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Résumé

Dans cette étude, la valorisation des déchets agricoles pour produire du bioéthanol de
deuxiéme genération a été faite a partir des deux biomasses lignocellulosiques différentes :
les épluchures de la pomme de terre (Solanum tuberosum) et de la grenade
(Punica granatum). Chaque biomasse a été valorisée a part. Le procédé qui a été effectué
dans cette étude est la saccharification et la fermentation séparée (SFS). Un prétraitement
chimique par I’acide hydrochlorique (HCIl) a été réalisé sur chaque biomasse afin de
dépolymériser la structure lignocellulosique. Ainsi une saccharification a été réalisée sur
chaque biomasse par 1’utilisation des deux enzymes : la cellulase et I’hémicellulase, afin
d’avoir des sucres fermentescibles. Aprés cette étape, 1’hydrolysat a été fermenter en
utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae industrielle sous conditions anaérobiques
(pH=4,7, T=30°C, et une vitesse d’agitation de 250 tr/min). La concentration de bioéthanol
qui a été obtenue aprés 72 heures de fermentation est de 730 g/L pour la pomme de terre et

de 776 g/L apres 48 heures pour la grenade.

Mots clés : bioéthanol, biomasse lignocellulosique , Solanum tuberosum, Punica granatum,

Saccharification, Saccharomyces cerevisiae



Abstract

In this study, the valorisation of agricultural waste to produce bioethanol fuel of second
generation have been made from two different lignocellulosic biomasses: peelings of the
potato (Solanum tuberosum) and pomegranate (Punica granatum). Each biomass was valued
at hand. The process, which was carried out in this study, is the separated saccharification
and fermentation (SSF). A chemical pretreatment by the acid hydrochloric (HCI) was
carried out on each biomass in order to depolymerize the lignocellulosic structure. As well
a, saccharification has been carried out on each biomass by the use of two enzymes: cellulase
and hemicellulase, in order to have a fermentable sugars. After this stage, the hydrolsate was
to ferment using industrial yeast Saccharomyces cerevisiae under anaerobic conditions
(pH=4.7, T=30°C, 250 rpm). The concentration of bioethanol which was obtained after a 72
hours of fermentation is 730 g/L for the potato peels and 776 g/L after 48 hours of

fermentation for pomegranate peels.

Keywords: bioethanol, lignocellulosic biomass, Solanum tuberosum, Punica granatum,

Saccharification, Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCTION GENERALE

La limitation de la consommation de carburants issus de la pétrochimie est devenue
1’un des problémes majeurs de ce début 21°™ siécle. Leur utilisation en hausse constante,
représente un facteur important notamment de la pollution de Dl’air et donc a des

répercussions sur le réchauffement climatique et sur la santé humaine.

La demande d’énergie continue a accroitre rapidement en raison de 1’expansion de la
population humaine, 1’augmentation de I’activité agricole et industrielle, ainsi que le
développement du secteur de transport. En raison de ¢a, il était obligatoirement de trouver

de nouvelles sources d’énergie renouvelables.

En Algérie, un programme des énergies renouvelables a été lancé en Mars 2011 par
le gouvernement, qui s’appuie sur la mise en valeurs des ressources inépuisables et leur

utilisation afin de diversifier les sources d’énergie et préparer le pays pour demain.

Les biocarburants sont des énergies alternatives issues de la biomasse parmi les
autres énergies renouvelables qui peuvent étre en concurrences avec les hydrocarbures en
raison de ses faibles émissions des gaz a effet de serre. Parmi lesquelles, le bioéthanol de la
deuxieme génération issus de déchets lignocellulosiques, qui ne sont pas utilisés dans
I’alimentation humaine. Cette seconde génération exploite les polysaccharides composant la
cellulose et les hémicelluloses de la biomasse, les extrayant en carbohydrates, et les

fermentant sous forme d’éthanol.

L’objectif de ce travail est de produire de bioéthanol de la seconde génération a partir

des deux déchets lignocellulosiques (épluchures de la pomme de terre et de la grenade).
Ce travail présente deux parties principales :

La premiere partie est une synthése bibliographique dans laquelle le premier chapitre
présentera des généralités sur les biocarburants et sur le bioéthanol, ce chapitre exposera et
décrira les différentes générations du bioéthanol et quelques procédés de production. Le
second chapitre sera consacré aux deux biomasses utilisées, les épluchures de la pomme de

terre et de la grenade.



» La seconde partie est une étude expérimentale consacrée a :

e La détermination du taux de la cellulose et 1’hémicellulose dans les

biomasses lignocellulosiques étudiées.
e La production du bioéthanol de deuxieme génération

e La caractérisation qualitative et quantitative du bioéthanol produit ainsi que

la détermination de sa pureté

A partir de D’interprétation des résultats expérimentaux, nous terminerons notre

travail par une conclusion générale.
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CHAPITRE |
GENERALITES SUR LE BIOETHANOL

.1 LANOTION DE BIOCARBURANT

Le terme “’biocarburant’’ est généralement référencié aux carburants combustibles

liguides ou gazeux, produits a partir de la biomasse végétale ou animale par voie
thermochimique et par voie biologique (figure 1.1). Le biocarburant est un produit non
polluant, biodégradable, durable et sa matiere premiére est renouvelable. Différentes
catégories de biocarburants sont en phase de la recherche notamment le bioéthanol, le

biodiesel, le biogaz et les bio-huiles.

Conversion de la Biomasse

V

Matiéres Premiéres

Conversion Thermochimique Conversion Biochimique
v v v ¥ ’
Pyrolyse Gazéification Liquéfaction Biodiesel Bioéthanol
v v v
Synthése Synthése de Synthése
d’huile Gaz biochimique

Figure 1.1 : Principaux processus de la conversion de la biomasse [1].

.2 LE BIODISEL

Le biodiesel est un biocarburant liquide produit par transformation des huiles

végétales, des graisses animales ou des huiles usées qui sont soumises a une réaction appelée
transéstérification. Dans cette réaction, la biomasse (triglycérides) est réagie en présence
d’un catalyseur avec un alcool (éthanol ou méthanol) pour donner de I’ester éthylique ou

méthylique qui est le biodiesel [2].

I.3LE BIOGAZ

Le biogaz ou le méthane est un biocarburant qui peut étre produit a partir d’une

fermentation anaérobique des différentes biomasses ou des déchets biodégradables en

absence de I’oxygene [3].



.4 LA BIOHUILE

Une bio-huile représente un combustible liquide produite a partir des matieres

premieres renouvelables [4]. Elle est constituée d’un mélange complexe de composés
oxygénés de différentes tailles organiques et inorganiques comme par exemple : les hydroxy-
aldéhydes, les cétones-hydroxy, les sucres, les acides carboxyliques et les composés
phénoliques. Les composés inorganiques peuvent étre présentés dans 1’huile biologique en
associant avec les acides organiques et liés a des divers composés enzymatiques. Cette huile

est obtenue & partir d’une réaction de pyrolyse [1].

.5 LE BIOETHANOL

Le bioéthanol est un alcool obtenu par une fermentation microbienne. C’est une

énergie renouvelable alternative qui peut remplacer les énergies fossiles comme 1’essence,
le diesel, et le gaz naturel dans le secteur de transport. Selon la directive Européenne
2003/30/CE [5], le bioéthanol est un produit dérivé a partir de la biomasse ou la partie
biodégradable des déchets, il est destiné a étre utiliser comme biocarburant. Le tableau ci-
dessus représente les principales propriétés physico-chimiques et thermiques du bioéthanol
[6].

Tableau 1.1 : Propriétés physico-chimiques et thermiques du bioéthanol [6].

Propriétés physiques
Masse volumique (g/cm?) 0,79
Tension de vapeur (38°C) (mmHg) 50
Température d’ébullition (°C) 78,5
Constante diélectrique 24,3
Solubilité Miscible
Propriétés chimiques
Formule chimique C2HsOH
Masse moléculaire (g/mol) 46,1
Teneur en carbone (%) 52,1
Teneur en hydrogene (%) 13,1
Teneur en oxygene (%) 34,7
Propriétés thermiques
Chaleur spécifique (Kcal/Kg °C) 0,60
Point de fusion (°C) -115
Température d’inflammation (°C) 35
Indice d’octane 99

Le bioéthanol peut étre obtenu par différentes glucides notamment les monosaccharides, les
disaccharides et les polysaccharides. Cela dépend de la source de production qui est classée

par le terme “’génération’’. Il existe trois principales générations : la premiere génération
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repose sur les plantes amylacées. La seconde génération représente la biomasse
lignocellulosique dérivée des résidus biodégradables. La troisieme génération est la

génération des cultures des algues et des microalgues [6].

1.5.1 Les types de bioéthanol [6]

lIs existent différents types de bioéthanol destinés au secteur de transport. Ce sont

des mélanges composeés du bioéthanol et d’essence présentés en différentes teneurs.
1.5.1.1 Le bioéthanol E5

C’est un mélange contenant 5% de bioéthanol et 95% d’essence. Il est destiné¢ aux
moteurs a essences classiques. Le bioéthanol E5 est généralement utilisé dans les pays
européens comme 1’ Allemagne, la Suede, le Royaume-Uni et la Pologne.

1.5.1.2 Le bioéthanol E10

C’est un mélange contenant 10% de bioéthanol et 90% d’essence appelé ’gasohol’’.
Actuellement, tous les fabricants de voitures ont adoptés 1’utilisation de mélange de
bioéthanol de 10% ou moins pour I’ensemble de leurs véhicules. Il peut étre utilisé dans les

véhicules a essences sans modification des moteurs.

1.5.1.3 Le bioéthanol E85

Il est largement utilisé dans 1I’Europe et les Etats-Unis. Son inconvénient repose sur

que son utilisation est limitée juste dans les moteurs Flex-fuel.

1.5.1.4 Le bioéthanol E95

Il ne contient que 5% d’essence et il est utilisé dans certains moteurs diesel ou une

forte compression est utilisée pour enflammer le carburant.

1.5.1.5 Le bioéthanol E100

Il représente le bioéthanol pur, largement utilisé au Brésil et en Argentine. A des

températures inférieures a 15°C, le fonctionnement entraine des probléemes pour le
démarrage des moteurs, ce qui nécessite d’ajouter un autre réservoir d'essence pour
augmenter le contenu d'essence momentanément pour permettre le démarrage du moteur.

Une fois démarré, le moteur est remis au bioéthanol pur.



Le tableau suivant présente les types de bioéthanol utilisés par les principaux pays

producteurs en monde :

Tableau 1.2 : Types de bioéthanol utilisés dans différents pays [3].

Pays Type de bioéthanol
Etats-Unis E10
Brésil E25-E70-E75-E85-E100
Europe E5-E85

1.5.2 La production mondiale du bioéthanol

Plusieurs pays ont introduit ou mettant en place des programmes pour le bioéthanol.
Conformément a I’appel de demande, le Brésil et les Etats-Unis sont les principaux acteurs
de I’industrie représentent 87% de la production mondiale de biocarburants. En Europe, les
principaux producteurs de bioéthanol sont I’ Allemagne, la France, ’Espagne, la Suede et la
Pologne. En comparant avec le Brésil et les Etats-Unis, 1’éthanol de I’Union Européenne est
encore tres modeste. Ces deux pays sont maintenant en concurrence pour le titre de plus
grand producteur mondial. Les Etats-Unis ont la croissance la plus rapide dans le monde et
le plus grand marché de bioéthanol. Le Brésil a été pendant des décennies le principal
producteur et consommateur mondial de bioéthanol, mais il a été dépassé par les Etats-Unis
en 2006. La Chine est déja le troisiéme producteur avec une capacité de production de 2,8
billions litres en 2015. La figure 1.2 représente les cing premiers producteurs mondiaux de
bioéthanol durant I’année 2015 [7] [8].
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Figure 1.2 : Production mondiale de bioéthanol (2015) [7].



1.6 LES GENERATIONS DE BIOETHANOL

1.6.1 La premiére génération

La production du bioéthanol de premiére géneration repose sur des biomasses de
plantes ‘’phytomasses’’, sources des étres vivants [3]. Elle est composée de plantes
sacchariféeres, et de plantes amylacées. Les matieres premieres a base de saccharose sont
principalement dérivées a partir des cannes a sucres et des betteraves, tandis que les cultures

de céréales et les plantes amidonnées sont produites a base d’amidon.

1.6.1.1 Les plantes sacchariféres

Deux plantes sont valorisées : la canne a sucre et la betterave. Ces deux cultures ont
une teneur importante en sucres et plus précisément le saccharose. Pour la canne a sucre, le
saccharose est situé en grandes teneurs dans leurs tiges, tandis que dans la betterave on le

retrouve beaucoup plus dans les racines [9].

1.6.1.2 Les plantes amylacées

1.6.1.2.1 Les céréales

Ces cultures sont riches en amidon et en alpha-polysaccharides qui comprennent les
manometres de D-glucose sous deux formes : I’amylose et I’amylopectine. Parmi lesquelles
nous avons : le blé, I’orge, le mais, le manioc et le sorgho. Ils ont été utilisés comme matieres
premiéres pour la production de bioéthanol parce qu’ils ont une forte teneur en amidon. Le
rendement de bioéthanol a partir de I’orge est de 1000 1 /ha d’aprés World Watch Institute
(WWI) [10]-[13].

1.6.1.2.2 Les plantes amidonnées

Elle repose globalement sur la pomme de terre qui est aussi riche en amidon, et qui
est disponible dans toute la période de I’année. Le tableau 1.3 exprime la composition

chimique des différentes cultures amylacées.

Tableau 1.3 : Principales macromolécules des grandes cultures amylacées [3].

Constituant | Mais Ble Orge | Sorgho | Manioc Pomme de
% Terre
Amidon | 65-72 | 57-70 | 52-64 | 55-65 65-82 14-24
Sucre | 2,2 - - - 0,25 1,5
Protéines | 9-12 | 12-14 | 10-11 | 10-15 2-3 0,6-3,5
Lipides | 4,5 3 2,5-3 2-3 0,8 0,1




1.6.1.3 Les avantages et les limites de la premiére génération

La production de bioéthanol de premiere génération a donnée des avantages qui
reposent principalement sur : le colt qui est rentable, des émissions faibles de CO> dans
I’atmosphere, et aussi d’avoir une source d’énergie en dehors des hydrocarbures. Malgré ces
avantages, cette génération présente un effet néfaste sur I’environnement, un effet négatif
sur la sécurité alimentaire et aussi la perte de la biodiversité, ce qui a obligé les chercheurs

de trouver une nouvelle alternative qui n’engendre pas ces problémes [14].

1.6.2 La deuxiéme génération

Puisque la production du bioéthanol de premiére génération ne remplacera jamais les
besoins pétroliers. Une nouvelle source a été mise en ceuvre appelée la deuxiéme génération.
Elle repose sur la biomasse lignocellulosique (cellulose, hémicellulose et lignine) comme
matiére premiére. Principalement la biomasse lignocellulosique comprenne les déchets
provenant de I’agriculture (pailles, tiges, feuilles, pailles de mais et blé, bagasse et pomme
de terre...), des foréts (les copeaux de bois, sciure, sylviculture...), les résidus générés par
la transformation des aliments, les vieux papiers, les déchets solides municipaux, et aussi les
boues des stations d’épuration des eaux usées. La figure suivante représente la source et la

matiére premiere du bioéthanol.

Deuxiéme génération

\ 4

Biomasse lignocellulosique

v
Déchets/Résidus

A4 v 4 W A 4

Déchets solides Boues de STEP

Forestiers Agricoles Papier ..
municipaux

Figure 1.3 : Source du bioéthanol de deuxieme génération.



1.6.2.1 La biomasse lighocellulosigue

La biomasse lignocellulosique est composée de structures polymériques de la

cellulose, I’hémicellulose, la lignine, d'autres composés organiques et des sels inorganiques.

La figure ci-dessus représente la structure et la composition de la biomasse lignocellulosique.

m Cellulose m Hémicellulose
Lignine

26%

Figure 1.4 : Structure de la biomasse lignocellulosique [15].

1.6.2.1.1 La cellulose

La cellulose est le composant le plus abondant sur terre.

C’est un polymere de molécules de glucose insoluble dans
I’eau, dont la longueur de la chaine varie entre 100 et 14 000
unités. Ces glucoses sont reliés entre eux par une liaison
glucosidique B(1-4) [15] [16]. Ce polysaccharide linéaire a une
masse moléculaire de 1 a 2*10° g/mol [17]. Les longues chaines
linéaires de la cellulose sont reliées entre eux par des liaisons
d’hydrogéne. Il est compose par deux formes solides : cristalline
et amorphe, la cellulose cristalline constitue la partie majeure de
la cellulose, tandis qu’une petite teneur de cellulose non

organisée est sous forme de chaine de cellulose amorphe. Cette

Lignine
//‘ Cellulose

=~ Phase amorphe

b= Phase cristalline

Hémicellulose

Figure 1.5 : Structure de la
phase cristalline et amorphe
de la cellulose [19].

derniere partie est la plus susceptible a une dégradation enzymatique, par contre la phase

cristalline est trés serrés, ce qui est difficile pour les ions d’hydrogéne et I’eau qui est

nécessaire pour I’hydrolyse pour atteindre les liaisons glucosidiques.

C’est pour cela que 1’hydrolyse acide est le procédé clé pour la zone cristalline [15] [16].

Ho OH B H oyH H Of H oy H
~o 50 \ HWO 7° HWO/
HOt—:H AN} Ho HOS&L e H
Ho OFn w Sy Ho e W Sy

Figure 1.6 : Structure de la cellulose [15].



1.6.2.1.2 Les hémicelluloses

L’hémicellulose est le deuxiéme polymere abondant, il contient 20 a 50% de la
biomasse lignocellulosique. Il posséde de branches avec des chaines latérales courtes
composées de différents types de sucres. Il est constitué¢ d’hexoses (glucose, mannose et
galactose), pentoses (xylose, rhamnose, et arabinose), et 1’acide uronique. Par rapport a la
cellulose, I’hémicellulose a une masse moléculaire faible. L’épine dorsale de I’hémicellulose
est soit un homopolymeére ou un hétéropolymeére avec des courtes branches liées par des

liaisons PB(1-4) glucosidique et parfois B(1-3)glucosidique[15] [16] [18].

OH OH
A A Ay S
HO o) o)
] o]
) on o
OH
HO o
H,CO HO
0
H
coo \
HO OH
OH
HO fo)
o
OH
0
OHon
L 0 0
o HO o © o
HO o HO 0
S
OH oHO OH on®
OH OH

Figure 1.7 : Structure de deux hémicelluloses (xylane et glucomannane) [15].

11.6.2.1.3 La lignine

La lignine est une structure phénolique d’unités aromatiques amorphes et

irregulieres. Elle est preésentée dans les parois végétales et confere une résistance rigide et

imperméable a I’attaque microbienne [15] [16].
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Figure 1.8 : Structure de la lignine [15].

L’un des problémes chimiques avec la lignine produit dans un acide dilué ou un processus

enzymatique est qu’elle est trés condensée, ce qui réduit le nombre d’hydroxyle réactif [16].

11.6.2.2 Les avantages et les limites de la deuxiéme génération

L’avantage principale de cette génération repose sur le co(t de la matiére premiere
et la valorisation des déchets organiques, mais cela engendre aussi des problemes
environnementales sur certaines matieres premiéres comme les déchets forestiers et
agricoles qui sont parfois une alimentation pour 1’animal, ce qui perturbe indirectement la

chaine alimentaire [14].

11.6.3 La troisieme génération

Il existe une troisieme génération dans la production de bioéthanol qui repose
principalement sur les algues et les micro-algues comme ressource. Elle est considérée
comme une source d’énergie viable, alternative et durable, qui surmonte les problémes
présentés par rapport aux deux premieres générations de bioéthanol. Ces combustibles sont
également connus comme des biocarburants avancés ou des hydrocarbures verts. Ils sont
également reconnus comme excellents matieres premiéres surtout en raison de leurs niveaux
d'huiles ou des lipides, glucides, protéines ou matiéres. En comparaison avec la premiere et
la deuxiéme génération, les cellules microbiennes des algues peuvent étre obtenues avec des
rendements éleves par des bioréacteurs sans avoir besoin de terres de cultures et aussi

I’utilisation des engrais, de I'eau et des pesticides [20] [21]. Ces microalgues forment une
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catégorie d’organisme qui est susceptible d’étre une matiere premicre pour la production de
bioéthanol de troisiéme génération, en raison de leur teneur élevée en glucides, un taux fort
de croissance et 1’absence de la lignine. Chlorococcum,Chlorella, Chlamydomonas,
Scenedesmus, et Tetraselmishave sont des bons microalgues pour une production de
bioéthanol. Le rendement varie en fonction de 1’hydrolyse et le processus de la fermentation
utilisés. Certains groupes d’algues produisent de I’amidon comme une source d’énergie.
Cependant, la cellulose représente le composant principal des parois cellulaires des

microalgues [22].

.7 LA PRODUCTION DE BIOETHANOL DE DEUXIEME GENERATION

La production de bioéthanol a partir de la biomasse lignocellulosique est basée sur

I’application des opérations successives afin d’obtenir a la fin le bioéthanol, et qui sont :
» Préparation de substrat.

Prétraitement.

Hydrolyse et saccharification.

fermentation.

Y V V V

Distillation.

1.7.2 Préparation de substrat

La biomasse (ou la matiere premiére) doit passer par une série d’opérations qui
repose sur : le lavage, le séchage a 1’abri de la lumiére et le broyage a des grains de moyenne
taille ou fines. Elle va étre conditionnée par la suite sous incubation a une température

ambiante (25°C) jusqu'a son utilisation.

1.7.3 Prétraitement

Il peut étre fait par différentes méthodes qui sont principalement : physiques, et/ou
chimiques et/ou biologiques [8]. Il permet de séparer et dégrader les différents composés de
la biomasse lignocellulosique en séparant la cellulose et 1’hémicellulose de la lignine pour
faciliter aux enzymes de la dégrader en sucres simples. Le prétraitement a la vapeur,
I’hydrolyse acide concentrée, I’hydrolyse acide diluée sont les prétraitements les plus utilisés
pour la biomasse lignocellulosique. D’autres prétraitements existent comme le traitement
alcalin, le traitement assisté aux ondes ultrasons, le traitement assisté aux ondes microondes

et le traitement par les solvants organiques [8].
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1.7.3.1 Explosion a la vapeur

La matiére lignocellulosique est prétraitée par la vapeur d’eau dans une température
varie entre 160 et 240°C, sous une pression varie entre 0,4 et 0,8 MPa pour une durée de
quelques minutes. Une dépressurisation au cours de ce processus est indispensable. Ce

procédé permet de séparé la cellulose et I’hémicellulose de la lignine [15] [23] [24].

1.7.3.2 Hydrolyse acide concentrée

Le processus de I’hydrolyse acide concentrée est basé sur I’hydrolyse des mati¢res
premicres lignocellulosiques par un acide (généralement 1’acide chlorhydrique et I’acide
sulfurique) a des faibles températures (40-100°C) afin de dégrader la cellulose et
I’hémicellulose. L’inconvénient principal de I’hydrolyse acide concentrée est la corrosion
des équipements industriels, ainsi que la formation des composés phénoliques, le furfural et

I’hydroxyméthylfurfural, ce qui est nécessaire de corriger le pH aprés cette étape [1].

HOH oy
H* 0
H w0
HOH - 3H,0
OH Hydroxyméthylfurfural (HMF)
D-fructose
R oH )
= 3H.0 [ N\ o
o v
Xyvlose Furfural

Figure 1.9 : Schéma descriptive représente les équations de la déshydratation des sucres C5 en

hydroxyméthylfurfural et des sucres C6 en furfural [25] [26].

1.7.3.3 Hydrolyse acide diluée

Cette étape est utilisée par un acide dilué (0,2-2,5%) dans un milieu ou la température
varie entre 120-220°C. L’acide sulfurique est le plus utilisé dans cette étape, il permet de

dégrader I’hémicellulose et donner a la fin la xylose et des autres sucres [23].
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Tableau 1.4 : Prétraitements de la biomasse lignocellulosique

Prétraitements Procédure T(°C) | P(MPa) | t(min) | Références
Explosion a la Vapeur d’eau | 160-240 | 0,4-4,8 5-30 Agbor et al.2011
vapeur
Hydrolyse acide HCI/ HSO4 | 40-100 - 120-360 | Ramakrishnan
concentree (30-70%) Anish and Mala
Rao. 2009
Hydrolyse acide HCI/ HSOs | 120-210 | - 30-90 Bensah and
diluée (0,2-2,5%) Mendah. 2013

Lignine
//- Cellulose
&L
D ~

il AN

; 4 LN

Prétraitement ;\' .)é zék /(; J',;}:

{Eilf (;.})-X l 2

Qi \\ \ /YLY('
\

Hémicellulose

Figure 1.10 : Schéma descriptive du prétraitement de la biomasse lignocellulosique [27].

1.7.4 Hydrolyse enzymatique et saccharification

Le procédé de I’hydrolyse enzymatique repose sur 1’hydrolyse de la cellulose et
I’hémicellulose en sucres simples soit par des enzymes et/ou par des champignons. La
cellulose est décomposée par 1’enzyme cellulase en glucose et en cellobiose, tandis que
I’hémicellulose est convertie en xylose et d’autres sucres par I’enzyme hémicellulase.

1.7.5 Fermentation

Les conditions de cette étape sont reliées avec le procéde de I’hydrolyse enzymatique,
cela dépend de la méthode utilisée. Différentes microorganismes sont utilises dans la
fermentation des hexoses et des pentoses. Parmi lesquelles : la levure Saccharomyces

cerevisiae, la bactérie Escherichia coli et aussi la bactérie Zymomonas mobilis [15].
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1.7.6 Distillation
Dans cette étape, le bioéthanol est separé de 1’eau et des autres composés par une

distillation. Afin d’obtenir une concentration élevée en hioéthanol, une deuxieme distillation

est indispensable. D’autres procédés sont notés comme la déshydratation présentée par le

tamis moléculaire [8].
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CHAPITRE 1l
PRESENTATION DE LA BIOMASSE ETUDIEE

I11.1 Le Grenadier (Punica granatum)

Le grenadier est un arbre a feuilles caduques, luisantes, étroites et entiéres, de 3a 7
cm de long et de 2 cm de large, d’origine d’Asie. Il appartient a la famille Punicacées du
genre Punica. Sa vie peut atteindre les 200 ans, mais la production de fruit est dans les 20
premieres années [28]. Il est cultivé dans les pays du nord Africains, le sud d’Espagne,
1’ Amérique du nord au sein du Californie et au Florida (Etats-Unis) et en Asie dans I’Iran et
I’Inde [29]. En Algérie, sa culture est située dans différentes régions du pays, notamment
M’sila, Tlemcen, Djelfa, Biskra et Batna. Plusieurs variétés sont cultivées, a titre d’exemple :

> Lhamraoui’’, “’Snin Laaloudj’’, “’Tounsi’’, > L’khadraoui’’ et *’Kabylie’’ [30].
La classification botanique de grenadier est la suivante :

Regne : Végétale

Classe : Dicotyledones
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Myrtiflorales
Famille : Punicacées
Genre : Punica

Espéce : Punica granatum

BT 2 St e
Figure 2.1 : Arbre de Punica granatum [29].
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11.1.1 Les Fruits de Punica granatum

La grenade est le fruit du grenadier, c’est une baie, dont la taille varie entre celle de
I’orange et le pamplemousse de 7 a 12 cm de diametre, de forme hexagonale arrondie. Elle
contient 600 graines pulpeuses en moyennes [28]. Son poids peut varier de 200 g a 1000 g
parfois jusqua 1800 g. L'intérieur du fruit est divisé par des membranes fines non
comestibles en un certain nombre de cellules. Ces cellules sont pleines d’arilles juteux [29].

Elle mdrit environ 4 a 7 mois aprés la floraison [29].

11.1.2 Les épluchures de Punica granatum

Les épluchures de grenade sont le couvert de fruit, ils ont une forme rigide de
couleurs jaunes jusqu’au rouges foncés, ils constituent 50 % de la totalit¢ de poids de cet

fruit. Les industries transforment ces épluchures en jus, confiture et méme en vin [31].

Calice

Paroi ovarienne

Loges

Membrane placentaire

Graines

Arilles
Peau du fruit

Figure 2.2 : Structure de Punica granatum [32].

11.1.3 La composition chimique des épluchures de Punica granatum

La composition chimique des épluchures de grenade est constituée des polyphénols,
des tanins, de I’acide ellagique et I’acide gallique ainsi que la mati¢re lignocellulosique [33].
Les tableaux suivant représentent la composition chimique ainsi que la composition

lignocellulosique des épluchures de Punica granatum [34] [35].
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Tableau 2.1 : Composition chimique des épluchures de Punica granatum [36].

Composition des épluchures
de Punica granatum (poudre)
(9/100g

Protéines 1,54

Glucose 27,94
Fructose 32,72

Sucre totaux 81,62

Phénol totaux 15,06

Acide éllagique 2,89
(C14HeOg)

Tableau 2.2 : Composition lignocellulosique des épluchures de Punica granatum

Composition lignocellulosique (g/100g)

Cellulose [35] | Hémicellulose et | Lignine [35]
pectine [34]

Epluchures de
Punica granatum 22,71 8,1 26,29

(poudre) (g)

1.2 La Pomme De Terre (Solanum tuberosum)

La pomme de terre se situe au 4°™ rang de 1’ensemble des cultures vivriéres dans le
monde derriere le mais, le blé et le riz [37]. Elle est la premiére culture non céréaliere au
monde d’origine de I’Amérique du sud. C’est une plante vivace de la famille Solanacées de
genre Solanum tuberosum pouvant atteindre un métre de hauteur. La pomme de terre est
riche en amidon et en oligo-éléments comme le potassium, le phosphore, le fer et le
magnésium. Beaucoup de variétés sont cultivées en Algérie. A titre d’exemple, la spunta,
fabula, nicola, diamont et désirée,...dans les régions littorales, sublittorales, atlas telliens et
les hauts plateaux [38]. Bien que la pomme de terre est destinée a la consommation
alimentaire, mais ses déchets sont utilisés dans 1’industrie pharmaceutique, le textile, par

I’industrie papetiére [39].
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Selon Arthur Cronquist, la classification botanique de la pomme de terre est la suivante :

Regne : Plantae

Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Solanales
Famille : Solanaceae
Genre : Solanum

Espéce : Solanum tuberosum

11.2.2 Composition chimigue du tubercule

Le tubercule est constitué, majoritairement d’une teneur de 75% d’eau, le reste est
formé par la matiere séeche : 20% amidon , 2,5% protéines, 1,8% fibres, 0,15% acides gras

et 0,55% ( sucres, acide aminés, vitamines et sels minéraux) [40].

Apex
(couronne)
Cicatrice foliaire
e oeil
Bourgeon axillair &
Reste de stolon

anneau
vasculaire

3 cortex
i .*} a} Talon zone péri-
R médullaire

4 4 moelle
périderme

Bourgeon terminal

— point d'insertion du stolon

Figure 2.3 : Structure de tubercule de Solanum tuberosum [37] [41].

11.2.3 Production de Solanum tuberosum en Algérie

Elle est majoritairement cultivée dans les régions : littoral, sublittoral, atlas tellien et
les hautes plaines [38].
» Primeur (plantation octobre-novembre) dans : Boumerdes, Tipaza, Skikda, Alger,

Mostaganem et Tlemcen.
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» Saisonniére (plantation janvier-mars) dans : Ain-defla, Mascara, Mila, Souk-ahras,
Boumerdes, Mostaganem, Sétif, Tizi-ouzou, Tiaret, Tlemcen, Batna, Chlef, Bouira
et El-oued.

> Arriére-saison (plantation juillet-ao(t) dans : Ain-defla, Mascara, Guelma, Chlef, El

oued, Tlemcen, Mostaganem et Djelfa.

Le tableau suivant exprime la production de Solanum tuberosum en Algérie dans les cing

dernieres années [42].

Tableau 2.3 : Production Algérienne de Solanum tuberosum 2011-2015.

Année 2011 2012 2013 2014 2015
Production de 3800000 | 4300000 | 4900000 | 4600000 4 500 000
pomme de terre
(tonnes)

11.2.4 Variétés les plus cultivées en Algérie

Cent vingt variétés sont classées au catalogue Algérien des espéces et variétés

cultivées. Le tableau suivant exprime les variétés cultivées selon leurs couleurs [38].

Tableau 2.4: Variétes de Solanum tuberosum les plus cultivées.

Variétés blanches | Variétés rouges
Spunta Bartina
Fabula Désirée
Nicola Kondor

Diamant
Timate
Atlas

11.2.5 Composition chimique des épluchures de Solanum tuberosum

L’eau est le constituant majeur des épluchures de Solanum tuberosum avec une teneur
de 83,3%. Elles contiennent des quantités suffisantes de I'amidon, la cellulose,

I’hémicellulose et la lignine (tableau 2.8).
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Tableau 2.5 :

Composition chimique des épluchures de Solanum tuberosum 1g/100g [44].

Composantes (poudre)

Teneur minimale et maximale %

Eau

Protéines

Total lipides

Total carbohydrates
Amidon

Total fibres

Cendres

83,3-85,1
1,2-2,3
0,1-0,4
8,7-12,4
7,8
2,5
0,9-1,6

Tableau 2.6 : Composition lignocellulosique des épluchures de pomme de terre [45].

Matiére lignocellulosique | Teneur %
Cellulose 55,25
Hémicellulose 11,71
Lignine 14,24
Reste (humidité, cendres) 18,8
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CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES

1.1 OBJECTIF

Ce présent travail a pour objectif de valoriser les déchets issus d’une biomasse
lignocellulosique, en I’occurrence les épluchures des pommes de terre et ceux des grenades

dans le but de produire de bioéthanol de deuxieme génération.

111.2 PREPARATION DE SUBSTRAT

La grenade et la pomme de terre ont été obtenues respectivement a partir d’un marché
local et d’un restaurant local. La biomasse étudiée des deux déchets a été séchée a I’air libre
et a I’abri de la lumiére, ensuite elle a été broyée jusqu’a I’obtention des graines de tailles
moyennes a fines, puis I'échantillon a été stocké dans des sacs noirs en milieu sec jusqu'a
I'utilisation.

111.3 REACTIES

Les réactifs utilisés dans les différentes étapes de la production de bioéthanol sont

représenteés dans le tableau suivant :
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Tableau 3.1 : Réactifs utilisés

Réactifs

Origine

HCI (36,5-38%)

Sigma Aldrich, France

NaOH

Panreac, Espagne

H2S04 (95-97%)

Sigma Aldrich, France

Cellulase

Sigma Aldrich, France

Hémicellulase

Sigma Aldrich, France

Levure Saccharomyces
cerevisiae

Rayen Food Industries,
Tunisie

Extrait de levure

Biochem, France

Extrait de Malt

Biochem, France

MgSOs, 7H20 Biochem, France
(NH4)2S04 Prolabo, USA
KH2PO4 Biochem, France
CaCl> Sigma Aldrich, France
FeS04,7H0 Sigma Aldrich, France

D(+) glucose

Acide 3,5-dinitrosalisylique

Tartrate de sodium et de
potassium

Panreac, Espagne

Ethanol 100%

Panreac, Espagne

Ethanol 96%

Panreac, Espagne

Acétone

Acide acétique

Sigma Aldrich, France

23



111.4 CARACTERISATION DE LA MATIERE PREMIERE
111.4.1 Taux d’humidité

Il représente le pourcentage en poids de 1’eau contenue dans une biomasse solide

frais, stockées a I’abri de la lumiére. 11 a été déterminé selon la norme (NF M 03-002) [56].

Mode opératoire

Une masse de 5 g de déchet a été introduite dans un verre de montre (mo),
I’échantillon a été placé ensuite dans une étuve réglée a 105 °C pendant 24 heures. Apres 24
heures de séchage, la masse obtenue a été pesée (m1). Le taux d’humidité est donné par la
relation suivante :

m,—m
H% =——2%100 (Eqtl)
m

111.4.2 Taux de cendre

Le taux de cendre a été déterminé selon la norme (NF U 44-160) [56]. Il permet de connaitre

la part des matiéres organiques qui rentre dans la composition des éplucheurs de la pomme
de terre et la grenade par rapport a la matiere seche. Cette matiere organique ne fait pas partie

du matériel lignocellulosique.

Mode opératoire

5 g d’épluchures sont séchés dans 1’étuve pendant 12 heures puis placé dans un
creuset en céramique. Ce creuset est mis par la suite dans un four réglé a 600°C pendant 45
min jusqu’a 1’obtention d’une couleur grise claire au blanchatre. Une fois la carbonisation
est terminée, le creuset est ensuite retiré du four, refroidi a 1’air libre puis pesé. Le taux de

cendre est calculée par la formule suivante :

Py—P,

C% =

+ 100 (Eqt2)

0

Avec :
Po : Le poids du creuset remplis avant carbonisation en (g).

P1 : Le poids du creuset remplis apres carbonisation en (g).

111.4.3 Teneur de la cellulose et de I’hémicellulose

Principe
Cette méthode permet de déterminer la quantité de la cellulose et de I’hémicellulose

dans chaque biomasse.
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Mode opératoire

Une masse de 5 g de la matiere seche a été introduite dans un volume de 100 ml
d’une solution de I’hydroxyde sodium NaOH (4%), le mélange a été ensuite agité pendant
14 heures. Apreés filtration, le filtrat obtenu a été récupéré et noté (filtrat 1). L’opération a
été répétée une deuxiéme fois sur le résidu obtenu et le filtrat récupéré a été noté (filtrat 2).
Apres cette deuxiéme opeération, le résidu a été rincé avec de ’cau distillée quatre fois, et
avec I’acétone une seule fois, ensuite il a été séche dans une étuve a une température de 60°C
pendant une nuit. La masse obtenue représente la teneur en cellulose dans 5 g de la matiére
séche.
Les deux filtrats (1et 2) obtenues précédemment ont été neutralisés par 1’acide acétique
concentré, ensuite mélangés avec de I’éthanol et laissé pendant une nuit. La solution obtenue
a été ensuite centrifugée pendant 30 min a une vitesse d’agitation de 10000 tr/min. Le
précipité obtenu a été rincé avec de I’eau distillée quatre fois et avec 1’acétone une seule fois.
Ensuite, il a été séché dans une étuve a une température de 60°C pendant une nuit. La masse

obtenue est la teneur en hémicellulose dans 5 g de la matiére séche [46].

111.5 PRODUCTION DE BIOETHANOL

La production a été mise en ceuvre a partir des deux biomasses lignocellulosiques

séparément. Chaque matiére a subi une série d’opérations afin d’obtenir a la fin le bioéthanol

par distillation.

111.5.1 Hydrolyse acide diluée

Avant cette étape les substrats ont été rincés avec de 1’eau distillée [15]. 100 g des
épluchures de Solanum tuberosum et 50 g des épluchures de Punica granatum humides ont
été introduites respectivement dans une solution de 1’acide hydrochlorique (HCI) (0,5M).
Par la suite, les deux solutions ont été agitées a une vitesse de 400 tr/min a 1’aide d’un
malaxeur de type “’WiseStir HS-30D’’ & une température comprise entre 90-100°C pendant
30 min. Aprés refroidissement a I’air libre pendant 15 min, les deux solutions ont été rincées
avec de I’eau trois fois et par I’cau distillée deux fois, ensuite chaque substrat a été récupéré
par filtration [43] [47].

111.5.2 Elimination des inhibiteurs de la fermentation

Afin d’¢éliminer les inhibiteurs de la fermentation comme le furfural et
I’hydroxyméthylfurfural, une correction de pH a été effectuée par une solution de
NaOH (5M) jusqu’a atteindre un pH égale a 5 [48].
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111.5.3 Hydrolyse enzymatique

Dans cette étape, deux enzymes ont été utilisées : 0,25 g de la cellulase et 0,25 g
I’hémicellulase. La saccharification a été effectuée sous les conditions suivantes : T=45°C,
pH =5 a une vitesse d’agitation égale 250 tr/min pendant une durée de 150 minutes. Ensuite,
la solution a été incubée a 45°C pendant 48 heures. A la fin de saccharification, les enzymes
ont été désactivés a une température de 95°C pendant 15 min [43] [49].

111.5.4 Fermentation

Une concentration de 10 g/l de la levure Saccharomyces cerevisiae industrielle a été
ajoutée a I’hydrolysat (1000 ml de milieu fermentation composé de : 20 g extrait de malt,
0,5 g extrait de levure, 2 g (MgSO4,7H0), 6 g de (NH4)2S0O4, 0,5 g de KH2PO4, 0,1 g CaCly,
et0,1 g (FeSO4,7H20) (Annexe 1), avec. La fermentation a été effectuée sous les conditions
opératoires suivantes : La température égale a 30°C, pH égale a 4,7, la vitesse d’agitation
égale a 250 tr/min pendant une durée de 72 heures pour les épluchures de la pomme de terre
et 48 heures pour les épluchures de la grenade [43] [49] [50] [51].

Au cours de chaque fermentation, nous avons suivi :

» Le potentiel d’hydrogeéne (pH).
» Le taux des sucres totaux.

> Le taux des sucres réducteurs.

111.5.4.1 Mesure du pH
Le potentiel d’hydrogene a été mesuré par un pH-meétre de type "HANNA HI 2210°°.

La détermination du pH est essentielle pour le contréle du milieu, avant et au cours de la

fermentation.

Mode opératoire
Le potentiel d’hydrogeéne a été mesuré par un pH-métre de type "HANNA HI 2210’

apres chaque prélévement au cours de la fermentation. Un volume de 10 ml du milieu de
fermentation a été prélevé dans un bécher. L’¢électrode est plongée ensuite dans la solution
et le pH est mesuré par une lecture directe de la valeur indiquée sur le pH-métre. Cette

opération a été repétee trois fois de suite.

111.5.4.2 Mesure des sucres totaux par la méthode de Dubois

Cette méthode vise de déterminer la teneur des sucres totaux dans I’hydrolysat au
cours de la fermentation.

Principe
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L’acide sulfurique concentré provoque a chaud le départ de plusieurs molécules
d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par la formation de
I’hydroxyméthylfurfural dans le cas d’un hexose et d’un furfural dans le cas d’un pentose.
Ces composes se condensent avec le phénol pour donner des complexes colorés (jaune
orange). L’intensité de la couleur varie selon la quantité des sucres présentés dans le milieu
réactionnel. L’absorbance est mesurée a la longueur d’onde 490 nm a 1’aide d’un

spectrophotomeétre (Annexe 11) [52].

Mode opératoire

Dans un tube a essai, un volume de 1 ml de la solution sucrée dix fois diluée (milieu
de fermentation) a été introduit apres chaque prélevement. Un volume de 1 ml de phénol 5%
a été rajoutée, ensuite 5 ml d’acide sulfurique concentré a été rajoutée aussi. Les tubes ont
été laissés au repos pendant 10 minutes, ils ont été agités pendant 10 & 20 minutes puis placés
dans un bain marie a une température de 30°C.L’absorbance a été mesurée & une longueur
d’onde de 490 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV de type ’SHIMADZU UV-1800,

Japon™’

111.5.4.3 Mesure des sucres réducteurs par la méthode de Miller

Cette méthode vise a déterminer la concentration des sucres réducteurs au cours de
la fermentation.
Principe

Cette méthode est basée sur le caractére réducteur des groupements aldéhydes et
cétones libres des sucres. En milieu alcalin et a chaud, I’oxydation de ces fonctions provoque
simultanément la réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune orange en acide
3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange. L’intensité de la couleur varie selon le
taux des sucres réducteurs présentés dans le milieu de réaction. L’absorbance est mesurée a

540 nm a I’aide d’un spectrophotométre [28] [53] [54].

Mode
COOH COOH
OH OH
Reducticon
NO, MO NO, N2
Figure 3.1 : Schéma descriptive représente la réduction de 1’acide 3,5-
dinitrosalicylique en acide 3-amino 5-nitrosalicylique [55].
opératoire
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Dans un tube a essai, un volume de 1 ml de la solution sucrée (milieu de fermentation)
a éte introduit. Un volume de 1 ml de réactif (DNSA) a été rajouté a cette solution. Ensuite,
chaque tube a été laissé a I’eau bouillante pendant 5 minutes, puis il a été refroidi directement
dans un bain d’eau glacé afin de stopper la réaction entre les sucres et le DNSA. Enfin, un
volume 10 ml de I’eau distillée a été ajouté a cette solution. L’absorbance est mesurée a la
longueur d’onde de 540 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre de type ’SHIMADZU, UV-
1800, Japon’’ et nous déterminons la concentration a 1’aide de la courbe d’étalonnage

(Annexe 111).

111.5.5 Distillation fractionnelle de bioéthanol

Apres avoir fermenté les sucres, nous avons effectué deux distillations fractionnelles
afin de bien séparer le bioéthanol de 1’eau. La température de la distillation été entre 78°C
jusqu'a 82°C, et le temps été de 5 heures pour la premiere distillation et 1 heure pour la

deuxieme distillation.
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Hydrolyse enzymatique et
fermentation Séparée (HFS)
(0,25% g Cellulase,
0,25% Hemicellulase)

T=45°C ; iH= 5; 250 tr/ii'

Distillation i v o -
T=78-82°C »
(72h)
pH=4.7 ; T=30°C ; 250 tr/min

Figure 3.2 : Schéma descriptive représente les différentes étapes de la production de bioéthanol des épluchures de la pomme de terre.

Prétraitement

HCI (0,5M) ;
30 min ; T=90-100°C

400 tr/min !
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OO L A Prétraitement Sy Orolyse mque o fermentation
-":’:?‘E"_ . ‘.‘.?".,‘:.""’J. . (HE‘S)
Wl e BT < ],Jc_l,gfgﬂomu;ooc _ (0,5% Cellulase, 0.5% Hémicellulase)
S ERE S T, O i 5 1=30- ’ T=45°C ; pH=5; 250 tr/min

400 tr/min

>

Distillation
T=78-82°C

(48 h)
pH=4,7 ; T=30°C ; 250 tr/min

Figure 3.3 : Schéma descriptive représente les différentes étapes de la production de bioéthanol des épluchures de la grenade.
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111.5.6 Caractérisation du bioéthanol

111.5.6.1 Vérification de la pureté

La pureté a été mesurée a 1’aide d’un réfractometre. Une courbe d’étalonnage des
indices de réfraction en fonction des différentes concentrations connues de 1’éthanol absolu

100% a éteé faite afin de déterminer la pureté de notre bioéthanol.

111.5.6.2 Mesure de la densité

La densité de I’éthanol correspond au rapport de la masse volumique de 1’éthanol par
la masse volumique de ’eau. La mesure de la densité a été mesuré a 1’aide d’un densimetre
électronique de type "METTLER TOLEDO 30PX’’ (figure 111.3). Chaque mesure a été

répétée trois fois.

Figure 3.4 : Densimétre “METTLER TOLEDO 30PX"’

111.5.6.3 Analyse qualitative du bioéthanol par Chromatographie en Phase Gazeuse
L’analyse a été réalisée a 1’aide d’un Chromatographe ’SHIMADZU GC-17A”’
muni d’un lecteur °SHIMADZU C-R8A”’.

Mode opératoire

Les conditions opératoires qui ont été effectuées sont :

Type de la colonne : OV 17.

Type de détecteur : FID.

Pression : 54 mPa.

Débit : 12 ml/min.

Température de 1’injecteur : 200°C.

Température de la colonne : 85°C.

YV V V V V VYV V

Température de détecteur : 220°C
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La quantité injectée est de 0,2 L et chaque analyse a été répétée trois fois.

111.5.6.4 Analyse quantitative du bioéthanol par densimétre

La concentration de bioéthanol (fraction massique et fraction molaire) a été mesurée
a l’aide d’un densimétre électronique qui permet de la mesurée dans le mélange

eau-bioéthanol [57].
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CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS

1V.1 CARACTERISATION DE LA MATIERE PREMIERE
1VV.1.1 Taux d’humidité

Les résultats d’analyses de taux d’humidité de chaque biomasse sont exprimés dans

le tableau ci-dessus :

Tableau 4.1 : Taux d'humidité

Biomasse Masse initiale (g) | Masse finale (g) | Taux d’humidité %
Epluchures de la pomme 5 4,30 14
de terre
Epluchures de la grenade | 5 4,25 15
IV.1.2 Taux de cendre

Les résultats d’analyses de taux de cendre de chaque biomasse sont classés dans le

tableau ci-dessus :

Tableau 4.2 : Taux de cendre

Biomasse Masse initiale (g) | Masse finale (g) | Taux de cendre %
Epluchures de la pomme | 19,43 16,48 15,18

de terre

Epluchures de la grenade | 21,48 16,90 8,75

1VV.1.3 Teneur en cellulose et en hémicellulose

Les résultats d’analyses de la teneur de la cellulose ainsi que 1’hémicellulose de

chaque biomasse sont exprimés dans le tableau ci-dessus :
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pH

4,04

Tableau 4.3 : Taux de la cellulose et I’hémicellulose

Biomasse Teneur en cellulose Teneur en hémicellulose
(9/1009) (9/1009)

Epluchures de la pomme de terre | 42,80 8,80

Epluchures de la grenade 23,60 0,65

Les résultats du tableau 4.3 montrent que le taux en cellulose est plus élevé que le
taux en hémicellulose. Ces résultats sont comparables et proches a ceux des travaux déja
réalisés sur les biomasses lignocellulosiques, 55,25 g cellulose et 11,71 g hémicellulose pour
les épluchures de la pomme de terre [45], 22,71 g cellulose pour les épluchures de la grenade
[35]. Quant a la teneur en hémicellulose, (Paulo et al.) [34] ont mesuré la teneur en

hémicellulose et pectine respectivement pour les épluchures de la grenade (8,1 g).

1V.2 EVOLUTION DU POTENTIEL D’PHYDROGENE, DES SUCRES TOTAUX
ET DES SUCRES REDUCTEURS AU COURS DE LA FERMENTATION
1VV.2.1 Cinétique du pH

5.0 4

4.5 ]
=

4,04

3,5 = 3,54

0 I 1I2 I 2I4 ' 3I6 ‘ 4I8 I EIO I TIZ 0 ' 1I2 l 2I4 l 3I5 l 4I8
t(h) t(h)
Figure 4.1 : Cinétique de pH de Figure 4.2 : Cinétique de pH de
Solanum tuberosum. Punica granatum.

Le pH est un bon indicateur de I’activité de la levure au cours de la fermentation.
Selon les deux figures, le pH de a été diminué au cours des fermentations de chacune de ces

deux biomasses. Il a été diminué de 5 jusqu'a 3,5 apres 72 heures de fermentation pour les
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C (mg/L)

16000 <

12000 +

8000 L

4000

épluchures de la pomme de terre, et de 4,7 jusqu'a 3,5 aprés 48 heures de fermentation pour
les épluchures de la grenade. Cette diminution due a la formation du CO2 produit par

Saccharomyces cerevisiae suivie par la formation de bioéthanol [58].

1VV.2.2 Cinétique des sucres totaux

20000

16000 -

12000

C (mg/L)

8000 <

4000

0 T T T T T T 0 L e T B s e e e e E S B L |

0 12 24 36 48 60 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48
t(h) t (h)

Figure 4.3 : Cinétique des sucres totaux

de Solanum tuberosum. de Punica granatum.

Les deux courbes des sucres totaux ont montrées qu’il y’a eu une consommation des
sucres fermentescibles par la levure qui a été multipliée pour produire de bioéthanol durant
les 72 heures et les 48 heures de fermentation pour les épluchures de la pomme de terre et
de la grenade respectivement. La concentration des sucres totaux finale est de 0,94 g/L pour
les épluchures de la pomme de terre et de 2,31 g/L pour les épluchures de la grenade. Cela
montre que la majorité des carbohydrates ont été consommées par la levure durant la
fermentation. Les conditions opératoires et les étapes de chaque procédé ont permis a la
levure d’avoir des sucres simples fermentescibles comme une source de carbone afin de
produire le bioéthanol. Conclusion, au cours de la fermentation, la levure se multiplie, les
sucres fermentescibles sont consommés et la concentration de bioéthanol est en

accroissement [58] [59].
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1VV.2.3 Cinétique des sucres réducteurs
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Figure 4.5: Cinétique des sucres réducteurs Figure 4.6 : Cinétique des sucres réducteurs

de Solanum tuberosum. de Punica granatum.

L’examen des deux figures montre que la concentration des sucres réducteurs des
épluchures des deux espéces diminue en fonction du temps, au cours de la fermentation. Cela
signifie que les sucres réducteurs ont été consommés completement par la levure pour
produire et synthétiser le bioéthanol jusqu’é atteindre une concentration finale égale a 0,12
g/L apres 72 heures de fermentation pour les épluchures de la pomme de terre et une
concentration finale égale a 0,93 g/L pour les épluchures de la grenade apres 48 heures de
fermentation. Cela montre que la majorité des sucres contenant dans les deux biomasses
lignocellulosiques libérés au cours de I’étape d’hydrolyse enzymatique sont des sucres

réducteurs fermentescibles (hexoses) par la levure Saccharomyces cerevisiae [59].

IV.3 INDICE DE REFRACTION (VERIFICATION DE LA PURETE)

La mesure de I’indice de réfraction permet de vérifier la pureté de I’éthanol et
déterminer la concentration de I’éthanol recueilli.
Le graphe de la courbe d’étalonnage réalisée (Annexe 1V) a partir des indices de réfraction
a différentes concentrations d’éthanol (96%), nous a permis de déduire le pourcentage
d’éthanol de la solution de distillation obtenue a partir de Solanum tuberosum (tableau 4.4)
et Punica granatum (tableau 4.5) en adoptant différentes conditions opératoires au cours de
I’étape de I’hydrolyse enzymatique et lors la fermentation. Les résultats de I’indice de

réfraction et la concentration en éthanol (%) sont présentés dans les tableaux suivants.
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Figure 4.7 : Courbe d'étalonnage des indices de réfraction.
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Tableau 4.4 : Indice de réfraction de 1’éthanol obtenu a partir des épluchures de

Solanum tuberosum.

Biomasse Conditions opératoires Indice de | Pureté
(étapes de I’hydrolyse enzymatique et la réfraction
fermentation)
S.tuberosum 1 e m=100g, pH=5 1,343 18,8
e 0,25% cellulase, 0,25% hémicellulase
e  Tenzyme= 45°C
e milieu de fermentation sans glucose
S.tuberosum 1 - 1,363 58,8
(bidistillé)
S.tuberosum 2 e m=100g, pH=5
e 0,25 % cellulase, 0,25 % hémicellulase | 1,355 42,8
e  Tenzyme= 45°C
e milieu de fermentation avec glucose
S.tuberosum 2 - 1,365 62,8
(bidistillé)
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Tableau 4.5 : Indice de réfraction de 1’éthanol obtenu a partir des épluchures de

Punica granatum

Biomasse Conditions opératoires Indice de | Pureté
(étapes de I’hydrolyse enzymatique et la réfraction

fermentation)

P.granatum1 | e m=50g, pH=5 1,346 26
e 0,5 % cellulase, 0,5 % hémicellulase
4 Tenzyme: 45°C

e milieu de fermentation avec glucose

P.granatum1 | - 1,362 58
(bidistillé)
P.granatum?2 | e m=50g, pH=5 1,347 26,8

e 0,5 % cellulase, 0,5 % hémicellulase
o  Tenzyme=45°C

e milieu de fermentation avec glucose
P.granatum 2 | - 1,364 60,8
(bidistillé)

L’examen des résultats montre que la concentration en éthanol dépend de 1’étape de
I’hydrolyse enzymatique (concentration de I’enzyme et température d’incubation), de 1’étape
de fermentation (ajout du glucose ou sans dans le milieu de fermentation en présence de la
levure Saccharomyces cerevisiae) et de la derniére phase de distillation.

Les résultats montrent qu’une meilleure concentration dans 1’hydrolyse enzymatique
est obtenue a une température d’incubation égale a 45°C. pH=5, Cenzyme=0,25% pour la
pomme de terre et 0,5% pour la grenade).

Pour la biomasse épluchure des pommes de terre, la meilleure concentration en éthanol est
obtenue lorsqu’on a ajouté au milieu de fermentation du glucose (10 g/L) et avoir effectué
une deuxieme distillation ou la concentration en éthanol a atteint 62,8% ; Tandis qu’avec
I’échantillon ot on n’a pas ajoute le glucose dans le milieu de fermentation, la concentration
maximale est égale & 58,8%. A partir de ces résultats, nous pouvons dire que 1’ajout de

glucose représente comme une source de carbone dans le milieu de fermentation aide a
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augmenter la concentration en éthanol et afin d’obtenir une concentration élevée aussi en
bioéthanol, une deuxiéme distillation est indispensable.

Concernant les épluchures de grenade, nous remarguons que la meilleure concentration en
éthanol a atteint 60,8%.

1IV.4 MESURE DE LA DENSITE
La mesure de la densité est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 4.6 : Densité de bioéthanol

T=20-21°C

Echantillons Densité
Solanum tuberosum 1

(sans glucose) 0,980
Solanum tuberosum 1

(sans glucose) (bidistillé) 0,854
Solanum tuberosum 2

(avec glucose) 0,947
Solanum tuberosum 2

(avec glucose) (bidistillé) 0,886
Punica granatum 1 0,964
Punica granatum 1

(bidistillé) 0,892
Punica granatum 2 0,956
Punica granatum 2

(bidistillé) 0,841
Ethanol 0,801

Une diminution de la densité au cours de la fermentation, peut étre expliquée par la
transformation du glucose en alcool et la perte de masse sous forme de CO; [60].
Les résultats obtenus montrent que la densité de bioéthanol de I’échantillon de pomme de
terre et de grenade obtenue apres une deuxiéme distillation est égale a 0,854 et 0,841

respectivement. Ces valeurs sont proches de la densité de 1’éthanol 96% (d= 0,801).
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Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure qu’il y’a eu de la transformation du glucose

en alcool.

IV.5 MESURE DE LA FRACTION MASSIQUE ET VOLUMIQUE

Les résultats obtenus aprés 1’analyse quantitative du bioéthanol sont représenté dans

le tableau suivant :

Tableau 4.7 : fractions massiques et molaires de bioéthanol des deux espéces.

Bioéthanol obtenue

Fraction massique

Fraction massique

Fraction volumique

(bidistillé) (%) (g/L) (%)
S.tuberosum 2 58,6 586 66,4

(sans glucose)

S.tuberosum 3 73 730 79,6

(avec glucose)

P.granatum 3 77,6 776 83,5

(avec glucose)

Pgranatum 4 46,8 468 57,6

(avec glucose)

Ethanol absolu 100% |99,5 995 99,7

L’examen des résultats montre que les concentrations massiques obtenues sont

¢levées a cause de D’effectuation d’une opération de bidistillation. Par rapport a 1’éthanol

pur, les concentrations massiques de bioéthanol pour les deux épluchures ont été

comparables avec celle de 1’éthanol pur (995 g/L). Par contre ces résultats ont été plus

élevées par rapport aux d’autres travaux effectuées comme le représente le tableau suivant :
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Tableau 4.8 : Comparaison des différents travaux avec les épluchures de la pomme de

terre.
Biomasse Conditions opératoires Ethanol Reférences
concentration
(9/L)
Epluchures | ¢ Enzymes : Termanyl, viscozyme, | 7,5 Sunao et
de la cellulase al.2009 [61]
pomme de | Tenzymes =44°C-50°C sous incubation
terre pendant 2-2,5 heures
e Fermentation par S.cerevisiae
pH= 5, 32°C,100 tr/min
Epluchures | e Enzymes : glucoamylase, alpha- | 48,6 Arapoglou
de la amylase, pectinase and al.2010
pomme de | Tenzyme=50°C pendant 21 heures sous
terre incubation.
e Fermentation par S.cerevisiae ;
Cylucose = 10 g/L
Epluchures | e  Enzymes : a-Amylase, 36,85 Gulten and
de la amyloglucosidase 60 °C, 150 al.2015
pomme de tr/min t=72 h sous incubation
terre e Fermentation par S.cerevisiae
30 °C, 150 tr/min pendant
48heures, Cglucose = 100 g/L

V.6 ANALYSE QUALITATIVE DU BIOETHANOL PAR CPG

Les résultats de I’analyse chromatographique CPG de 1’éthanol sont présentés dans les

figures suivantes :

L’éthanol 96% (tr=2,283)

Figure 4.8 : Chromatogramme de 1’éthanol 96%.
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Bioéthanol des épluchures de la pomme de terre (tr= 2,303)

CALCULATION REPORT #
JCULAT L 1 ONO ON JAMI

H PENO [ It \REA HE 1 GHT MK 11

1 1 Q297 38257 17175

TOTAL 58257 bie W5

Figure 4.9 : Chromatogramme de bioéthanol des épluchures de la pomme de terre.

Bioéthanol des épluchures de la grenade (tr =2,289)

Figure 4.10 : Chromatogramme de bioéthanol des épluchures de grenade.

L’identification du bioéthanol s’effectue en comparant 1’indice de rétention du
chromatogramme de I’éthanol 96% dans les mémes conditions d’analyse. L’observation des
chromatogrammes montre que le temps de rétention de 1’éthanol 96% (2,283) est quasi
proche du bioéthanol synthetisé a partir de la biomasse lignocellulosique des epluchures de

grenades (2,289) Et de la pomme de terre (2,303) respectivement.
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CONCLUSION GENERALE

Le bioéthanol de seconde génération, produit a partir de la biomasse
lignocellulosique, semble promis a un bel avenir. Effectivement, I’exploitation de la
biomasse lignocellulosique pour la production de bioéthanol présente des aspects
environnementaux positifs et I’incorporation de bioéthanol dans I’essence permet
globalement une diminution des rejets de nombreux composes polluants. En effet, la
combustion de bioéthanol engendre moins de rejets de gaz a effet de serre, de monoxyde de
carbone, d’hydrocarbures gazeux que celle de I’essence.

L’objectif de ce travail était la valorisation d’un déchet issu d’une biomasse

lignocellulosique pour la production du bioéthanol de la deuxiéme génération.
Une étude comparative de rendement de la production de bioéthanol a été réalisée a partir
des épluchures de pomme de terre et les épluchures de grenade, en utilisant comme
processus, la bioconversion de la matiere lignocellulosique nécessitant un prétraitement, une
hydrolyse enzymatique et une fermentation alcoolique en présence de la levure
Saccharomyces cervisiae.

Le prétraitement a été réalisé par la méthode de 1’hydrolyse acide diluée qui a permis
une séparation des différents composants de la matiere lignocellulosique.

L’hydrolyse enzymatique a permis d’avoir une bonne libération des sucres totaux (15,26
g/L) et des sucres réducteurs (1 g/L) pour les épluchures de pomme de terre (0,25% cellulase,
0,25% hémicellulase, 45°C) et aussi pour les épluchures de grenade(0,5% cellulase, 0,5%
hémicellulase) ou la teneur des sucres totaux étaient égale a 18,62 g/L et les sucres réducteurs
3,6 g/L.

L’étape de la fermentation a été effectuée en présence de la levure Saccharomyces cerevisiae
en conditions anaérobiques sous les conditions opératoires suivantes : pH=4,7, T°=30°C, et
a une vitesse d’agitation =250 tr/min. Les résultats obtenus ont démontré que la
concentration en bioethanol était égale a 730 g/L pour les épluchures de pomme de terre et
égale a 776 g/L pour les épluchures de la grenade. Ces concentrations élevées de bioéthanol

ont été obtenues apres une bidistillation des hydrolysats fermentés.

D’apres les résultats obtenus, la production de bioéthanol par la méthode de la
saccharification et la fermentation séparée a permis de donner un bon rendement en

bioéthanol.
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ANNEXE



Annexe | : Préparation de milieu de fermentation

Le milieu de fermentation de chaque biomasse a été préparé dans une fiole jaugée de
1000 ml, il est composé de : 20 g extrait de malt, 0,5 g extrait de levure, 2 g (MgSO4,7H20),
6 g de (NH4)2S04, 0,5 g de KH2PO4, 0,1 g CaCl,, et 0,1 g de sulfate de fer (FeSO4,7H20)
pour les épluchures de la pomme de terre seulement. Ensuite, le pH de cette solution a été
corrigé a 5 par soit une solution de HCI (1M) ou NaOH (1M). Enfin cette solution a été

stérilisée dans un autoclave réglé a une température de 120°C pendant 20 min.

Annexe Il : Dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois
Une solution mére d’une concentration de 1 g/l de D-glucose a été préparee afin de
tracer une courbe d’étalonnage des sucres totaux. Les solutions filles ont été préparaient dans

des fioles jaugées de 20 ml. Le tableau suivant représente les différentes concentrations

effectuées.
Concentration Volume prélevé
(mg/1) (ml)
5 0,1
10 0,2
15 0,3
20 0,4
25 0,5
30 0,6
35 0,7
40 0,8
45 0,9
50 1,0

Dans une série tube a essai, un volume de 1 ml de chaque solution a été introduit. Un
volume de 1 ml de phénol 5% a été rajoutée par la suite, ensuite 5 ml d’acide sulfurique
concentreé a été introduit aussi. Les tubes ont étaient laissés au repos 10 minutes, puis ils ont
étaient agités et placés pendant 10 a 20 minutes a une température de 30°C.

L’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 490 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV de type ’SHIMADZU UV-1800, Japon®’.



Dosage des sucres totaux

La courbe d’étalonnage obtenue apres 1’analyse est représentée dans la figure ci-dessus :

C(mg/L) | Absorbance
0 0
10 0,131
30 0,329
150 1,719
225 2,432
300 3,291
3,5
3
2,5
, y =0,011x
a8 e R?=0,9992
s
) ‘
0,5
0
0 50 100 150 200 250 300 350

C(mg/L)

Figure : Courbe d’étalonnage des sucres totaux



Annexe 111 : Dosage des sucres réducteurs par la méthode de Miller

Une solution mére d’une concentration de 5 g/l de D-glucose a été préparée afin de
tracer une courbe d’étalonnage des sucres totaux. Les solutions filles ont été préparées dans

des fioles jaugées de 20 ml. Le tableau suivant représente les différentes concentrations

effectuées.

Concentration Volume prélevé
(9/1) (ml)
0,1 0,4
0,2 0,8
0,3 1,2
0,4 1,6
0,5 2,0
0,6 2,4
0,8 3,2
1,0 4,0
1,2 4.8
1,6 6,4
2,0 8,0
2,6 10,4
3,5 14,0
4,0 16,0

Dans une série de tube a essai, un volume de 1 ml de chaque solution a été introduit.
Un volume de 1 ml de réactif de DNSA a été rajouté par la suite. Les tubes ont été agités et
placés dans un bain mari bouillant en méme temps pendant 5 min. lls ont été refroidis
immédiatement dans un bain d’eau glacée afin de stopper la réaction entre les sucres et le
DNSA. Enfin un volume de 10 ml d’eau distillée a été ajouté et les tubes ont été placés sous
agitations. . L’absorbance est mesurée a la longueur d’onde de 540 nm a I’aide d’un

spectrophotométre de type ’SHIMADZU, UV-1800, Japon’’.



Figure : Dosage des sucres réducteurs

La courbe d’étalonnage obtenue apres 1’analyse est représentée dans la figure ci-dessus.

Concentration | Absorbance
(mg/L)
0 0
100 0,193
400 0,446
500 0,590
600 0,640
800 0,848
1000 1,095
1200 1,277
1600 1,659
2000 2,057
2600 2,622
3500 4,000
4,5
4
35 |
S > y= 0,0011x
g2 R?=0,9925
< 2
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Figure : Courbe d'étalonnage des sucres réducteurs



Annexe VI : Mesure de I’indice de réfraction

Courbe d’¢talonnage de 1’indice de réfraction de 1’éthanol a 100%
ny =A+(T'—T)*0,0005

A : I’indice de réfraction lisez sur 1’appareil

T° : température de lecture

T’° : température de milieu (20°C)

C(%) Indice de réfraction
0 1,333
1 1,334
3 1,335
5 1,336
7 1,337
10 1,339
20 1,344
25 1,347
30 1,349
50 1,358




