi-
celluloses. Une première étape à 140-160 °C permettait d’hy-
drolyser les hémicelluloses, une deuxième étape à 160-180 °C
permettait d’hydrolyser la cellulose. Avec cette approche en
deux étapes, le taux de récupération des sucres était compris
entre 70 et 80 %, et la concentration en glucose pouvait
atteindre 12 à 14 % [3].

Afin d’éviter la phase d’extraction des pentoses, le NREL
(National Renewable Energy Laboratory, États-Unis) a expé-
rimenté, en laboratoire, une technique simulant un processus
continu à contre-courant [10, 11], par l’utilisation de plu-
sieurs réacteurs batch en série (préhydrolyse à 150 °C pen-
dant 30 min, hydrolyse à 183 °C pendant 100 min, concentra-
tion acide de 0,7 %). Le procédé a permis d’atteindre un taux
de récupération des sucres de 80 %, avec une concentration
en sucres de 20 % supérieure à celle obtenue avec le réacteur
à percolation.

Le NREL [12] a ensuite développé en pilote industriel
(fig. 2) un procédé multiétagé utilisant également ce concept
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de circulation à contre-courant. La solution acide circule dans
le sens des températures décroissantes, alors que la biomasse
circule dans le sens des températures croissantes, ce qui per-
met de minimiser les temps de séjour des sucres à des tempé-
ratures élevées. Il en résulte une plus faible dégradation des
sucres en composés inhibiteurs. Ce procédé pilote comporte
trois étages, et il a été testé avec de la sciure de peuplier. Le
premier étage est opéré à contre-courant à 175 °C et aboutit à
une hydrolyse de 70 % de la fraction hémicellulosique ; 
le second étage est opéré à 225 °C à contre-courant après 
élimination de la phase liquide et éventuellement lavage. 
Il permet d’obtenir l’hydrolyse de la fraction hémicellulo-
sique résiduelle et de 60 % de la fraction cellulose. La 
technologie mise en œuvre dans le troisième étage est option-
nelle (fig. 2).

La société Bertin (France) a également mis au point un
pilote utilisant cette technologie d’hydrolyse à acide dilué
[13]. Ce procédé utilisait un réacteur continu à percolation
permettant une circulation liquide solide à contre-courant.
Pour des raisons économiques, ce pilote n’a jamais connu de
développement industriel. 

L’université de New York [14] a mis au point un 
réacteur bi-vis adapté à l’hydrolyse à acide dilué des substrats
lignocellulosiques. Les rendements rapportés concernant la

récupération du glucose étaient respectivement de 55 % sur
pulpe de papier, et 60 % sur sciure de bois.

Les avantages des procédés d’hydrolyse à l’acide dilué
sont liés d’une part à l’utilisation d’une concentration élevée
en biomasse, d’où une concentration en sucres plus importante
dans les hydrolysats [3], et d’autre part à l’absence de 
recyclage de l’acide. 

En résumé, l’hydrolyse à l’acide dilué conduit à des rende-
ments faibles, et ne permet de récupérer généralement que 
60 à 70 % des sucres totaux. Les hydrolysats produits en
milieu acide dilué sont difficiles à fermenter, en raison de la
présence en proportion importante de composés inhibiteurs :
furfural, hydroxyméthylfurfural, acide acétique, etc. [15]. Les
conditions acides et les températures élevées conduisent
généralement à la dégradation des sucres et la formation de
nombreux composés inhibiteurs. Un autre inconvénient de ce
procédé est lié aux réactions de réversion des sucres, se tra-
duisant par une repolymérisation en oligosaccharides non
fermentescibles. Enfin, ce type de procédé pose deux pro-
blèmes technologiques majeurs. D’une part, l’utilisation
d’acide sulfurique dilué à des températures de 180-240 °C
peut entraîner la corrosion des matériaux. D’autre part, le
soutirage d’une matière lignocellulosique dans un réacteur
continu sous pression n’est pas une opération aisée.
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Schéma du procédé multiétage d’hydrolyse à acide dilué développé par le NREL (d’après Elander et al., 1997).

The several step NREL process configuration using dilute acid cellulose hydrolysis technology to produce ethanol from biomass (by Elander
et al., 1997).
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1.2 Hydrolyse à l’acide concentré

Ces procédés ont fait l’objet de développements industriels
dans des conditions particulières (économie de guerre). Leur
faible rentabilité a entraîné leur abandon. Néanmoins, nous rap-
pelons brièvement dans ce chapitre le principe et les résultats
les plus importants concernant l’utilisation de cette technique.

Ces procédés opèrent à faibles températures, évitant 
la production de produits de dégradation, et permettant 
d’atteindre des rendements de récupération des sucres
proches de 100 %. Le procédé Bergius utilisait de l’acide
chlorhydrique (HCl) concentré en réacteur continu afin de
faciliter sa récupération. L’hydrolyse se faisait à 35 °C pen-
dant une heure, avec un rendement de 100 % pour les sucres
facilement hydrolysables. Malheureusement, HCl est très dif-
ficilement recyclable et très corrosif [3], et son utilisation
dans ce domaine est désormais abandonnée.

L’utilisation de l'acide fluorhydrique gazeux a été propo-
sée [16, 17]. Il permettrait d’atteindre des rendements de
récupération des sucres de 100 %, mais c’est un réactif 5 fois
plus cher que HCl et encore plus toxique [3].

L’emploi de l'acide sulfurique (H2SO4) concentré a été la
voie la plus étudiée, car il s’agit d’un réactif nettement moins
onéreux. Au Japon, un pilote utilisant de l’H2SO4 concentré,
avec une technique de recyclage des acides par des mem-
branes, a été testé [3]. Mais la difficulté de mise en œuvre de
cette technique a pénalisé fortement l’extrapolation à
l’échelle industrielle. 

Les points forts de ces procédés sont :
– l’obtention de rendements d’hydrolyse de 100 % pour la

fraction cellulosique ;
– l’obtention d’hydrolysats concentrés en sucres ;
– la possibilité de travailler à basse pression et température

modérée.
Cependant, le prix des acides et le coût de leur recyclage

sont encore bien trop élevés pour en faire une technique com-
pétitive sur le plan économique. Par ailleurs, la mise en
œuvre d’acide concentré pose le problème de la corrosion des
matériels, du contrôle strict des conditions opératoires les
plus douces possible pour éviter la formation de produits de
dégradation.

1.3 Combinaison d’une hydrolyse à l’acide dilué 
et d’une hydrolyse à l’acide concentré

Généralement, la combinaison entre l’hydrolyse à l’acide
dilué et l’hydrolyse à l’acide concentré permet de meilleurs
rendements que le procédé à un seul étage, à la fois en termes
d’hydrolyse des hémicelluloses et de la cellulose.
– 1er étage : au cours de cette étape, il est important de

travailler avec un acide dilué à température modérée afin
de limiter la dégradation du xylose, en particulier en
furfural, toxique pour les levures [18].

– 2e étage : un traitement de 10 min à une concentration en
acide de 85 % à 100 °C apparaît être le plus approprié [18].

Des rendements proches du maximum (95 % de récupéra-
tion pour les sucres issus à la fois des fractions cellulosiques
et hémicellulosiques) ont été obtenus avec une préhydrolyse
à l’acide dilué (4,4 % d’H2SO4 à 100 °C pendant 60 min) sui-
vie d’une hydrolyse de la cellulose à l’acide concentré (85 %
d’H2SO4 à 100 °C pendant 10 min) [18].

1.4 Conclusion

Cette étude sur les procédés d’hydrolyse chimique montre
que la principale difficulté réside dans l’hydrolyse acide de la
cellulose. Celle-ci requiert des conditions relativement
sévères si l’on veut obtenir des rendements honorables. Ces
conditions se traduisent par des coûts d’investissement qui
pénalisent fortement l’économie du procédé. D’autre part, ce
type de procédé nécessite un traitement de neutralisation du
résidu acide à la chaux éteinte, générant des produits peu
exploitables ou même des déchets [19]. 

Par contre, la préhydrolyse acide des hémicelluloses
semble plus aisée et moins coûteuse, d’où son intérêt en tant
que méthode de prétraitement pour l’hydrolyse enzymatique.

2 MÉTHODES DE PRÉTRAITEMENT 
POUR L’HYDROLYSE ENZYMATIQUE

2.1 Objectifs des prétraitements

La cellulose (et éventuellement les hémicelluloses), qui 
sont les cibles de l’hydrolyse enzymatique, ne sont pas 
directement accessibles aux enzymes. C’est la raison pour
laquelle un prétraitement de la biomasse doit précéder l’étape 
d’hydrolyse enzymatique.

Le prétraitement vise à modifier les propriétés physiques et
physicochimiques du matériau lignocellulosique, et donc de la
fraction cellulosique, telles que son degré de polymérisation ou
son état de cristallinité. D’un point de vue économique, il
semble préférable que le prétraitement conduise à une hydro-
lyse totale des hémicelluloses, de façon à récupérer les pen-
toses et les valoriser séparément de la fraction cellulosique.
L’hydrolyse des hémicelluloses dépend des conditions opéra-
toires utilisées au cours du prétraitement : de fortes tempéra-
tures augmentent la cinétique de solubilisation des hémicellu-
loses et des temps de réaction plus faibles limitent la
dégradation des sucres et la production de composés inhibi-
teurs [20]. La fraction hémicellulosique ainsi solubilisée est
extraite du matériel prétraité par une étape d’extraction à l’eau. 

La lignine peut être extraite de la fraction insoluble par
une solution alcaline [21]. L’extraction totale du résidu alca-
lin contenant encore de la lignine par l’action d’agents 
oxydants tels que le péroxyde d’hydrogène [22] améliore les
rendements lors de l’étape ultérieure d’hydrolyse enzyma-
tique du substrat prétraité, à la fois pour les substrats résineux
et les feuillus. Pour d’autres auteurs [23], l’extraction de la
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lignine ne serait pas nécessaire pour améliorer la digestibilité
enzymatique de la cellulose. Cependant, elle permet de dimi-
nuer le volume du réacteur d’hydrolyse, de diminuer la
consommation en énergie lors de l’étape d’hydrolyse de la
cellulose, et d’augmenter la concentration des sucres dans 
la solution.

Le prétraitement préconisé doit être rapide et efficace à
fortes concentrations en substrats, et les pertes de matières
doivent être minimales. D'autre part, la nature du prétraite-
ment doit être compatible avec l'utilisation d'un matériel
simple et peu onéreux. Enfin, les coûts de fonctionnement
devront être les plus faibles possible, notamment en consom-
mation de vapeur, électricité et réactifs chimiques.

2.2 Prétraitements physiques

Ils ont pour but de réduire le degré de polymérisation de la
cellulose et de la lignine, et surtout d’augmenter les surfaces
accessibles par les enzymes. Un broyage mécanique intense
améliore la digestibilité enzymatique de la cellulose, mais à
des coûts d’investissement et d’énergie rédhibitoires pour
l’économie du procédé [24-26], en raison des très faibles gra-
nulométries requises pour observer des effets significatifs.
Par ailleurs, les techniques d’irradiation ont été décrites
comme inefficaces, lentes, coûteuses en énergie et économi-
quement non viables [25-27].

2.3 Prétraitements physicochimiques

2.3.1 Prétraitements par explosion à la vapeur

Au cours du prétraitement à la vapeur, le végétal est porté
rapidement à haute température (180°-240 °C) par injection
de vapeur sous pression. L’arrêt du traitement s’effectue par
décompression brutale [28]. Les temps de séjour varient de
10 secondes à quelques minutes, pour des pressions allant de
10 à 50 bar. Cette technique a été mise en œuvre soit en dis-
continu (procédé Iotech issu du procédé papetier Massonite),
soit en continu (procédé Stake, fig. 3). 

Le traitement aboutit à une hydrolyse partielle de l’hémicel-
lulose (autohydrolyse due à la libération des groupements acé-
tyl), à une fusion des lignines et à une déstructuration intense
de la paroi végétale, augmentant les surfaces accessibles pour
les enzymes [28]. Il s’accompagne d’une diminution du degré
de polymérisation, mais également d’une augmentation de
l’indice de cristallinité de la cellulose [29, 30]. C’est une des
techniques les plus étudiées et de nombreuses revues sur l’ex-
plosion à la vapeur en font état [31-34]. L’efficacité du prétrai-
tement dépend fortement de la température utilisée. D’après
Ramos et al. (1992), le taux de conversion enzymatique de la
cellulose est de 54 % si la température du prétraitement est de
180 °C, et de 88 % si celle-ci est de 240 °C.

Les principales expérimentations mettant en œuvre cette
technique à l'échelle pilote ont été réalisées sur la plate-forme
de Soustons en France [34-37]. Celle-ci est née d'un 

groupement d'intérêt économique Ascaf (Association pour le
développement des carburants par la fermentation) entre l'IFP
(Institut français du pétrole) et l'AFME (Agence française pour
la maîtrise de l'énergie). L'objectif était la réalisation d'un pro-
cédé de conversion de la biomasse lignocellulosique à grande
échelle puisque le pilote permettait de traiter jusqu'à une tonne
de substrat par heure.  Le prétraitement par explosion à la
vapeur était réalisé suivant un mode continu par la machine
Stake [38]. Selon les conditions mises en œuvre, il conduisait à
une solubilisation et à une hydrolyse plus ou moins complète
des hémicelluloses, et libérait les fibres de cellulose de la
lignine protectrice [38]. Les substrats expérimentés étaient des
coproduits de l'agriculture (paille de céréales, tiges de maïs,
etc.) ou différentes espèces de ligneux (peuplier, pin).

Il existe encore une installation pilote, située en Italie du
Sud, et appartenant à l’Enea, qui peut traiter jusqu’à 300 kg/h
de peuplier. Le taux de récupération maximal des pentoses a
été de 61 %, pour des conditions de traitement de 215° C pen-
dant 3 min [39]. Ces mêmes conditions ont permis d’extraire
88 % de la lignine du produit prétraité. La digestibilité enzy-
matique du résidu cellulosique n’a pas été rapportée.

L’explosion à la vapeur a souvent été décrite comme une
des méthodes les plus efficaces pour le fractionnement et le
prétraitement de la biomasse lignocellulosique [20, 40, 41],
du fait :
– de sa simplicité de mise en œuvre dans le cas d’un procédé

batch ;
– de l’absence de réactifs chimiques ajoutés ;
– de son adaptation au traitement de particules de grande

taille (copeaux).
Cependant, le taux de solubilisation des hémicelluloses

reste souvent inférieur à 60 % du rendement théorique 
[42-45]. En outre, les hémicelluloses, majoritairement hydro-
lysées sous forme de dimères ou d’oligomères, le sont peu
sous forme de monomères. Quant aux rendements d’hydro-
lyse enzymatique de la cellulose, ils n’excèdent pas 50 %
dans la plupart des cas.

D’autre part, l’explosion à la vapeur, opérant à des tempé-
ratures élevées, conduit à des réactions de pyrolyse de la 
cellulose, et à la formation de composés inhibiteurs [46]. Des
temps de réaction courts et des températures faibles sont
favorables à la récupération des pentoses, mais le taux d’hy-
drolyse enzymatique de la cellulose est alors faible [31]. Des
pertes de matières sèches peuvent être importantes (10 à
30 % de la matière sèche en fonction des conditions opéra-
toires) [19]. Enfin, ce procédé est peu efficace pour le traite-
ment des résineux [20].

2.3.2 Thermohydrolyse

Il s’agit simplement d’une cuisson à l’eau sous forte pression,
et le procédé fonctionne donc comme un simple autoclave
(procédé discontinu). Cette technique conduirait à une solubi-
lisation complète des hémicelluloses et une solubilisation
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significative de la lignine [47]. Cette technique a été 
initialement développée par l’équipe de Bobleter en Autriche
[54], puis expérimentée par Bouchard et al. [48, 49] et Walch
et al. [50]. 

Mok et Antal [51] ont testé 10 substrats (ligneux et herba-
cés) avec ce procédé de thermohydrolyse (15 min à 200-
230 °C). Dans tous les cas, les hémicelluloses étaient entière-
ment solubilisées, et l’hydrolyse enzymatique aboutissait à des
rendements en sucres monomères de l’ordre de 95 %.

Une nouvelle approche de la thermohydrolyse a été propo-
sée par Kohlmann et al. [52] avec contrôle du pH. Ces condi-
tions avaient pour objectif de favoriser l’hydrolyse enzyma-
tique de la cellulose, grâce à une augmentation de la taille des
pores, et une diminution de l’indice de cristallinité [53]. Ils
ont utilisé des temps de réaction compris entre 50 et 
60 min, permettant des rendements d’hydrolyse enzymatique
de la cellulose proches du maximum.

Dans des travaux récents [47], l’équipe de Van Walsum a
mis au point une technique de prétraitement par thermo-
hydrolyse applicable à divers substrats. Le taux de récupération

des pentoses était supérieur à 80 %. La SFS (saccharification
et fermentation simultanées) pratiquée ensuite sur le résidu
de thermohydrolyse, a permis de convertir 90 % de la cellu-
lose en éthanol, après un temps de séjour de 75 h, une
concentration en enzymes de 15 UPF (unité papier filtre/g) et
une concentration en substrat dépassant les 100 g/l. Ces
résultats sont intéressants, mais ils n’ont été obtenus à l’heure
actuelle qu’à l’échelle du laboratoire.

Ainsi, la thermohydrolyse apparaît comme une technique
de prétraitement particulièrement attractive du fait :
– de l’absence de produits chimiques ajoutés ;
– des taux de récupération en pentoses élevés ;
– de la bonne digestibilité enzymatique de la cellulose

prétraitée ;
– de l’absence de broyage préalable du substrat ;
– des concentrations en matière lignocellulosique élevées 

(> 100g/l) ;
– de l’absence de produits inhibiteurs générés ;
– d’une minimisation des déchets issus du prétraitement.
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Cependant, cette méthode n’a été testée que rarement sur
pilote industriel, sauf par Bobleter et al. [54], qui ont travaillé
avec un réacteur batch de 50 litres.  Son intérêt économique
n’a donc pas encore été validé. En particulier, la nécessité de
travailler à hautes pressions (supérieures à 50 bar) pourrait
rendre difficile l’extrapolation à l’échelle industrielle.

2.4 Prétraitements chimiques

2.4.1 Prétraitements en milieu alcalin

Ils se rapprochent des procédés papetiers, et ont, pour la plu-
part, été développés avec des pilotes de l’industrie papetière.
De nombreuses études ont été réalisées, soit avec uniquement
de la soude [55], soit avec de la soude et d’autres produits
chimiques [56-60]. Les conditions habituelles de ces prétrai-
tements sont : NaOH 8 à 12 % massique/matière sèche, 30 à
60 min à 80-120 °C [28]. Au cours du prétraitement, la
lignine est presque en totalité solubilisée, ainsi qu’une partie
des hémicelluloses (liqueurs noires).

Le produit prétraité présente une excellente susceptibilité à
l’hydrolyse enzymatique, due à la solubilisation des hémicel-
luloses et des lignines, mais également à l’effet de gonfle-
ment par la soude des fibres cellulosiques les rendant plus
accessibles à l’eau et aux agents d’hydrolyse. L’efficacité du
traitement alcalin dépend de la nature du substrat et des
conditions de traitement : il est plus efficace sur des résidus
agricoles tels que les pailles que sur des coproduits du bois
[26]. L’efficacité de l’hydrolyse enzymatique ultérieure de la
cellulose varie avec la concentration de soude utilisée au
cours du prétraitement. Après hydrolyse enzymatique, le taux
de saccharification de la cellulose est inférieur à 30 % pour
une concentration en soude de 2 à 4 %, alors qu’il est com-
pris entre 80 et 90 % pour une concentration en soude de
10 % [61]. D’après Hahn Hägerdal et al. [62], le prétraite-
ment alcalin des pailles, pour des températures comprises
entre 180 et 200 °C, permet d’atteindre des rendements d’hy-
drolyse enzymatique de la cellulose proche du rendement
théorique maximum. Le prétraitement alcalin en présence de
péroxyde d’hydrogène (H2O2)d’un mélange de substrats
ligneux (90 % de bouleau et 10 % d’érable), en utilisant 2,5 %
en poids d’H2O2 à 25 °C, a permis d'augmenter l’efficacité de
cette hydrolyse enzymatique, d’autant plus que la durée de pré-
traitement était importante [63]. L’échantillon prétraité pendant
18 h a conduit à un rendement glucose de 68 %.

Cependant, l’efficacité du prétraitement alcalin s’accom-
pagne toujours d’une perte de 30 à 35 % de matière sèche ini-
tiale [28]. D’autre part, le coût actuel des réactifs chimiques
tels que la soude pénalise fortement le procédé si l’extrait
alcalin n’est pas valorisé. En effet, le recyclage de la soude
est onéreux [64] et le résidu solide issu du prétraitement doit
être lavé et neutralisé (essentiellement par lavage à l’eau sur
filtre presse) avant hydrolyse enzymatique, ce qui engendre
des coûts supplémentaires [28].

2.4.2 Prétraitements à l’acide dilué

Ces prétraitements sont réalisés par chauffage en présence
d’acide sulfurique dilué, en proportion de 1 à 3 % par rapport
à la matière sèche lignocellulosique. Les températures et
durées de traitement varient suivant les technologies
utilisées : soit 200 °C pour des temps de séjour inférieurs à 
10 s (réacteur " piston "), soit 120 à 130 °C pour des temps de
séjour de l’ordre de 30 min (réacteur à percolation) [28]. Ces
traitements ont pour effet d’augmenter la surface de la cellu-
lose accessible aux enzymes, grâce à l’extraction de la frac-
tion hémicellulosique, mais ils ont peu d’effet sur l’indice de
cristallinité [53]. Ces procédés conduisent à de bons rende-
ments d’hydrolyse des hémicelluloses en sucres monomères,
et cela améliore la digestibilité enzymatique de la cellulose 
[19, 65, 66]. Cette technique est efficace sur une gamme très
variée de substrats (feuillus, plantes herbacées, coproduits
agricoles).

Les rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellulose
de plusieurs produits prétraités à l’acide sulfurique dilué sont
supérieurs à 90 % [19]. Comme dans le cas de l’explosion à
la vapeur, l’augmentation de la température augmente la
digestibilité enzymatique de la cellulose, mais également les
pertes en matière sèche [53]. Le rendement d’hydrolyse de la
cellulose passe de 98 % à 45 % lorsqu’on descend la tempé-
rature de 220 °C à 180 °C, pour une concentration en H2SO4
constante de 1% [53, 63].

Concernant la fraction hémicellulosique, Grohmann et al.
[67, 68], Grohmann et Torget [69], Torget et al. [65, 66, 70]
ont obtenu des rendements en xylose proches de 80 % du
rendement théorique. Les rendements d’hydrolyse des hémi-
celluloses varient également avec la température, mais pour
la plupart des substrats ligneux à courte rotation et les plantes
herbacées, l’hydrolyse complète des hémicelluloses se produit
en 5-10 min à 160 °C, ou 30-60 min à 140 °C [19].

Torget et al. [71] ont développé un procédé utilisant deux
réacteurs à percolation fonctionnant à deux températures dif-
férentes. En effet, de faibles températures (150-174 °C) sont
appliquées pour solubiliser et hydrolyser la fraction la plus
accessible des xylanes, et de fortes températures (180°-
204 °C) pour les xylanes plus résistants. De plus, les deux
réacteurs fonctionnent à contre-courant. Dans le cas de
sciures de peuplier jaune, cette technique a permis de récupé-
rer 97 % du xylose, et la digestibilité enzymatique de la cellu-
lose était comprise entre 84 et 91% du rendement théorique. 

À quelques exceptions près [68, 72], les équipes ayant tra-
vaillé sur l’hydrolyse à l’acide dilué utilisaient des concentra-
tions en matières solides faibles, inférieures à 10 %. Pourtant,
une concentration plus élevée en matières solides permet de
diminuer la taille du réacteur et de réduire la consommation
de vapeur. Kadam et Teh-an-Hsu [73] ont développé un réac-
teur de 130 L (réacteur polyphase R fourni par Littleford Day
Inc.) pourvu d’un mélangeur permettant de fonctionner avec
une concentration en biomasse solide supérieure à 40 %, et
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adapté aux transferts de masse et de chaleur en milieux vis-
queux. Ils ont testé leur procédé sur un peuplier hybride
DN34 à 4,5 % d’humidité initiale. La température et le temps
de traitement étaient fixés respectivement à 150 °C et 
30 min, la concentration acide comprise entre 0,7 et 3,7 %
(exprimés par rapport à la phase liquide). Les résultats obte-
nus montrent un taux de récupération du xylose maximal
(hydrolyse complète des xylanes avec peu de furfural formé),
et une diminution de moitié de la consommation d’acide.
Après 150 h de SFS (saccharification et fermentation simul-
tanées), le rendement en éthanol était compris entre 70 et
80 % du rendement théorique maximum.

L’un des avantages des procédés à l’acide dilué est l’obten-
tion de rendements d’hydrolyse élevés concernant la fraction
hémicellulosique. Alors que l’explosion à la vapeur n’hydro-
lyse que 30 à 50 % des xylanes en xylose, les rendements en
xylose sont de l’ordre de 80 à 90 % lorsqu’on utilise un pré-
traitement à l’acide dilué. De plus, ce traitement améliore très
nettement la digestibilité enzymatique de la cellulose.

Cependant, les sucres étant instables en milieu acide et
chaud, ils peuvent parfois se dégrader en composés fura-
niques inhibant les fermentations [28]. Les procédés opérant
à température modérée réduisent la décomposition des sucres
[32], mais la digestibilité enzymatique de la cellulose est
alors diminuée.

D’autre part, il y a nécessité d’un post-traitement de neu-
tralisation du résidu acide à la chaux éteinte, aboutissant à la
formation de sulfate de calcium, posant des problèmes de
récupération, et ayant une faible valeur ajoutée [19].

D’autres acides ont également été étudiés : acide nitrique
dilué [74, 75], acide phosphorique dilué [76], acide paracé-
tique [77], mais les performances ne sont pas supérieures.
L’acide phosphorique présenterait toutefois un intérêt, dans
la mesure où le phosphore résiduel peut être utilisé comme
nutriment par le micro-organisme fermentaire.

2.4.3 Prétraitement Afex

Ce procédé consiste en un traitement de la matière lignocel-
lulosique avec de l’ammoniaque liquide sous pression modé-
rée (15 bar), suivi par une brusque décompression dans le but
d’évaporer l’ammoniac et d’exploser le substrat. Cette tech-
nique est une variante de l’explosion à la vapeur, mais dans
des conditions de températures nettement plus faibles grâce à
l’emploi d’ammoniac. La température moyenne dans le réac-
teur est comprise entre 50 et 80 °C, minimisant ainsi la forma-
tion de composés inhibiteurs [53]. L’ammoniac résiduel peut
être utilisé comme nutriment par le micro-organisme 
fermentaire. Les matières lignocellulosiques traitées à partir
de ce procédé sont surtout des substrats agricoles : luzerne,
paille de blé, paille d’orge, bagasse, etc. [78], avec lesquels les
rendements d’hydrolyse enzymatique de la cellulose sont
compris entre 80 et 90 % du rendement théorique [79].

Cependant, il subsiste certains inconvénients liés à l’utili-
sation de cette technique. Les concentrations élevées en
ammoniac, avec nécessité de le recycler plusieurs fois par
compression, et les pertes non négligeables d’ammoniac sont
préjudiciables sur le plan économique [19]. Ce type de traite-
ment est inefficace sur des substrats ligneux [26], et les rende-
ments d’hydrolyse de la fraction hémicellulosique sont généra-
lement faibles. Les rendements d’hydrolyse enzymatique de la
cellulose n’ont jamais dépassé 50 % du rendement théorique
sur des copeaux de bois de peuplier [80], ou 40 % sur des sub-
strats provenant de déchets de papier [78]. Enfin, l’ammoniac
est un produit dangereux, et les installations devront être par-
faitement étanches afin d’éviter toute perte de produits.

2.4.4 Prétraitement au CO2

Le principe reste sensiblement identique au traitement Afex,
en substituant l’ammoniac par du CO2. Dale et Moreira [81]
ont testé cette technique sur la luzerne (5,58 MPa de pres-
sion, et en présence de 4 g de CO2/g de fibre). Après 24 h
d’hydrolyse enzymatique, 75 % du rendement théorique était
atteint [81]. Cependant, cette technique n’a jamais connu de
développement.

2.5 Prétraitements biologiques

Les prétraitements biologiques mettent en œuvre certains
basidiomycètes tels que Phanerochaete chrysosporium, qui
peuvent dans certaines conditions, dégrader activement la
lignine. Des souches mutantes dépourvues de cellulases ont
été obtenues et proposées pour effectuer une délignification
biologique des lignocelluloses [28]. La lenteur du processus
et les difficultés de contrôle des conditions opératoires ren-
dent peu probables l’extrapolation de ce type de procédé
[28]. Les équipes ayant travaillé sur ce sujet sont
nombreuses : Kohlman et al. [52] ; Basaglia et al. [82] ;
Ghosh et Singh [83] ; Eriksson [84], etc. La plupart des essais
ont été réalisés à l’échelle du laboratoire.

2.6 Procédé Organosolv

Le principe de cette technique, venant de l’industrie pape-
tière, consiste à rajouter un solvant organique (méthanol ou
éthanol) au procédé de prétraitement, afin de dissoudre et
d’extraire la fraction lignine. Ce prétraitement aboutit à la
solubilisation de la lignine et de la fraction hémicellulosique,
et conduit à un résidu solide constitué essentiellement de cel-
lulose. Le solvant organique est par la suite extrait par évapo-
ration, puis recyclé. La lignine précipitée est récupérée par
simple filtration ou centrifugation. En général, le procédé
Organosolv permet d’obtenir de bons rendements de récupé-
ration des sucres [85]. Le principal inconvénient de cette
technique demeure le coût élevé du solvant. La nécessité
d’un recyclage de 100 % condamne économiquement ce type
de procédé.
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On peut également citer les procédés [86, 87] utilisant des
liquides supercritiques pour solubiliser la lignine. Mais ces
procédés sont difficiles à mettre en œuvre, et restent très coû-
teux en réactifs chimiques et en investissements.

2.7 Explosion à la vapeur avec catalyse

Lorsque l’explosion à la vapeur est appliquée sur un substrat
préalablement acidifié avec l’H2SO4, elle conduit à une solu-
bilisation et une hydrolyse totale des hémicelluloses en leurs
monomères, sans dégradation en furfural. En outre, la sus-
ceptibilité de la cellulose à l’hydrolyse enzymatique est amé-
liorée [88, 89]. L’utilisation d’un catalyseur acide permet de
diminuer la température du procédé (150 à 200 °C contre 
250 °C pour l’explosion à la vapeur sans catalyseur), et ainsi
de minimiser la formation de composés de dégradation.
L’imprégnation à l’acide de feuillus suivie d’une explosion à
la vapeur a été longuement étudiée par Ascaf [19, 66, 67, 90]. 

Les études menées par l’Ascaf [91] sur la plate-forme de
Soustons (France) ont confirmé que l’imprégnation acide
améliore l’hydrolyse des hémicelluloses, permettant ainsi de
récupérer une solution enrichie en xylose. Sur de la paille de
blé (15 à 18 bar pendant 2 min), l’hydrolyse des hémicellu-
loses et l’hydrolyse enzymatique de la cellulose (10 UPF, 
24 h) après prétraitement étaient quasiment complètes.
Cependant, une trop grande sévérité du traitement entraîne
une perte non négligeable en pentoses [34]. Sur des substrats
plus résistants (peuplier), l'imprégnation à l'acide suivie de
l'explosion à la vapeur (16 bar, 150 s) a permis de récupérer
90 % du glucose potentiel et 60 % des pentoses. Les pertes de
matières sèches ne dépassaient pas 10 % et correspondaient
essentiellement à du furfural et de l'acide acétique [37].

Plusieurs équipes ont également travaillé sur l’explosion
vapeur en présence de SO2 comme agent d’hydrolyse 
[22, 23, 33, 92-98]. Outre le fait qu’il conduise à des rende-
ments en xylose élevés, ce prétraitement serait l’un des seuls
efficaces pour la préparation des substrats de type bois de rési-
neux [26]. À partir d’un résineux (Pinus radiata), cette tech-
nique a permis d’hydrolyser 82 % de la cellulose en glucose,
après 72 h d’hydrolyse enzymatique [33]. Comme l’H2SO4, le
SO2 permet également de diminuer les temps de contact et la
température du prétraitement par explosion à la vapeur, limi-
tant ainsi la dégradation des pentoses [22]. Le SO2 pourrait être
préféré à l’H2SO4 car ce réactif gazeux pénètre plus facilement
et plus rapidement dans la matrice lignocellulosique [20].
Cependant, le SO2 n’est pas l’agent d’hydrolyse : il se trans-
forme en H2SO4 au contact de l’eau contenue dans le végétal.
Dès lors, le caractère non corrosif de cet agent d’hydrolyse
reste à valider. D’autre part, une partie du réactif peut être 
perdue par évaporation et dans l’eau de lavage. D’après Gregg
et Saddler [89], seule la moitié du SO2 utilisé est active. Enfin,
la toxicité de l’anhydride sulfureux rend son utilisation indus-
trielle délicate, bien que cette technique ait déjà connu un
développement à l’échelle pilote [94].

2.8 Technologie bi-vis

La technologie bi-vis permet de combiner des actions ther-
mique, mécanique et chimique avec une intensité relative
variable. N’Dyayes et al. [99] ont étudié l’extraction alcaline
des hémicelluloses par cette technologie dans des conditions
douces (températures de 25 à 70 °C). Le fractionnement des
matériaux lignocellulosiques par la technologie bi-vis ouvre
des perspectives intéressantes :
– le travail thermo-mécanico-chimique doit favoriser l’hy-

drolyse de la cellulose ;
– l’hydrolyse acide des hémicelluloses extraites s’avère très

facile et rapide. Les temps de contact sont réduits 
(10-20 min), pour des températures de 120-130 °C, et les
rendements en xylose sont supérieurs à 70 % du rendement
théorique pour une quantité d’acide inférieure à 0,3 g/g
d’extrait.
Qiabi et al. [100] ont par ailleurs testé l’hydrolyse acide

des hémicelluloses directement dans la matière végétale,
selon les conditions opératoires suivantes : 
– teneur acide = 0,5 à 2%; 
– température réacteur = 120 à 140 °C;
– temps de réaction = 15-20 min. 

La simulation en batch dans un réacteur de type autoclave a
permis d’atteindre des rendements en xylose de 85-90 % avec
des substrats variés (sorgho, paille de blé, rafles de maïs).

Ces auteurs n’ont pas encore testé la susceptibilité à 
l’hydrolyse enzymatique du résidu cellulosique, mais le 
travail de l’extrudeur (broyage) associé à l’effet de l’agent
chimique ne peuvent avoir qu’un effet très favorable sur la
digestibilité enzymatique du substrat.

2.9 Études comparatives 
entre différents prétraitements

Ces études permettent des comparaisons plus objectives entre
les différents prétaitements, étant donné que le substrat et les
conditions expérimentales sont identiques pour les différents
procédés testés.

Thompson et al. (63) ont comparé quatre types de prétraite-
ments sur un substrat constitué d’un mélange de feuillus : 
traitement alcalin avec ajout de péroxyde d’hydrogène, traite-
ments par un solvant organique (éthylènediamine), auto-
hydrolyse par l’explosion à la vapeur et traitement à l’acide
dilué. Le prétraitement à l’acide dilué a été le plus efficace pour
augmenter la surface de la cellulose accessible aux enzymes. 

Vlasenko et al. [101] ont comparé trois types de prétraite-
ment : l’explosion à la vapeur avec catalyse acide, l’hydrolyse
à acide dilué et le procédé Afex. Les expérimentations, sur
paille de riz, ont été réalisées à l’échelle du laboratoire et 
les conditions expérimentales étaient identiques pour les trois
prétraitements. Concernant le taux de récupération des 
pentoses, l’explosion vapeur avec catalyse acide (rendement
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de récupération = 79 %) était supérieure aux deux autres
procédés (60 % pour le procédé d’hydrolyse à acide dilué,
15 % pour le procédé Afex). Les rendements globaux de
récupération des sucres (en tenant compte à la fois du prétrai-
tement et de l’hydrolyse enzymatique) étaient également
favorables à l’explosion vapeur avec catalyse acide.

2.10 Conclusion

Aucun des types de prétraitement décrits précédemment n’est
entièrement satisfaisant. Généralement, les procédés se font à
température élevée avec addition de produits chimiques, et
génèrent en quantité plus ou moins importante des inhibiteurs
posant des problèmes lors de l’étape de fermentation.

Les prétraitements mécaniques (broyage et irradiation) ont
été décrits comme inefficaces, coûteux en énergie et écono-
miquement non rentables. Les prétraitements alcalins sont
lourds à mettre en œuvre, les consommations de produits chi-
miques pour la réaction et pour la neutralisation du produit
traité sont onéreuses, les pollutions engendrées obligent à
mettre en œuvre d’importants moyens de traitement et de
récupération des réactifs. Le procédé Organosolv et autres
procédés d’origine papetière sont trop onéreux en solvants,

et leurs objectifs sont contraires à ceux recherchés en produc-
tion d’éthanol carburant. Les techniques d’explosion avec
l’ammoniac ou le CO2 ne sont pas plus efficaces comparati-
vement à l’utilisation de produits classiques comme l’acide
sulfurique, et l’emploi d’ammoniac peut être dangereux.

Le prétraitement à l’acide dilué à double étage (qui est
l’objet de récents travaux au NREL) est une méthode attrac-
tive, améliorant la digestibilité enzymatique de la cellulose,
permettant d’obtenir des rendements d’hydrolyse des hémi-
celluloses proches du maximum, tout en minimisant les réac-
tions de dégradation des sucres (tableau 1). L’optimisation de
ce procédé doit être poursuivie, notamment par des systèmes
à contre-courant, ou par le développement de réacteurs pou-
vant fonctionner à forte concentration en matières solides.

La technologie bi-vis avec extraction alcaline pourrait
s’avérer une méthode efficace pour améliorer la digestibilité
enzymatique du substrat lignocellulosique, tout en permettant
un fort taux de récupération des sucres issus de la fraction
hémicellulosique.

Le procédé de thermohydrolyse semble également intéres-
sant, bien qu’il n’ait connu aucune application industrielle à
ce jour. Il permet des rendements d’hydrolyse élevés, et sur-
tout il minimiserait la formation de produits de dégradation.
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TABLEAU 1

Comparaison entre différentes méthodes de prétraitements

Comparison between different preatreatment methods

Technologie bi-vis Explosion vapeur avec catalyse Hydrolyse acide dilué Thermohydrolyse

30 66 45

88 67 47

Références 14 89 68 48

97 90 69 49

98 93 71 50

94 73 52

Types de substrats Herbacés et feuillus Herbacés, feuillus et résineux Herbacés et feuillus Herbacés et feuillus

Continu Batch ou continu Batch ou continu Batch

Conditions opératoires 120-130° C 160-200°C 150-180°C 170-230°C

10 min à 20 min 1 min à 10 min 5 min à 30 min 5 min à 1 h

Consommation de réactifs Oui Oui Oui Non

Récupération des pentoses > 80 % > 80 % > 80 % > 80 %

Présence d’inhibiteurs Peu Oui si conditions sévères Peu Peu

Rendement hydrolyse Peu testé > 80 % > 90 % > 80 %

enzymatique de la cellulose

Problèmes environnementaux Moyen Moyen Important Faible

(génération de déchets)

Perpectives Nombreux pilotes Pilotes récents (NREL) Pas de pilotes

État de l’art intéressantes, (français,  canadiens et italiens) perspectives intéressantes : mais regain 

améliorations améliorations possibles contre-courant d’intérêt 

envisageables sur la résistance des matériaux forte concentration ces dernières années
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Le prétraitement par explosion à la vapeur apparaît
comme une méthode attractive, bien qu’ancienne. Les procé-
dés avec catalyse acide sont préférables car ils autorisent des 
rendements en xylose élevés, des températures dans le 
réacteur plus basses, et par conséquent, des produits de
dégradation moindres. 

La nature du prétraitement choisi dépendra également du
substrat utilisé. Dans le cas de la paille de blé, les prétraite-
ments alcalin et à la vapeur autour de 180-200 °C donnent des
bons rendements en glucose (80 à 95 % du rendement théo-
rique) comparés aux traitements mécaniques (18 à 38 %). Pour
les coproduits ligneux (copeaux de bois, sciures), de bons ren-
dements sont obtenus après traitement mécanique (70 à 75 %),
alors que de faibles rendements sont obtenus après prétraite-
ments à la vapeur (35 %) [64].

Enfin, il faut remarquer que la plupart des études ne men-
tionnent pas (ou peu) les méthodes préconisées pour extraire
les sucres hydrolysés ou solubilisés au cours des opérations
précédemment citées. Les technologies actuelles, utilisant des
étapes de pressages et lavages intenses à l’eau, afin de récu-
pérer le maximum de sucres, sont très coûteuses en investis-
sement et en énergie, et elles auront un impact important sur
l’économie du procédé.

3 HYDROLYSE ENZYMATIQUE

L’hydrolyse enzymatique constitue une méthode spécifique,
réalisée dans des conditions relativement douces (50 °C), et
permettant des rendements d’hydrolyse supérieurs à ceux
obtenus à partir des procédés chimiques. C’est la raison pour
laquelle l’hydrolyse enzymatique a fait l’objet de nombreux
travaux de recherche ces 10 dernières années, dans le but
d’optimiser la production d’enzymes et leur efficacité, mais
aussi d’améliorer les étapes de prétraitement. L’objectif est
avant tout d’améliorer sa rentabilité économique, car elle
constitue encore une méthode onéreuse, en raison notamment
du coût élevé des enzymes et de la lenteur des réactions.

Un substrat aussi complexe que la biomasse lignocellulo-
sique ne peut être hydrolysé totalement par une seule enzyme.
L’hydrolyse enzymatique de la cellulose résulte de l’action
synergique de trois types d’enzymes : les cellulases (endo 1,4
ß-glucanases et exo 1,4 ß-glucanases) qui hydrolysent les cel-
luloses en cellobiose et les ß-glucosidases qui hydrolysent le
cellobiose en glucose.

3.1 Production de cellulases

Le champignon mésophile aérobie Trichoderma reesei et 
ses mutants ont été les plus étudiés pour la production de cellu-
lases. Les cellulases de T. reesei présentent l’avantage de pos-
séder les trois classes d’enzymes, bien qu’elles présentent sou-
vent un déficit en ß-glucosidase. De plus, elles sont inhibées
rapidement par les produits formés (glucose et cellobiose).

La mise en œuvre à l’échelle industrielle de l’hydrolyse
enzymatique requiert donc, d’une part, une préparation 
enzymatique équilibrée, et d’autre part, celle d’une technologie
de mise en œuvre de ces enzymes. Les quantités de cellulases
proposées sur le marché ont été, et sont encore beaucoup trop
limitées et surtout d’un coût beaucoup trop élevé pour être
utilisées dans des procédés de production d’éthanol. Des
efforts importants de recherche et développement ont donc
visé à développer des procédés de production de cellulases,
intégrables au site de production d’éthanol et minimisant le
coût d’accès à la source d’enzymes.

Jusqu’à la fin des années 1980, le principal obstacle lié à
la production de cellulases était la faible productivité des
micro-organismes [5]. Puis des progrès ont ensuite été appor-
tés, à la fois par l’amélioration des techniques de fermenta-
tion, et par l’amélioration des souches productrices [102-
106]. Les meilleures productivités ont été obtenues par la
mise en œuvre de technologie de cultures en fed batch ali-
mentées par un substrat carboné soluble, le lactose, moins
cher et plus facile à utiliser à l’échelle industrielle que les cel-
luloses purifiées. Des productivités supérieures à 200 mg/l⋅h
pour des concentrations finales supérieures à 40 g/l de 
protéines ont été rapportées [91, 107, 108]. 

L’Ascaf, en utilisant le lactose comme substrat et un nou-
veau mutant de T. reesei développé par la société Cayla à
Toulouse, a obtenu des productivités très élevées. La produc-
tion de cellulases sur le site de Soustons se faisait en réacteur
de 30 m3, et utilisait une technologie originale d'alimentation
discontinue en lactose [38]. Les résultats obtenus ont
confirmé les performances enregistrées en laboratoire et au
pilote : plus de 20 000 unités cellulases papier filtre et 30 g de
protéines enzymatiques extracellulaires produites par litre de
milieu [109]. Ces performances placent T. reesei, parmi les
meilleures souches productrices de protéines extracellulaires
en conditions industrielles.

Les quantités élevées de protéines excrétées par ces
souches mutantes laissent peu d’espoir d’amélioration sup-
plémentaire sur ce critère. Les efforts devront désormais por-
ter sur l’amélioration qualitative de l’activité de ces
enzymes : meilleure activité spécifique (mesurée sur papier
filtre), meilleure stabilité et insensibilité au rétrocontrôle.
Actuellement, l’activité spécifique des cellulases est de
l’ordre de 0,6 IU (International Unit)/mg de protéine contre
100 IU/mg pour les amylases. De même, bien que la fai-
blesse en activité cellobiase ait pu être corrigée par l’amélio-
ration génétique des souches productrices, la composition du
cocktail enzymatique doit encore être améliorée.

3.2 Technologie de l’hydrolyse

Réduire le coût de consommation des cellulases peut 
également s’obtenir par une réduction de la quantité consom-
mée, en optimisant la technologie d’hydrolyse et/ou en 
cherchant à recycler les activités enzymatiques récupérables
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après une opération d’hydrolyse. La technologie d’hydrolyse
utilisée le plus couramment est la simple mise en contact
d’une suspension de substrat lignocellulosique avec la solution
enzymatique, et le maintien de la température, du pH et de
l’homogénéité du mélange au cours de l’opération. Une fois
déterminées les conditions optimales de pH et de température,
les possibilités d’optimisation sont particulièrement limitées.

Les tentatives de recyclage des activités enzymatiques
récupérables en fin d’hydrolyse ont été effectuées par plu-
sieurs équipes [110-117]. Les techniques de recyclage se
heurtent aux propriétés d’adsorption des enzymes sur la cel-
lulose résiduelle et probablement sur la lignine [118-120]. 

Les résultats rapportés sont contradictoires, certaines
équipes préconisant la récupération des activités à partir de la
phase liquide obtenue par percolation de cette dernière sur un
substrat frais [109]. D’autres préconisent la récupération des
activités à partir du résidu solide de l’hydrolyse, par mélange
de ce résidu à une charge de substrat frais [112, 117]. De plus
l’évaluation économique de ce recyclage n’a pas été effec-
tuée, et il est difficile aujourd’hui de décider si les quantités
d’enzymes récupérées compenseront le coût en investisse-
ments supplémentaires (pompes et séparateurs) nécessaires à
la mise en œuvre de cette technologie. 

3.3 Conclusion

L’inconvénient majeur de l’hydrolyse enzymatique réside
dans le coût des enzymes utilisées, qui demeure élevé.
L’objectif des nouveaux programmes de recherche est
d’améliorer l’efficacité de la préparation enzymatique, tout
en maintenant son coût de production constant. Deux voies
sont possibles : l’amélioration génétique des souches produc-
trices et la SFS. Ce dernier point sera abordé dans le chapitre
sur la fermentation alcoolique. Il pourrait également être très
utile “d’adapter” les enzymes aux produits prétraités, plutôt
que d’optimiser les prétraitements à l’activité des enzymes.

4 FERMENTATION ÉTHANOLIQUE DES SUCRES

Les sucres obtenus par hydrolyse de la biomasse lignocellulo-
sique sont des pentoses (xylose et arabinose principalement),
des disaccharides (cellobiose) et du glucose. Ce dernier est
facilement transformé en éthanol par la levure S. cerevisiae
utilisée par l’ensemble des industries de fermentation alcoo-
lique. Actuellement, aucun autre micro-organisme n’atteint
ses performances sur glucose en conditions non stériles, à
savoir un rendement de l’ordre de 0,47 g d’éthanol par g de
glucose,une productivité supérieure ou égale à 5 g/l⋅h, 
et des concentrations finales en éthanol voisines de 10% 
en volume. S. cerevisiae présente de nombreux atouts supplé-
mentaires résultant de nombreuses années de sélection : 
résistance à l’éthanol, mise en œuvre industrielle aisée, etc.
La fermentation du glucose ne sera donc pas abordée ici, sauf
dans le cas particulier de la SFS.

Par contre, les pentoses sont rarement fermentés par les
micro-organismes et, lorsqu’ils le sont, les performances sont
médiocres. Ces dernières années, beaucoup de travaux ont
porté sur la recherche et/ou l’amélioration des souches fer-
mentant activement les pentoses en éthanol. Pour ce faire,
quatre types de micro-organismes ont été étudiés : les levures
fermentant naturellement les pentoses, des souches recombi-
nées de S. cerevisiae, des bactéries thermophiles ou méso-
philes utilisant les pentoses. La fermentation du cellobiose
sera ensuite abordée rapidement. La dernière partie sera
consacrée à l’étude des différentes technologies possibles
pour fermenter les hydrolysats lignocellulosiques.

4.1 Fermentation des pentoses

4.1.1 Levures capables de fermenter les pentoses

Au début des années 1980, d’importantes recherches ont été
entreprises afin d’isoler des souches capables de fermenter
naturellement le xylose en éthanol [2, 121, 122]. Trois espèces
de levure ont été identifiées comme étant les plus efficaces :
Pichia stipitis, Candida shehatae et Pachysolen tannophilus.
Cependant, les performances fermentaires obtenues par ces
micro-organismes restent faibles, comparativement à celles
obtenues par S. cerevisiae sur glucose (tableau 2).

De plus, les contraintes associées à l’utilisation de ces
souches se sont révélées être un handicap important. La fer-
mentation alcoolique du xylose n’est possible qu’en présence
d’une faible quantité d’oxygène [123], qui doit être rigoureu-
sement ajustée. En effet, un excès d’oxygène favorise la pro-
duction cellulaire au détriment de la production d’éthanol
[124].

D’autre part, les micro-organismes utilisés sont particuliè-
rement sensibles à l’éthanol [62, 123] et sont inhibés à partir
d’une concentration de l’ordre de 3 à 5 % (en poids).
Différentes voies ont été expérimentées afin de s’affranchir
de ce problème : sélection de mutants résistants [125], fusion
de protoplastes [126], extraction continue de l’éthanol. Mais
aucune n’a réellement abouti. Ces levures sont aussi particu-
lièrement sensibles aux inhibiteurs présents dans les hydroly-
sats tels que l’acide acétique [127].

Malgré les nombreuses études réalisées avec ces levures,
celles-ci possèdent toujours de nombreux points faibles et
leurs performances fermentaires n’ont jamais été significati-
vement améliorées. 

4.1.2 Saccharomyces cerevisiae

Bien qu’étant incapable de fermenter le xylose en éthanol, 
S. cerevisiae présente la propriété de fermenter le xylulose
obtenu par isomérisation du xylose (fig. 4). Ainsi, plusieurs
approches ont été développées afin d’utiliser S. cerevisiae
pour fermenter le xylose :
– Introduction chez S. cerevisiae des gènes bactériens

permettant la transformation du xylose en xylulose (codant 
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Figure 4

Conversion du xylose en xylulose-5-phosphate chez les
bactéries et les levures (d’après McMillan, 1996).

Conversion of xylose to xylulose-5-phosphate (by McMillan,
1996).

pour la xylose isomérase). Cette technique a connu peu de
succès, à cause de l’expression très réduite de la protéine
clonée [140-142]. De meilleures performances ont été
obtenues quand le même gène est inséré chez Sch. pombe
[143] (tableau 3).

TABLEAU 3

Performances fermentaires de S. cerevisiae. et Sch. pombe sur xylose
après recombinaison pour les gènes codant pour la xylose isomérase (XI)

Xylose fermentation performance by recombinant S. cerevisiae 
and Sch. pombe containing xylose isomerase (XI) genes

Xylose Rdta Prod.b Éthanolc Références

(g/l) (g/g) (g/l⋅h) (g/l)

Sch. pombe 50 0,15 0,02 7,5 [143]

Sch. pombe 50d 0,42 0,19 21 [143]

S. cerevisiae 30 0,05 0,01 1,4 [144]

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale
d : 50 g/l de xylose + extrait de levure

– Isomérisation enzymatique du xylose en xylulose à l’aide
d’une isomérase ajoutée au milieu, sachant que S. cerevisiae
pourra réaliser la fermentation alcoolique du xylulose
produit. Des rendements supérieurs à 90 % du rendement
théorique ont été rapportés (tableau 4), mais avec une
vitesse de fermentation très lente [145]. Des performances
similaires ont été obtenues en substituant S. cerevisiae par
Sch. pombe. Cependant, ce procédé SFIX (Simultaneous
Fermentation and Isomerisation of Xylose) est limité par le
prix élevé de la xylose isomérase commerciale. De plus,
l’enzyme n’est pas très stable en présence d’hydrolysats

D-xylose

D-xylulose

Xylitol

D-xylulose-5-P

NAD(P)H

NAD(P)

NAD

NADH

Bactérie Levure

ATP

ADP

D-xylose r ductase

Xylitol d hydrog nase

Xylulokinase

D-xylose isom rase
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TABLEAU 2

Performances fermentaires des levures sur xylose

Performance of pentose fermenting yeasts

Xylose (g/l) Rendementa (g/g) Productivitéb (g/l⋅h) Éthanolc (g/l) Type de milieu Références

C. sh. (ATCC22984) 57 0,39 0,56 22,3 complexe [128]
C. sh. ( CSIR-57D11) 50 0,42 0,48 20 complexe [122]
C. sh. (CSIR-Y492) 90 0,29 1,31 26,2 complexe [129]
C. sh. (CSIR-Y492) – 0,29 0,65 26 complexe [129]
C. sh. – – 1,17 56 – [130]
C. sh. (CBS-2279) 20 0,37 0,47 – – [131]
C. sh. (NRRLY12856) 50 0,45 0,29 24 complexe [132]

P. st. (CBS 5776) 50 0,45 0,34 22,3 complexe [133]
P. st. (CSIR-Y633) 50 0,43 0,45 21,5 complexe [122]
P. st. (NRRLY-7124) 50 0,42 0,60 21 – [134]
P. st. 50 0,41 0,28 20 – [132]
P. st. (NRRLY-7124) 150 0,39 0,28 56 complexe [132]
P. st. (CBS 7126) 20 0,39 0,53 – – [131]
P. st. (NRRLY-7124) 50 0,43 0,18 – – [135]

P. ta. (NRRLY-2460) – 0,21 0,12 – complexe [136]
P. ta. (NRRLY-2460) 20 0,31 0,06 6,2 – [137]
P. ta. (RL171) 50 0,28 0,28 13,8 – [138]
P. ta. (NRRLY-2460) 50 0,32 0,16 16 complexe [139]
P. ta. (NRRLY-2460) 100 0,25 0,13 24 complexe [139]

a : rendement basé sur le xylose consommé C. sh. = Candida shehatae
b : productivité maximale P. st. = Pichia stipitis
c : concentration maximale P. ta. = Pachysolen tannophilus

D-xylose isomérase

D-xylose réductase

Xylitol d’hydrogénase

NAD(P)
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cellulosiques [62], et il reste le problème de l’incompatibilité
entre les conditions optimales de l’isomérisation (pH 7) et de
la fermentation (pH 4).

– Introduction chez S. cerevisiae les gènes levuriens per-
mettant l’assimilation du xylose et codant pour la XR
(xylose réductase), la XDH (xylose déshydrogénase) et la
XK (xylulokinase). Initialement, la recombinaison portait
seulement sur les deux gènes XR et XDH [148, 149], mais
les rendements D’éthanol étaient faibles suite à l’accu-
mulation de xylitol. Ho et Tsao [150], en recombinant 
S. cerevisiae pour les 3 gènes (XR, XDH, XK), ont obtenu
des résultats particulièrement prometteurs (tableau 5).

TABLEAU 5

Performances de S. cerevisiae sur xylose après recombinaison pour les
gènes codant pour la xylose reductase (XR), 

la xylose déshydrogénase (XDH) et la xylulokinase (XK)

Xylose fermentation performance by recombinant S. cerevisiae containing
xylose reductase (XR), xylose dehydrogenase (XDH) 

and xylulokinase (XK) genes

Gènes Xylose Rdta Prod.b Éthanolc Références

recombinés (g/l) (g/g) (g/l⋅h) (g/l)

XR 20 – 0,29 – [151]

XR et XDH 20 0,037 0,02 0,74 [152]

XR, XDH, XK d 0,43 - 47 [150]

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale
d : mélange xylose/glucose (50/50)

Parmi les trois stratégies que nous venons de décrire, celle
développée par Ho et Tsao [150] portant sur la recombinai-
son de S. cerevisiae avec 3 gènes semble la plus attractive.
Toutefois, ces travaux sont récents, et l’utilisation sur hydro-
lysats de cette souche recombinée n’a pas encore été 
expérimentée. Il paraît difficile de prédire à l’heure actuelle
quel sera le comportement de cette souche sur un milieu
beaucoup moins favorable qu’un milieu synthétique. 

4.1.3 Bactéries thermophiles

Plusieurs espèces de bactéries thermophiles sont capables de
réaliser la fermentation alcoolique du xylose. Leur utilisation
à température élevée peut présenter deux avantages : la dimi-
nution des risques de contamination et le couplage possible à
des techniques d’extraction continue de l’éthanol comme la
pervaporation.

Des rendements proches de 90 % du rendement théorique
ont été obtenus avec Thermoanaerobacter ethanolicus [153-
155] (tableau 6), mais à partir d’une faible concentration ini-
tiale en xylose. Clostridium thermohydrosulfuricum a été aussi
largement étudié en culture continue dans le cadre du procédé
DMC (Direct Microbial Conversion). Mais la fermentation
s’accompagnait systématiquement d’une production non négli-
geable d’acétate [156]. Des cocultures entre Cl. thermohydro-
sulfuricum et Cl. thermocellum [157] ou Cl. thermocellum et T.
ethanolicus [158] ont également été expérimentées. 

Le procédé Agrol utilise des bactéries thermophiles modi-
fiées génétiquement, qui ont la capacité de produire très rapi-
dement de l’éthanol à partir de tous les sucres présents dans
les hydrolysats de biomasse [159]. La bactérie utilisée est un
mutant de Bacillus stearothermophilus ayant perdu l’activité
LDH (lactate déshydrogénase). Cependant, ce procédé ne
semble fonctionner que pour de faibles concentrations en
sucres (inférieures à 2 %). D’autre part, la complexité du pro-
cédé, le risque de réversion des souches mutées et les condi-
tions de stérilité rendent difficiles son application à l’échelle
industrielle.

L’utilisation de bactéries thermophiles pour la fermenta-
tion des pentoses semble difficilement envisageable. En effet,
elles présentent de faibles rendements d’éthanol dus à la 
production de divers coproduits. Leur faible tolérance à
l’éthanol implique l’emploi de techniques complexes de fer-
mentation à faible concentration en sucres. Leur forte sensibi-
lité aux inhibiteurs, et l’ajout nécessaire de facteurs de 
croissance dans le milieu de fermentation sont aussi des
inconvénients majeurs.
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TABLEAU 4

Performances fermentaires de S. cerevisiae et Sch. pombe sur xylulose après isomérisation enzymatique du xylose

Xylulose fermentation performance by recombinant S. cerevisiae and Sch. pombe

Types d’enzymes Xylose (g/l) Rendementa (g/g) Productivitéb (g/l⋅h) Éthanolc (g/l) Références

S. cer. (ATCC24860) Actinoplanes 60 0,30 0,38 18,1 [145]

S. cer. (ATCC24860) Streptomyces 60 0,32 0,41 19,5 [145]

S. cer. (bakers'yeast) Optisweet-P 48 0,50 1 24 [146]

S. cer. (bakers'yeast) Optisweet-P 175 0,34 1,30 60 [146]

S. pombe (NRRLY16) Sweetzyme Q 40 0,37 0,37 14,8 [147]

S. pombe (NRRLY16) Sweetzyme Q 60 0,34 0,67 20,4 [147]

S. pombe (NRRLY16) Sweetzyme Q 100 0,31 0,64 31 [147]

S. pombe (NRRLY16) Sweetzyme Q 160 0,31 0,48 49,6 [147]

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale.
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4.1.4 Bactéries mésophiles

Certaines bactéries mésophiles ne peuvent pas fermenter les
pentoses, mais sont capables de performances fermentaires éle-
vées sur glucose, grâce à une voie d’assimilation efficace (voie
d’Entner Doudoroff) telles que Zymomonas mobilis. L’équipe
du NREL [163] a introduit chez Z. mobilis 4 gènes d’E. coli
codant pour xylose isomérase (XI), xylulokinase (XK), trans-
kétolase et transaldolase. La souche recombinée est alors
capable de croître sur xylose comme unique source de car-
bone, avec des rendements d’éthanol de 0,44 g/g (97% du ren-
dement théorique) et une productivité volumique de 0,57 g/l⋅h,
ce qui constitue des résultats encourageants. Par une approche
analogue, une souche recombinante capable de fermenter effi-
cacement l’arabinose a été également construite [164].

Sa tolérance vis-à-vis de l’éthanol et des inhibiteurs, ses
performances élevées sur glucose, sa capacité à croître sur
des concentrations élevées en sucres font de Z. mobilis
recombiné l’un des micro-organismes les plus prometteurs
pour la fermentation alcoolique des pentoses.

Cependant, il subsiste les inconvénients liés à l’instabilité
des souches recombinées, à un pH de fermentation relative-
ment élevé augmentant les risques de contamination, et à une
plus grande complexité de mise en œuvre industrielle.

D’autres bactéries mésophiles présentent l’avantage de
pouvoir fermenter naturellement les pentoses en l’absence
d’oxygène et d’avoir des taux de croissance supérieurs aux
levures. Dans ce groupe, les plus étudiées ont été les entéro-
bactéries Escherichia coli et Klebsiella. Là encore, les outils
génétiques ont été utilisés afin d’accroître leurs performances.

En conditions anaérobies, E. coli produit surtout des
acides organiques et les rendements d’éthanol sont faibles.
Des travaux d’amélioration génétique d’E. coli ont été menés

dans plusieurs laboratoires [165-167]. Des gènes provenant
de Z. mobilis et codant pour la PDC (pyruvate décarboxy-
lase) et l’ADH (alcool déshydrogénase), ont été transférés
chez la souche E. coli 11303 par l’intermédiaire du plasmide
pLo 1297. Des rendements proches du rendement maximum
ont été obtenus avec ces souches recombinées [166-169]
(tableau 7). Cependant, la plupart de ces résultats ont été
obtenus sur des milieux synthétiques enrichis en facteurs de
croissance. D’après Hahn Hägerdal et al. [170], la production
d’acides organiques reste cependant non négligeable avec ces
souches recombinées.

Le problème majeur concerne toujours la stabilité géné-
tique de ces souches recombinées pour lesquelles il faut
maintenir une pression de sélection sous antibiotique afin
d’assurer la stabilité des plasmides, ce qui complique consi-
dérablement la mise en œuvre de tels micro-organismes. Afin
d’améliorer leur stabilité génétique, les souches ont progres-
sivement été transformées en intégrant directement sur le
chromosome l’opéron portant les gènes de la PDC et de
l’ADH. Il s’agit de la souche E. coli KO11 développée par
l’équipe d’Ohta et al. [171]. Cependant, une pression de
sélection est toujours nécessaire pour garantir sa stabilité
génétique. Pour s’affranchir de ce problème, Hespell et al.
[172] ont développé une souche recombinée à partir d’un
mutant (souche FMJ39) incapable de croître en anaérobiose.
D’après ces auteurs, de fortes productivités sont obtenues par
cette souche, sans qu’aucun résultat chiffré ne soit cité.

D’autres inconvénients ont également été rapportés avec
l’utilisation de E. coli. La fermentation se fait à pH élevé,
accentuant ainsi les risques de contamination. Mais surtout, le
milieu de fermentation doit être préalablement enrichi en nutri-
ments (facteurs de croissance, vitamines) et les performances
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TABLEAU 6

Performances fermentaires obtenues avec bactéries thermophiles sur xylose

Xylose fermentation performance by thermophilic bacteria

Types de milieu Xylose (g/l) Rendementa (g/g) Productivitéb (g/l.h) Ethanolc Références

T .ethanolicus Complexe 10 0,50 0,12 5,1 [153]

T .ethanolicus Complexe 4 0,42 0,50 1,7 [154 et 155]

T. ethanolicus Complexe 20 0,25 – – [160]

Cl. thermosaccharolyticum Complexe 6 0,30 0,13 1,8 [161]

Cl. thermosaccharolyticum Complexe 35 0,37 1,03 12,8 [162]

Cl. thermohydrosulfuricum Complexe – 0,43 – – [157]

B. stearothermophilus Complexe 0,40 (xyl) 0,45 (xyl) – [159]

Recyclage partiel 10d 0,47 (glc) 0,74 (glc)

des cellules

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale
d : 10 g/l de glucose + 10 g/l de xylose
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fermentaires sur hydrolysats se révèlent médiocres, en raison
de la sensibilité à l’éthanol et aux inhibiteurs [173].

Des souches recombinées de Klebsiella oxytoca portant
les gènes de Z. mobilis codant pour la PDC et l’ADH ont per-
mis d’atteindre des productivités maximales doubles de
celles d’E. coli [175], (tableau 8). Tolann et Finn [176] ont
étudié la fermentation du xylose par une souche génétique-
ment recombinée de Klebsiella planticola par insertion du
gène codant pour la PDC de Z. mobilis. Ils ont obtenu des
performances intéressantes. Cette souche présente l’intérêt
supplémentaire de ne pas nécessiter de pression de sélection
pour conserver le plasmide, et de bénéficier d’une tolérance
convenable à l’éthanol. Cependant, il se pose le problème de
perception négative de Klebsiella, car il existe de nombreuses
souches pathogènes chez ce genre bactérien.

4.1.5 Performances sur hydrolysats

La majorité des performances décrites précédemment ont été
obtenues sur des milieux synthétiques. Comparés à ceux-ci,

les hydrolysats sont des milieux de fermentation relativement
hostiles aux micro-organismes, à cause de la présence de
nombreux composés inhibiteurs, généralement produits lors
de la phase de prétraitement (acide acétique, furfural, phé-
nols, acides aromatiques, aldéhydes, sulfites, lignosulfates,
certains ions, etc.) [62].

On peut identifier deux stratégies pour faire face à ces pro-
blèmes d’inhibitions :
– Détoxification des hydrolysats avec des résines échangeuses

d’ions [178, 179], par entraînement à la vapeur [180] ou
rétroévaporation. Ces procédés de détoxification conduisent
à des surcoûts supplémentaires importants, incompatibles
avec l’économie globale du procédé.

– Sélection de micro-organismes adaptés aux inhibiteurs
présents.
Les performances obtenues sont à relier aux types de 

prétraitement et d’hydrolyse réalisés, ainsi qu’à la nature du
substrat utilisé. Elles sont généralement nettement plus faibles
comparativement à celles déterminées sur milieux synthétiques
(tableaux 9 et 10). Les souches testées sur hydrolysats sont

83

TABLEAU 7

Performances de E. coli recombiné sur xylose

Xylose fermentation performance by recombinant  E. coli strains

Types de milieu Xylose (g/l) Rendementa (g/g) Prod.b  (g/l⋅h) Éthanolc (g/l) Références

E. coli (ATCC11303 pL01297) Complexe 80 0,48 0,7 39,2 [167]

E. coli (ATCC11303 pL01297) Complexe 80 0,52 0,6 42 [166]

E. coli (ATCC11303 pL01297) Complexe 80 0,47 1 36 [171]

E. coli (ATCC11303 KO11) (frd, pdc, adhB) Complexe 80 0,53 1,3 41,6 [171]

E. coli (ATCC11303 pL01297) Complexe 80 0,45 0,47 36 [168]

E. coli (ATCC11303 pL01297) Défini 64,5 0,43 0,29 28 [168]

E . coli (ATCC11303 pL01297) Complexe 140 0,45 0,46 56 [174]

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale

TABLEAU 8

Performances de Kl. oxytoca et Kl. planticola recombinés sur xylose

Xylose fermentation performance by recombinant  Kl. oxyotoca and Kl. planticola strains

Milieu Xylose (g/l) Rendementa (g/g) Productiviteb (g/l.h) Éthanolc (g/l) Références

Kl. oxytoca (pdc, adhB) complexe 100 0,48 2 46 [175]

Kl. planticola (pdc) complexe 67 - 1,6 24 [176]

Kl. planticola (pdc) complexe 80 0,40 0,44 32 [176]

Kl. planticola (pdc, pfl-) complexe 41 0,237 0,3 17,8 [177]

a : rendement basé sur le xylose consommé
b : productivité maximale
c : concentration maximale
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TABLEAU 9

Performances de E. coli recombiné sur hydrolysats 

Xylose fermentation performance by recombinant  E. coli strains on lignocellulosic hydrolysates

Hydrolysat Traitement Sucres (g/l) Rendementa (g/g) Prod.b (g/l⋅h) Éthanolc (g/l) Références

E.coli (ATCC11303 pL01297) Peuplier** Imprégnation SO2

non détoxifié extrudeur 36 xyl(1) 0,46 0,29 16,6 [173]

E.coli (K011) Pin* détoxifié Imprégnation SO2 20 xyl 0,42 1,53 31 [183]

(160° C) 15 glc(2)

E.coli (ATCC11303 pL01297) Peuplier* Imprégnation SO2 80 xyl 0,45 0,46 17,2 [169]

détoxifié extrudeur

E.coli (ATCC11303 pL01297) Peuplier* Imprégnation SO2

détoxifié extrudeur 64,5 xyl 0,45 0,62 29,6 [26]

a : rendement basé sur les sucres totaux consommés (pentoses et hexoses) (1) xylose * hydrolysat total 
b : productivité maximale (2) glucose **hydrolysat d'hémicelluloses
c : concentration maximale

TABLEAU 10

Performances des levures sur hydrolysats lignocellulosiques

Xylose fermentation performance by xylose fermenting yeast on lignocellulosic hydrolysate

Hydrolysat Traitement Sucres (g/l) Rendementa (g/g) Prod.c (g/l⋅h) Éthanol (g/l) Références

C. shehatae (ATCC22984) Orge entière Hydrolyse 54 xyl 0,48a 1,16 84 [128]

hydrol. total* enzymatique 126 glc

C. shehatae (CSIR-22984) Chêne rouge Hydrolyse acide 40 xyl 0,25b 0,05 10 [186]

hydrol. HC** 3 glc

P. stipitis (CBS 5776) Peuplier Hydrol. enzymat. 20,5 xyl

hydrol. HC détoxifié 2,7 glc 0,47a 0,2 11 [187]

P. stipitis (CBS 5776) Peuplier Hydrol. acide 19,3 xyl 0,41a 0,13 85 [187]

hydrol. HC détoxifié 1,6 glc

P. stipitis (NRRL-Y7124) Eucalyptus Acide dilué 0,5% 30,5 xyl 0,35a 0,16 – [188]

hydrol. HC 120°C, 3 h 1,5 glc

P. stipitis (CBS 5776) Bagasse Non détoxifié 40,9 xyl 0,27a 0,15 – [189]

hydrol. HC 3,1 glc

P. stiitis (CBS 5776) Bagasse Détoxifié 40,9 xyl 0,37a 0,56 – [189]

hydrol. HC 3,1 glc

P. stipitis (CBS 5773) Bagasse Prétr. alcalin 140 au total 0,35a 0,34 24 [190]

hydrol. total hydrolyse acide

P. stipitis Peuplier Prétr. explosion 28 xyl 0,45a 0,85 41 [182]

hydrol. total vapeur + SO2, 64 glc 0,47b

hydrol. enzym.

a : rendement basé sur les sucres totaux consommés (pentoses et hexoses) * hydrolysat total 

b : rendement basé sur les sucres totaux présents initialement (pentoses et hexoses) ** hydrolysat hémicellulosique

c : productivité maximale
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essentiellement des levures (P. stipitis ou C. shehatae) ou 
des bactéries (E. coli recombiné) dont les performances 
étaient déjà médiocres sur milieux synthétiques. De plus, la
détoxification du milieu est presque systématiquement prati-
quée [183, 184], préalablement à la fermentation.

Outre la présence d’inhibiteurs dans les hydrolysats, la
présence de glucose inhibe ou retarde l’utilisation du xylose
[180-182, 185]. Il faut également remarquer que l’arabinose
peut constituer jusqu’à 10 % des sucres totaux de certains
hydrolysats et, qu’à ce jour, aucun micro-organisme capable
de fermenter efficacement l’arabinose en éthanol n’a encore
été identifié [123], bien que le NREL ait récemment déve-
loppé des souches modifiées de Z. mobilis capables de fer-
menter ce sucre (164).

4.2 Fermentation du cellobiose

Le cellobiose est un dimère de glucose présent dans les
hydrolysats et provenant de l'hydrolyse incomplète de la cel-
lulose. La capacité à fermenter le cellobiose est retrouvée
chez certaines souches de levures [191]. D’après Grohmann
[191], des genres tels que Brettanomyces [192, 193],
Hansenula [194], Candida [193] peuvent fermenter 100 à 
200 g/l de glucose et cellobiose en produisant 40 à 95 g/l
d’éthanol. Spindler et al. (195) ont recherché des souches,
notamment parmi Brettanomyces custersii, capables de fer-
menter à la fois le cellobiose et le glucose avec des perfor-
mances comparables à S. cerevisiae sur hexoses. Doran et
Ingram [196] ont développé des souches génétiquement
modifiées de Klebsiella oxytoca capables de fermenter le cel-
lobiose. Après prétraitement acide de la bagasse, ils ont
obtenu un rendement d’éthanol de 0,39 g/g de sucre, et une
productivité de 0,56 g/l.h.

4.3 Stratégies de fermentation des hydrolysats

Pour les hydrolysats totaux, la présence conjointe de glucose
et de pentoses peut constituer un problème d’optimisation
des performances fermentaires. Deux technologies se sont
développées pour tenter de remédier à ce problème : la fer-
mentation en coculture et la fermentation séquentielle. 

Concernant les hydrolysats séparés issus de la fraction 
cellulosique, les technologies de SFS ou DMC se sont parti-
culièrement développées ces dernières années. Quant à la 
fermentation des hydrolysats séparés issus de la fraction
hémicellulosique, nous avons vu précédemment qu’elle se
heurtait toujours aux problèmes des faibles performances
permises par les micro-organismes capables d’utiliser les
pentoses.

4.3.1 Fermentation en coculture

Cette approche consiste à cultiver ensemble deux micro-
organismes qui fermentent, l’un le glucose et l’autre les 

pentoses, en éthanol. La notion de coculture s’adresse à un
hydrolysat total, et la fermentation des pentoses et du glucose
a lieu dans le même réacteur, ce qui permet de diminuer les
coûts d’investissement. La plupart des travaux ont concerné
des cocultures avec deux levures : S. cerevisiae pour fermen-
ter le glucose, et P. stipitis pour fermenter le xylose. 

Mais les obstacles à la mise en œuvre d’un tel procédé
sont nombreux :
– La fermentation du xylose se fait toujours plus lentement

que la fermentation du glucose et il se pose finalement le
problème de l’inhibition par l’éthanol du micro-organisme
fermentant le xylose.

– Il existe une répression catabolique exercée par le glucose
sur l’utilisation du xylose. En effet, cultivés sur un mélange
de sucres, les micro-organismes utilisent préférentiellement
le glucose. Pour s’affranchir de ce problème, l’équipe de
l’Institut national de la recherche agronomique de Narbone
[197] a tenté de sélectionner une souche de P. stipitis ou 
C. shehatae incapable d’utiliser le glucose.

– Il y a compétition entre S. cerevisiae et la levure fermentant
le xylose pour la consommation de l’oxygène du milieu qui
joue un rôle primordial dans la fermentation alcoolique du
xylose par P. stipitis. Pour éviter cette concurrence, Laplace
et al. [197] ont développé un mutant respiratoire de
Saccharomyces incapable d’utiliser l’oxygène.

– Il peut y avoir incompatibilité entre souches cocultivées.
Des tests de compatibilité ont ainsi mis en évidence une
activité “inhibitrice” d’une souche de P. stipitis à l’encontre
de S. cerevisiae.
Des cocultures entre S. cerevisiae et C. shehatae [198], 

S. cerevisiae et P. stipitis [199, 200], S. cerevisiae et 
P. tannophilus [201] ont été expérimentées, mais à chaque
fois, le taux de conversion alcoolique du xylose restait faible.
Laplace et al. [197] ont mis en place un schéma de coculture
à haute densité cellulaire, en utilisant P. stipitis et un mutant
déficient respiratoire de S. diastaticus. À partir d’un mélange
de glucose et xylose (50 g/l de sucres), le rendement global
était de 0,41 g/g et la productivité globale de 3,1 g/l.h, avec
un taux de conversion des sucres de 100 %. Mais ces résul-
tats ne permettent pas de différencier les performances liées à
S. diastaticus sur glucose des performances liées à P. stipitis
sur xylose. En outre, l’expérimentation a été conduite sur un
milieu synthétique enrichi en nutriments. La fermentation
d’un hydrolysat total de bois de peuplier par cette même
coculture conduit à un faible rendement (0,25 g/g) et une pro-
ductivité de 0,93 g/l⋅h [197].

Laplace et al. [202] ont par la suite développé la coculture
à haute densité cellulaire, en utilisant la technique de recy-
clage par microfiltration. En associant un mutant respiratoire
de S. cerevisiae incapable d’utiliser l’oxygène avec P. stipitis,
ils ont obtenu un rendement de 0,43 g d’éthanol/g de sucres
présents dans le milieu, et une productivité de 2 g/l⋅h, avec un
taux de conversion du substrat de 88 %. En utilisant un
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hydrolysat total de bois de peuplier comme source de glucose
(41 g/l) et xylose (9 g/l), l’éthanol est produit avec un rende-
ment de 0,45 g/g de sucres, et une vitesse de 2,9 g/l⋅h, avec
un taux de conversion du substrat de 96 %.

4.3.2 Fermentation séquentielle

Une autre approche consiste à réaliser successivement la fer-
mentation du glucose et celle du xylose : c’est le principe de
la fermentation séquentielle. Les performances obtenues en
fermentation séquentielle sont généralement faibles [200,
203]. Cependant, des résultats encourageants ont été obtenus
récemment par l’équipe de Lindsay et al. [204]. Ils ont déve-
loppé une fermentation séquentielle à deux étages, en utili-
sant une souche mutante d’E. coli incapable d’utiliser le glu-
cose dans le premier étage, et de S. cerevisiae dans le second
étage. Un mélange de glucose (30 g/l), d’arabinose (30 g/l) et
de xylose (30 g/l) a été fermenté en 72 h. Ces résultats sem-
blent prometteurs, cependant, le problème d’instabilité des
souches mutantes n’est pas résolu.

4.3.3 Saccharification et fermentation simultanées (SFS)

Ce procédé combine en une seule étape l'hydrolyse enzyma-
tique de la cellulose et la fermentation des sucres produits. Il
ne concerne donc que la fermentation du glucose, bien qu’à
l’avenir, il se pourrait que la SFS englobe à la fois la fermen-
tation du glucose et des pentoses, si une souche capable de
fermenter les deux sucres à la fois était mise au point. 

Les cellulases ont une activité optimale à 50 °C, alors que
la température optimale de fermentation des levures est 
inférieure ou égale à 35 °C [198]. L’axe prioritaire des
recherches porte donc sur la sélection des souches thermoto-
lérantes [198, 206-211]. Certaines souches de Saccharomyces
cerevisiae sont capables de croître à 37 °C, de même que cer-
taines souches de Sch. pombe sont capables de croître à 41 °C
[212]. D’après Beall et al. [213], Kluyveromyces marxianus et
Kluyveromyces fragilis seraient les meilleures souches pour
produire de l’éthanol à température élevée. Ballesteros et al.
[198] ont testé 27 souches appartenant aux genres Candida,
Saccharomyces et Kluyveromyces pour leur capacité à fermen-
ter le glucose à des températures comprises entre 32 °C et 
45 °C.  Les productivités les plus élevées ont également été
obtenues avec Kl. marxianus et Kl. fragilis. À 42 °C, elles ont
permis une production de 38 g/l d'éthanol en 78 h, avec un
rendement de 0,5 g/g. Il a également été proposé d’améliorer
l’efficacité de la SFS à haute température, par extraction
continue de l’éthanol afin que la concentration inhibitrice ne
soit pas atteinte [214].

Des recherches au NREL ont montré que la SFS pouvait
être une voie économique et efficace pour convertir la cellu-
lose en éthanol [46, 215]. D'après Philippidis [216], la SFS
contribuerait à réduire de 23 % les coûts de production de

l'éthanol à partir de la biomasse cellulosique. La SFS est éga-
lement à la base d'une technologie sur le point d'être com-
mercialisée par la compagnie Swan Biomass aux États-Unis,
qui est un partenariat entre Amoco Corporation et Stone &
Webster Inc. L'université de Purdue (États-Unis) a également
développé récemment un procédé SFS à l'échelle pilote, mais
selon un mode continu, le procédé CSRS (Continuous Stirred
Reactor Separator), qui permet d'effectuer simultanément la
saccharification, la fermentation et la récupération de 
l’éthanol [217].

Les avantages que procurent la SFS sont nombreux. Étant
donné que les sucres sont fermentés immédiatement après
leur production, les risques d'inhibition par les produits termi-
naux d’hydrolyse sont réduits [218]. Il en résulte une aug-
mentation des taux de conversion, une augmentation des ren-
dements et de la concentration en éthanol, et une réduction de
la concentration en enzyme nécessaire [198, 208, 219]. En
outre, le coût des équipements est réduit (un seul réacteur) et
la présence d'éthanol durant l'hydrolyse diminue les risques
de contaminations.

Cependant, le procédé SFS doit encore être optimisé. Les
études devront porter sur :
– l’influence de la concentration en substrats et en enzymes

sur la productivité ;
– l'effet des prétraitements sur l’efficacité de la SFS ;
– le développement de souches thermotolérantes, capables de

meilleures performances et plus résistantes à l'éthanol.

4.3.4 Procédé DMC (Direct Microbial Conversion)

Le procédé DMC est une variante de la SFS, qui n’utilise
qu’une seule étape (et généralement un seul micro-
organisme) pour réaliser la production d’enzymes, l’hydro-
lyse de la cellulose et la fermentation alcoolique des sucres.

Clostridium thermocellum est l’un des micro-organismes
pouvant présenter le plus d’intérêt pour ce procédé [220].
D’après Ahn et Lynd [221], Cl. thermocellum est capable de
rendements d’éthanol élevés car il formerait moins de copro-
duits par rapport aux autres bactéries thermophiles. Il peut
produire de l’éthanol même en concentration élevée en sub-
strat et il serait particulièrement bien adapté aux applications à
grande échelle. Par contre, Cl. thermocellum est incapable de
fermenter les pentoses. De plus, la croissance de Cl. thermo-
cellum n’a été possible qu’à un pH > 6, et dans un milieu enri-
chi en facteurs de croissance et en vitamines. Ahn et Lynd
[221] ont essayé de développer de nouvelles souches de Cl.
thermocellum pouvant croître à pH faible, et ne nécessitant
pas l’ajout de vitamines et facteurs de croissance. Mais les
résultats obtenus jusqu’à présent ne sont pas prometteurs en
terme de rendement éthanolique. Une coculture entre Cl.
thermocellum et Cl. saccharolyticum a également été étudiée,
mais les rendements sont faibles en raison de la production
importante d’acides organiques [222].
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4.4 Conclusion

Les performances des levures fermentant naturellement les
pentoses n’ont pas significativement progressé, malgré les
nombreux travaux effectués. En outre, la nécessité de contrô-
ler le niveau d’oxygène et la sensibilité à l’éthanol sont deux
inconvénients difficilement surmontables. Pour leur part, les
bactéries thermophiles sont difficilement envisageables en
raison de leurs performances médiocres, ainsi que de la com-
plexité de mise en œuvre industrielle. Quant aux entérobacté-
ries recombinées (E. coli et Klebsiella), elles sont trop exi-
geantes en facteurs de croissance et en vitamines et trop
sensibles aux inhibiteurs présents dans les hydrolysats. De
plus, on ne connaît pas leur comportement en conditions
industrielles, et se posera toujours la question de l’instabilité
des souches recombinées. Les deux voies qui semblent les
plus prometteuses aujourd’hui concernent l’amélioration
génétique des souches de S. cerevisiae et de Z. mobilis, qui
sont naturellement capables de fermenter très efficacement le
glucose en éthanol. Le développement des outils génétiques
devrait leur permettre de pouvoir assimiler et transformer
efficacement les pentoses en éthanol. Il semble en effet préfé-
rable d’adapter aux pentoses des micro-organismes qui
savent déjà produire de l’alcool.

Quant à la technologie à privilégier, il semble à l’heure
actuelle que la SFS soit la voie la plus prometteuse, particu-
lièrement du point de vue économique (économies sur la
consommation d’enzymes, sur les volumes de réacteurs,
etc.). La recherche de souches thermotolérantes doit se pour-
suivre parmi les souches de S. cerevisiae et éventuellement 
Z. mobilis. Ces souches sont d’autant plus intéressantes
qu’elles pourraient à la fois fermenter les pentoses et le glu-
cose, ce qui permettrait de réaliser la fermentation des sucres
totaux dans le même réacteur avec un seul micro-organisme.

DISCUSSION

Les procédés d’hydrolyse chimique, bien qu’étant les seuls à
avoir connu dans le passé un développement jusqu’au stade
industriel, sont aujourd’hui quasiment abandonnés. Le coût
élevé des acides et des techniques de recyclage, les pro-
blèmes technologiques de corrosion des matériels, les faibles
rendements de récupération des sucres et la production
importante de déchets de neutralisation ont condamné ces
procédés.

L’hydrolyse enzymatique est une technique beaucoup plus
récente, dont les perspectives de développement paraissent
plus prometteuses. Elle permet de meilleurs rendements de
récupération des sucres, tout en étant moins contraignante sur
le plan technologique. La limite actuelle de l’hydrolyse enzy-
matique est liée à son coût. Ce n’est pas au niveau des
méthodes de prétraitement que des progrès importants sont à
attendre, mais plutôt au niveau de l’étape d’hydrolyse 

enzymatique elle même. Les axes à privilégier au niveau de
la recherche devraient permettre d’améliorer l’efficacité et la
qualité des enzymes, tout en essayant de réduire dans la
mesure du possible le coût de production de ces enzymes. Le
développement du procédé SFS, avec la recherche de
souches de levures à la fois thermotolérantes et performantes
sur glucose, devrait également permettre d’améliorer la renta-
bilité économique de l’hydrolyse enzymatique.

Bien qu’ayant fait l’objet de nombreux travaux de
recherche ces quinze dernières années, le problème de la fer-
mentation des pentoses n’est toujours pas résolu. Le dévelop-
pement des outils génétiques, et les nouvelles voies de
recherches avec S. cerevisiae et Z. mobilis devraient per-
mettre d’améliorer les performances de la fermentation
alcoolique sur pentoses. Les efforts de recherches devraient
éventuellement permettre d’aboutir à terme à la sélection
d’un micro-organisme capable de fermenter efficacement à la
fois les pentoses et le glucose, ce qui simplifierait le procédé
et permettrait des économies substantielles.

Cette analyse bibliographique a également permis de
mettre en évidence l’hétérogénéité des expérimentations
entre les différentes équipes. Il est par exemple difficile de
faire une comparaison entre les différentes cinétiques d’hy-
drolyse enzymatique mesurées, car les substrats, les quantités
d’enzymes et le type d’enzymes sont très variables d’une
équipe à l’autre. Ce manque de standardisation se répercute
forcément sur la façon d’évaluer l’efficacité des prétraite-
ments, sachant que celle-ci est évaluée par le taux d’hydro-
lyse enzymatique. De même, l’échelle d’expérimentation
n’est jamais la même (laboratoire ou pilote).

Une autre limite de l’analyse bibliographique est liée aux
imprécisions, tant au niveau de la description du procédé
qu’au niveau des résultats rapportés. Par exemple, le mode de
préparation du substrat n’est pas systématiquement explicité,
de même que la granulométrie initiale du substrat n’est pas
toujours précisée. Or, les dépenses énergétiques de broyage
ne seront pas les mêmes pour un substrat de quelques centi-
mètres de granulométrie ou quelques millimètres. Cette
imprécision se retrouve au niveau de l’expression des rende-
ments. Il n’est pas toujours précisé si le rendement d’éthanol
est exprimé par rapport à la matière sèche initiale ou bien par
rapport à la matière sèche hydrolysée, alors que les pertes en
matières sèches au cours du procédé peuvent parfois atteindre
plus de 30 %. De même, la composition réelle des substrats
en leurs trois fractions principales ne peut être connue avec
précision, en raison des difficultés analytiques de ce type de
mesure. L’estimation de l’activité réelle de l’enzyme est éga-
lement difficile à évaluer, car la méthode actuelle de mesure
de cette activité sur papier filtre est généralement peu repro-
ductible d’un laboratoire à un autre. 

Il serait également préférable à l’avenir que les équipes
intègrent d’avantage le procédé dans son ensemble, et qu’elles
ne s’intéressent pas seulement à une ou deux étapes, puisque
toutes les étapes sont plus ou moins interdépendantes.
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L’exemple caractéristique est celui de la spécialisation des
équipes, soit pour l’hydrolyse, soit pour la fermentation. Or,
les conditions expérimentales du prétraitement ou de l’hydro-
lyse influencent les performances des micro-organismes 
(les composés de dégradation qui seront produits lors du 
prétraitement pourront inhiber l’activité de certains micro-
organismes).

Un effort de standardisation doit donc avoir lieu, au moins
pour les tests d’évaluation de l’efficacité des prétraitements, et
pour les tests relatifs à la fermentation des hydrolysats. Quant
aux voies de recherche à privilégier, elles devront permettre :
– d’améliorer l’efficacité des techniques de prétraitement,

dans les conditions les moins sévères possibles ;
– d’améliorer l’efficacité des enzymes et de les produire de

façon plus économique ;
– d’améliorer les rendements de récupération des sucres, et

les taux de conversion en éthanol, à la fois pour les pen-
toses et le glucose.
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