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Partenaires

CETAC :

Unisigma GIE :

Essais multi-locaux Responsable bourse CIFRE ks

INRA de Clermont-Ferrand :

Etude des caractéristiques physico chimiques du grain

Analyses statistiques

Analyses protéomique et génétique,

Lasalle) of

IPLB :

Pilote de production de bio-éthanol

T IGAL-ISAD

Détermination du contenu en amylose
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Quelgques définitions

Les biocarburants sont :

-issus de la transformation de matieres premiéres organigues non-
fossiles provenant de la biomasse.

- renouvelables, consommeés a une vitesse proche de celle de la
régénération de la source.

Les biocarburants sont dits:
De premiere génération; Si issus de produits alimentaires :

De seconde génération; Si produits a partir de sources non alimentaires :.




Réductions des émissions de gaz a effet de serre produits par certains
biocarburants par rapport a des carburants fossiles

Canne a sucre, Brésil

Biocarburants de
deuxiéme génération

Huile de palme

Betterave a sucre,
Union européenne

Colza,
Union européenne

Mais
Mais, N
Etats-Unis d’Amérique

-100 -90 -80 70 -60  -50

Pourcentage de réduction
Note: Exclut les effets du changement d'affectation des terres. Souxces: AIE, 2006, et FAO, 2008d.

Blé
Source ADEME 2010
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[ ] V4
Les bioéthanols
Saccharification Fermentation
Levure Culture sucriere
CgH,04 » 2CHHOH + 2C0O, Canne a sucre
~ Glucose Ethanol Dioxyde de carbone SUCEVEERTE
{présent sous forme de
saccharose)
Plantes amylacéees
Enzymes Levure Mais, Blé, Orge, Seigle, Pomme de
| | terre, Manioc
Matier llulosi
Amidon Glucose Ethanol Dioxyde de carbone atieres celiulosiques
Callilose Miscanthus, Saule, Peuplier, Débris

végétaux

Production optimale d’éthanol a partir de 1t MS blé tendre

720 Kg
Amidon 69%
Sucre 3%

» 518 L
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La production de bioéthanol dans I’Union Européenne

Suade 175

. 5

--République Tehique 113

'-.' L} Production de bioéthanol en Ml dans I'Union Européenne

Allemagie 750 L Finlande 4 4000
g £ ;‘ - -
‘_ Pologne 166 2500
¥ I
Belgique 143 g P 3000
. s [ i Lettonie 15
7 g ]
Royaume-Uni 70 g Litianie 30 2600
u 2000
Irlande 2
France 1250 ) 1500
1000
&00
o

1992 4994 995 1998 2000 2002 2004 20086 0 2002 2010

. )
— -~ & Source: ENERS energy concept
Production annuelle [MIfan]

g 2004 2005 2006 2007 2008 2009
FR France 103 101 144 293 533 950 1'250
DE sllermnagne a 25 165 431 394 581 7a0
ES Ezpagne 201 254 303 402 348 246 455
AT Autriche a a a a 15 89 180
SE Suade ls] 71l 153 140 120 7a 175
PL Fologne 7o 43 o4 120 155 200 166
HU Hongrie ] ] Els] 34 a0 150 130
BE Belgigue ] ] ] ] 0 51 143
SK Slovagquie ] ] ] ] 30 g4 118
CZ Eépublique Tchégque ] ] ] 15 33 76 113
- Altres a 29 49 173 139 240 193
EU-27 Europe des 27 446

528 913 1'608 1'803 2'855 3'703 @
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Amélioration des étapes du processus de transformation

Chauffage, Enzyme, Eau —*

Enzyme

—_—

Levure

Durée de fermentation

Broyage sec ou humide

Broyage Température 120-150C

l / Temps de cuisson

Liguefaction

l / Différentes enzymes
Saccharification

Fermentation —— CO,
l
Distillation —+  Séparation des résidus
l |
Déhydratation | Dréches
l
Ethanol |
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Objectifs

1-Mise en évidence des caractéristiqgues du grain, de composition de
I'amidon et de ses propriétés d’hydrolyse associees a une variabilité
genétique

2-ldentification de I'effet des trois genes waxy sur les parametres de
rendement et de vitesse de conversion de I'amidon dans la production
de bioéthanol

3-Mise a disposition de marqueurs et ou de variables de mesures
utilisables en sélection.

4-ldentification des caractéristiques optimales a rechercher dans un
genotype pour obtenir une variété a haut rendement en éthanol.
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30 cultivars X 4 Lieux (LeD, SEC, SUR, R2N) X 2 traitements N

30 cultivars X 4 Lieux (CAU, Inra, MOH, UNI) X 2 traitements N

22 cultivars

. }x 8 Lieux Xx 2 traitements N
24 L. Isogeéniques

Lignées isogéniques BC3 de Crousty Waxy, Soissons Waxy et Tremie Waxy
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Analyse du grain B
8 -E: b = I
z B ] £ 2|
RS = i 58
PR 3 n
3 c 0 2B
5 2788255935883
spesSEssRsE£EE
j I 0SS cSESsS205 8
: TRTTTTTTTIEE
SEIEESESREETLS
Cont d 7 ~2CCEBSsSess==s=2=
risti T . antent dau grai ! E
Cargtitishgues Quantité d’amidon et 3 20848108 )
du grain de sucres II Taux de protéines | -
I i rtité d'amid edet end & =
Taille du grain Qusrie damiden Q'.g!. !'.i.’g
" Foids de mille grains hlleles des gluténines |I -8 s ! -!- gi - i & 3
Poids specifique = £ & 20 B
20
@15
Euo ia i L + -
Cualite de I' amidon Conversion efficace
5
0 e e o e Fimesse du broyage % ]
|'armidan " \
' Quantite de sucres 2] I\
3 /
- g / \
Distribution de I fermentescibles Rctivité des amylases i
taille des= granules ’
Viscosite dlie aue MSP ’
Dureté B e B
Time mins

Mutrition de la
levure

Réactions parasites

Contarni nation
bactérienns

Cartarni nation
forgigue

<u0!p||us!u < LIRSS |

D’apres Smith et al., 2006 M
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Analyse de variance

F Variétés | F Année [F Lieux(Année) FTraitN FVarxTraitN R2modéle H?
ddl 32 2 8 1 32
PMG 44,39%** 20.87*+* 151.53%*+ 1.4" 0.33™ 82.96 0.18
PS 28.76%* | 540.13*** 164.46*+* 1.99" 0.39™ 86.78 0.1
Hagberg SO B6E 43.99%** 1.78" 0.39™ 74.54 0.38
Protéines 11.08%** 11.95%+* 23.73%+* 73.40%** 0.75™ 50.61 0.25
Dureté 113.68* | 47.36*** 16.71%+* ok 0.86™ 87.68 0.79
Type A 31.88%+ | 497.31%** 2.99** 0.07™ 0.52™ 79.74 0.34
Type B 32.62%* | 410.13*** il 0.08™ 0.5™ 78.3 0.38
Type C 13.86%+* | 1717.32%* VRS 0.03"™ 0.94™ 89.32 0.07
Visc Pot 127.2%% - 18.8%+* - 94.1 -
Visc Reelle 13.3%+* 9.52%* 20.89*** 3.74™ 0.83™ 61.94 0.46
Rdt Glucose I/t 28 12.84%*+ 14.74%*+ 0.39" 1.59* 32 34.19 0.18
Rdt Ethanol I/t Q)R 30.58 *** 7.85%+* 11.75*** _ |  1.68*32 26.58 0.07
Rdt t/ha 4.86%+* 197 .45%** 114.78%** 0.26™ 0.45™ 32 74.26 0.04
Rdt Glucose I/ha 3.91 %+ 19.60%** 106.89*+* 0.23"™ 0.54™ 32 65.14 0.06
Rdt Ethanol I/ha 3.61%** 11.44%% 92.42%* 0.31™ 0.56™ 32 61.44 0.06
Amylose 1.87** - 4.1% 7.67%+* - 20.8 -

»>Effets « Variétés », « Année » et « Lieux » significatifs
caractéristiques étudiées.

pour toutes les

»>Effet Traitement N significatif pour les caracteres Taux de proteines, Durete,
Viscosité potentielle, Rendement ethanol et taux d’amylose.

»>Heéritabilité tres faible pour les rendements en glucose et éthanol.
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Moyennes des cultivars et des lieux pour
le Rdt Glucose Kg/t MS le Rdt éthanol L/t MS
ob b il ]H‘
% ?20:]]| ] H}} )] ] ] }] ]] ] ] — 55 Kg : 460 F H} ] ]” ] ] ] ) ] ] 32 L
_ Cultivars o Cultivars |
I : 480 — 1 _
b 2 o} 5
;g 1 |1 :0 40 Kg g 4505_ 1 171 I :0 30 L
I :é 430 — I =
Lieux Mok :
Lieux

Référence industrielle: 350 L /t MS
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RDT GLUC HA

GLUC HA

RDT

Moyennes des cultivars et des lieux pour
le Rdt éthanol L/ha

le Rdt glucose Kg/ha

1] 1400 kg

\l
o
o
o

o O
N O
o O
o O

5800 E

|
’] Hm | !
. I I 2000 Kg

RDT ETH HA

EDT ETH HA

H

|
”m

gt ne

Cultivars

{900 L

112200 L
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25

y = 0.1079x + 10.44
R’ = 0.456

N
o
|

@ Calisto
4 Robigus

& Timber

-
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I

Crousty
%o

& Voltige S "5ou

olelecon € Ambrosia

4 1010-13-2-1

.l:arandole
®astuce

=
o
!

Variétés
Soft et Medium Soft

[¢;]

Volume occupé par les granules de Type B en %

& Rosario
® CF01085  ggndaloty caphomn
Perfector ¢ * 580
Maxy

I oreli
remio

d\"eadd . & Tremie
Tapidor Sankara
 Ephoros &£71010-13-2-4
® Di & Garcia Quebon
inosor

10 20 30 40 50

Dureté

60 70 80 90

Le volume des granules de B et C est correlé positivement a la dureté.
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Quelques autres résultats

On confirme que les rendements en glucose et en éthanol sont
négativement influenceés par la teneur en protéines

Le rendement en éthanol est positivement correlé au
rendement en glucose

Le rendement en amidon n’est pas suffisant pour expliquer le
rendement en éthanol

Plusieurs caractéristiques génétiqgues du grain ont été associéees
aux variations de rendement en glucose et / ou en éthanol

En dehors de l'alimentation azotée, des facteurs du milieu
iInfluencent le rendement en éthanol. (Ces facteurs sont a
préciser. température, stress hydrique...... )
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Rappel: Principaux loci impliqués dans la synthese de I'amidon

1 < © S-bel

2 - A =
o-Am a-Amx

3 < inﬁibxltor inhibitor

WxB1 5 Amy-1
4 | - ! < BAgy-1 = B- : <

Amy-1
5 B- Y < < =
6 a Amx—l - a Arw-l - o ﬁmy—l -
a Amy-2 WxAL a Amy-2 Sbe2 Ss a Amy- .
7 BE Sgp  DBE =y | BE
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Corrélations entre les rendements en glucose et éthanol

sur les moyennes des formes isogéniques par traitement

475

y = 0.3211x + 227.94
R =054

E T Tt e e TP e e e P EEEP R PR EERERE

+ ADnB3

.
[np)
5]

Rendament en éhanol en Lt

B L - ;'&é{@;"'b‘tgﬁees'ﬂt)f males
+ BnAnDi
455 oo LI N et o AAIOB .
450 doooen N smnononosneeeeeea ST ooooeoosesooosoooesooossooseosooeee-
Lignées triples nulles
445 T T T T T T T T T
Y5 700 7oA 7o 714 720 728 Ta0 T34 740 745

Rendement en glucose en Lit

»>Les lignées isogeniques totalement dépourvues d’amylose présentent des
Rdt éthanol plus faibles que ceux des lignées normales.
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Albumines et globulines de la forme Waxy nulB de Trémie

76 kDa —

mao>» T nwowm

17 kDa —
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Syntheése des résultats sur les variations quantitatives et
I’identification des spots protéiques

L’analyse protéomique révele:

Augmentation de I'expression des sucrose synthases
Diminution de I'expression de 'AGPase

Diminution des serpines et dHSP
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Rappel: L'amidon est composé de deux types de polymeres

AMYLOPECTINE

Pu1 ol '.'.
Isal . - "
X 72a75 %
T

AGPase o

(C) ‘P—- o _.i& Acide gras

AMYLOSE ’.

AGPase GBSSI G (:_’)( D, 258.28%

(P) ’ H OH ’ H OH ’ H OH o
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Synthese des résultats sur les variations quantitatives et
I’identification des spots protéiques

L’analyse protéomique révele

Augmentation de I'expression des sucrose synthases
Diminution de I'expression de 'AGPase

Diminution des serpines et dHSP

Les analyses biochimiques montrent

Augmentation de l'activité des sucrose synthases chez la lignée triple
nulle.

Diminution
-de la quantité d’amidon chez la lignée triple nulle}
. . —-
- de la taille moyenne des granules d’amidon
Diminution du PMG 3,6% chez Trémie waxy

Développement incomplet de l'albumen des grains de blé waxy par
rapport aux grains normaux
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Protéome des granules d’amidonlde la forme normale de Trémie
[ p 8.8 .
| | A\

. s OF
kD 2 . | | w11
BHO +
352
spots
T 36
variants
31 4
21 4= N
a &

Debiton, C et al. (2010). JOURNAL OF CEREAL SCIENCE 52, 466-474. (,//9
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L) Vé N\ \ )
Enzymes associ ées a la synth ese de | 'amylose e
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Debiton, C et al. (2010). JOURNAL OF CEREAL SCIENCE 52, 466-474. @
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Relation entre la quantité d’amylose et la quantité de GBSS

25

y=-0.0017%" +0.4393x - 65761
R* = 0.94 w DEnA

/'_. Mormal
20

—
m

Amylose content in %
of wholemeal flour
=

/ m BnAnD
o)
/énlj

0 ——— &y Triple null T T T T
20 40 B0 a0 100 120 140

GBSS quantity in pg of protein per 19 of starch granule

»La quantité d’amylose est directement dépendante de la quantité des GBSS.
»Un plateau semble atteint, indiquant une régulation de I'activité des GBSS.

»>L’allele Wx-D1l1a seul, aboutit a la méme production d’amylose que les lignées
possédant deux alléles fonctionnels.
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1- Un protocole de laboratoire (incluant saccharification et fermentation) a
éte mis au point permettant d’évaluer les potentialités genétiques des blés
pour le rendement en glucose et sa transformation en éthanol

2- Bien gue les cultivars expérimentés aient été relativement adaptés a cette
transformation, la variabilité génétique a exploiter dans I'espéece blé est
vraisemblablement supérieure a celle qui fut mise en évidence (éthanol :

32 L/t MS, 900 L/ha)

3- Plusieurs caractéristiques génétiques du grain ont été associées au
rendement en glucose et/ ou en éthanol. Elles permettent de définir un
idéotype pour sélectionner un blé destiné a cet usage.

4- On peut affirmer que le blé adapté a cette transformation n’est ni un blé
panifiable, ni semblable aux blés actuels impanifiables.

5- Les blés waxy testés n’apportent pas une réponse directement adaptée
a cet usage. Mais la génétique de la composition de I'amidon et de ses
usages n'en est qu’a ses débuts chez le blé.

6- Les effets dus au milieu de culture sont apparus au moins aussi
Importants que les effets genétiques. Les facteurs agronomiques
favorables aux rendements élevés en glucose et éthanol sont a approfondir.

@
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