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Résumé 

Notre étude porte sur la valorisation des déchets agroalimentaires de la biomasse 

lignocellulosique pour la production de bioéthanol de seconde génération. Ces déchets peuvent 

être transformés par divers procédés comme le procédé Saccharification et la Fermentation 

Simultanée (SSF) en utilisant la levure Saccharomyces cerevisiae sous conditions anaérobiques 

(pH=4,7, T=30°C, et une vitesse d’agitation de 400 tr/min). La production de bioéthanol a été 

réalisée par les méthodes suivantes : prétraitement par l’acide sulfurique-SSF, prétraitement par 

les ondes à ultrasons suivie par SSF, prétraitement par enzymes-ondes à ultra-sons suivi par 

SSF (EUSSF), et prétraitement par enzymes-ondes à ultra-sons suivi par fermentation en 

utilisant : la cellulase et l’hémicellulase. Durant la fermentation, nous avons suivi l’évolution 

de plusieurs paramètres à savoir : le pH, le taux des sucres totaux et réducteurs et la 

concentration de bioéthanol. A la fin, une importante dégradation du sucre est révélée, et la 

meilleure concentration de bioéthanol obtenue est de 75,5g/L pour le procédé de (EUSSF).   ,  

 

Mots clés : bioéthanol, biomasse lignocellulosique, déchets agroalimentaires, SSF, 

Saccharomyces cerevisiae 

 

 ملخص 

الجيل الثاني. هذه النفايات   من الإيثانول الكتلة الحيوية لإنتاج الأغذية الزراعية من حول تقيم نفاياتدراستنا  تركز

معدل  ) تحت الظروف اللاهوائية باستخدام خميرة الخبز في وقت واحد مختلفة مثل التسكير و التخمير عملياتب يمكن معالجته

كان عبر  (. إنتاج الإيثانولدورة في الدقيقة 744معدل ب درجة مؤوية ,سرعة الدورن 30,درجة الحرارة  7,4الحموضة

التسكير و  ة وبالموجات فوق الصوتي المعالجة ,  وقت في المعالج التسكير و التخمير ثم : حمض الكبريتيكالطرق التالية

المعالجة بالانزيم ،  واحد تفي وق التسكير و التخمير و بالموجات فوق الصوتية  واحد,المعالجة بالانزيم و تفي وق التخمير

 و  سللولاز  : من قبل التخمير نزيمات المستخدمةالا  واحد. تفي وق التسكير و التخمير و بالموجات فوق الصوتية و

 حظنالاو تركيز الإيثانول. في النهاية مستوى السكرو العديد من المعلمات: درجة الحموضة تابعنا أثناء التخمير ، .هميسيلولاز

 من طرف )ام ت ت(  47.4  غ/ل وأفضل تركيز الإيثانول عليها ,السكر في كبير خفاض ان

 

 خميرة الخبز  النفايات الغذائية ، ,الكتلة الحيوية ل,الكلمات الرئيسية: الإيثانو

 



 

Abstract 

Our study relates to the valorization of agroalimentary waste of the lignocellulosic 

biomass for the production of ethanol fuel of second generation. This waste can be 

transformed by various processes like the process Saccharification and Simultaneous 

Fermentation (SSF) by using the yeast Saccharomyces cerevisiae under anaerobic conditions 

(pH=4,7, T=30°C, and a stirring velocity of 400 tr/min). The production of ethanol fuel was 

carried out by the following methods: pretreatment by the sulphuric-SSF acid, pretreatment by 

the waves with ultrasounds followed by SSF, pretreatment by enzyme-waves with ultrasounds 

followed by SSF (EUSSF), and pretreatment by enzyme-waves with ultrasounds followed by 

fermentation while using: the cellulase and the hémicellulase. During fermentation, we 

followed the evolution of several parameters namely: pH, the rate of total and reducing sugars 

and ethanol fuel concentration. At the end, an important degradation of sugar is revealed, and 

the best ethanol fuel concentration obtained is of 75,5g/L for the process of (EUSSF).  

Keywords: ethanol fuel, lignocellulosic biomass, agroalimentary waste, SSF, Saccharomyces 

cerevisiae 
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INTRODUCTION 

 

Après la conjoncture liée au prix élevé du pétrole, les réserves limitées d'énergie 

fossile (pétrole, gaz naturel et charbon) et l'épuisement de ces ressources dans un avenir 

proche, le développement de technologies et de systèmes énergétiques durables devient une 

priorité pour le secteur de transports. L’objectif est de diminuer la dépendance aux 

hydrocarbures de notre pays et de réduire le taux de pollution de notre environnement, en 

particulier la combustion des carburants fossiles. Celle-ci a contribué à l’augmentation des 

rejets de CO2 dans l’atmosphère, qui est associé au réchauffement climatique, d’où la 

nécessité de réfléchir à des sources d'énergie alternatives durables (le soleil, le vent, l’eau et 

la biomasse). 

 

Les biocarburants sont bien placés pour répondre aux soucis énergétiques,  Ces 

derniers sont issus des sources de biomasse diversifiée tel que les plantes saccharifères 

comme la betterave, les plantes amylacées comme les céréales, dit de première génération, 

les plantes lignocellulosique comme le bois, les déchets alimentaires, dit de seconde 

génération. 

 

La production de bioéthanol de 2ème génération est actuellement perçue comme 

étant la filière la plus prometteuse des biocarburants et suscite un grand intérêt dans de 

nombreux pays à travers le monde. En effet, la biomasse, dans sa grande majorité, est 

constituée de lignine (15 à 20%), de cellulose (35 à 50%) et d'hémicellulose (20 à 30%) plus 

ou moins intimement liés. 

 

La problématique de cette étude est d’étudier l’impact du prétraitement de la 

biomasse lignocellulosique sur l’évolution des sucres au cours de la fermentation et sur la 

récupération maximale du bioéthanol de deuxième génération pouvant être utilisé dans les 

moteurs à essence et dans d’autres applications. 

 

            L’objectif de ce travail consiste à la production d’un biocarburant « Bioéthanol » à 

partir d’une biomasse lignocellulosique ’'déchet organique des restaurants’’. Le procédé de 

conversion des déchets organiques en bioéthanol est subdivisé en cinq parties principales : 

préparation des déchets organiques (hydrolyse acide diluée, ondes à ultrason et prétraitement 

enzymatique) suivi par l’étape de saccharification et fermentation simultanée et  à la fin la 

distillation pour la récupération du bioéthanol. 
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Ce mémoire se compose de trois chapitres : 

 

-  Le premier chapitre comporte une synthèse bibliographique des généralités sur 

les bioéthanols, la composition de la biomasse lignocellulosique utilisée, et le 

procédés de production. 

 

-   le deuxième chapitre détaille les matériels et méthodes employés dans cette 

étude : la préparation de la biomasse, les prétraitements et le procédé utilisé ainsi 

que la méthode de caractérisation qualitative et quantitative du bioéthanol produit. 

 

-  le troisième chapitre est consacré à l’interprétation des résultats expérimentaux 

suivie d’une conclusion générale. 
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CHAPITRE I  

 

                                  GENERALITES SUR LE BIOETHANOL 

 

GENERALITES SUR LE BIOCARBURANT  

I.1Définition des biocarburants  

            Les biocarburants sont des sources énergétiques issues des matériaux biologiques 

qui les distinguent des autres sources d’énergie non fossiles. Quel que soit la forme des 

biocarburants (solide, liquide, ou gazeux), il représente une énergie durable et renouvelable 

d’origine végétale et/ou animale [1]. En fonction de la matière première utilisée et du 

produit fini souhaité, il existe de nombreuses possibilités de production de biocarburants 

tels que : bioéthanol, biogaz, bio-huile, biodiesel et bio-kérosène.  

 

I.2 Bioéthanol  

 Le bioéthanol est le résultat de la bioconversion fermentaire de sucres par des 

microorganismes, généralement des levures. Les matières premières sont variées et peuvent 

être classées en trois catégories : 

• les plantes saccharifères comme la betterave. 

• les plantes amylacées comme les céréales. 

• La biomasse lignocellulosique comme le bois, la paille, et les déchets agroalimentaires [2] 

 

I.3 LES GENERATIONS DE BIOETHANOL  

I.3.1 La première génération 

La technologie du procédé de première génération produit du bioéthanol à partir de 

sucres (un dimère des monosaccharides glucose et fructose), d’amidon (polysaccharides de 

glucose) et des cultures telles que les céréales et le maïs. Les sucres peuvent être convertis 

en éthanol directement mais les amidons doivent d'abord être hydrolysés en sucres 

fermentescibles par l'action des enzymes à partir de malt ou de moisissures [3]. 

 

I.3.2 La deuxième génération 

La matière première de bioéthanol de deuxième génération est constituée de 

matériaux lignocellulosique tels que la paille, le bois et les résidus agricoles, souvent 

disponibles sous forme de déchets. Ces types de matériaux sont bon marché, mais la 

technologie de traitement est plus avancée que la conversion du sucre et de l'amidon [3]. 
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I.3.3 La troisième génération  

 C’est probablement à partir des cultures de microalgues que des agrocarburants, de 

troisième génération, pourront être produits avec les meilleurs rendements, rendant ainsi 

envisageable une production de masse, sans déforestation massive ni concurrence avec les 

cultures alimentaires [4].  

I.4 LA PRODUCTION DE BIOETHANOL DE DEUXIEME GENERATION 

I.4.1 Biomasse lignocellulosique  

La biomasse lignocellulosique est constituée de trois composants majeurs : la 

cellulose (polysaccharide linéaire de glucose), les hémicelluloses (polysaccharides branchés 

de sucres à 5 et 6 atomes de carbone) et la lignine (un polymère complexe aromatique) [5].  

 

Figure 1.1 : Structure de la biomasse lignocellulosique [6] 
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Figure 1.2: Principaux composants de la biomasse lignocellulosique [7] 

 

En moyenne, la biomasse lignocellulosique contient 40-60 % de cellulose, 20-40 % 

d'hémicelluloses et 10-25 % de lignine, D’autres constituants tels que les cendres ou encore 

des protéines peuvent être observés en quantités beaucoup plus faibles [8].  

 

 

Figure1.3 : composition de la biomasse lignocellulosique[8] 

 

I.4.1.1 Cellulose 

La cellulose ou β-1-4-glucane est le polymère le plus abondant sur terre. C’est un 

homopolymère linéaire de glucose (Figure 1.4) composée d'unités répétées de cellobiose 

(deux glucoses liés par une liaison osidique β-1, 4) [9]. Cette liaison osidique confère aux 

chaînes de glucose une conformation tridimensionnelle spécifique stabilisée par des liaisons 

hydrogène (Figure 1.4). 
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Figure 1.4 : Schéma descriptive de la cellulose. [10] 

 

Figure 1.5 : Schéma du type d'organisation cristalline de deux molécules de cellulose [11] 

 

Les microfibres de cellulose sont constitués d'édifices cristallins ordonnés ainsi que de zones 

dites amorphes beaucoup plus sensibles aux agressions physiques et chimiques [12].  Ces 

édifices cristallins rendent la cellulose résistante à l'hydrolyse enzymatique [13,14].  Enfin, 

même si la cellulose est considérée comme homopolymère, son analyse révèle que celle-ci 

est constituée à plus de 95% de glucose, d’autres sucres peuvent être présents tels que le 

galactose, le mannose ou la xylose [15]. 

 

I.4.1.2 Hémicelluloses 

La famille des hémicelluloses représente le second composé en termes d’abondance dans les 

végétaux [16]. Les hémicelluloses ont un rôle structural dans les végétaux lignocellulosiques. En 

effet, elles permettent de faire la liaison entre la cellulose et la lignine. Les hémicelluloses forment 

une famille de composés hétéropolysaccharidiques variés. Les unités monomériques de ces 
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macromolécules glucidiques sont des pentoses (principalement xylose et arabinose), des hexoses 

(principalement glucose, mannose, galactose) et des acides carboxyliques (principalement les acides 

mannuronique et galacturonique) [16]. La Figure 5 montre les unités monosaccharidiques les plus 

représentées dans les différentes familles d'hémicelluloses. 

Figure 1.6 : Principaux glucides constituant l’hémicelluloses[16]. 

 

Les unités monomériques sont assemblées en chaînes ramifiées et constituent des 

macromolécules de nature amorphe. Le xylane, homopolymère constitué de xylose, est le 

constituant majeur des hémicelluloses. La Figure 6 représente le schéma d’une molécule de 

xylane [17].   

Comparé à la cellulose, les hémicelluloses présentent de plus petites chaînes amorphes, ce 

qui facilite leur hydrolyse. En effet, les hémicelluloses sont solubles dans l’eau et peuvent 

être extraites de la paroi des cellules végétales par des solutions acides [17] .   
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I.4.1.3 La lignine  

La lignine est le troisième polymère le plus abondant dans la nature après la cellulose, 

et constitue le seul groupe de polymères biosynthétisés à squelette aromatique [18]. 

 

Figure 1.7: Schéma d’une molécule de xylane [16]. 

 

La lignine est polymérisée à partir de trois monomères phénylpropanoïdes, les alcools             

p-coumarylique, coniférylique et sinapylique, qui sont aussi connus comme monolignols H, 

G et S respectivement [19] (Figure 1.8). 

Figure 1.8 : Les trois principaux monomères qui composent la lignine [19] 
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I.4.2 Ressources lignocellulosiques  

Les ressources exploitables proviennent : 

 Des déchets agricoles ; pailles de céréale, tiges, bagasse de cannes à sucre, etc.… 

 Des déchets d'exploitation forestière ; il s'agit des branches, rameaux, feuilles et 

troncs abîmés qui sont laissés en forêt. 

 Des déchets de l'industrie du bois (sciures, rebuts) et du papier (papiers usagés, 

liqueurs noires) [20]. 

 

1.5 Avantages de production de bioéthanol à partir de la biomasse lignocellulosique 

         En premier lieu, les ressources en biomasse lignocellulosique sont renouvelables, ce 

qui veut dire que la dissipation de carbone dans l’atmosphère sous forme de CO2 lorsque les 

gaz liquides sont brûlés, va être recyclée à travers le développement des plantes pour les 

années prochaines [21].En second lieu, la biomasse lignocellulosique est disponible en 

grande quantité. En troisième lieu, le matériel cellulosique est en dehors de la chaîne 

alimentaire humaine, Et en dernier lieu, le processus de conversion de déchet en éthanol ne 

nécessite que quatre étapes [21] : 

 Une étape de prétraitement afin de rendre le matériel accessible pour l’hydrolyse 

Enzymatique. 

 Une hydrolyse pour rompre les molécules de cellulose et d’hémicellulose. 

 Une fermentation de la solution de sucres formés. 

 Une distillation pour la séparation de bioéthanol de l’eau. 

La séparation des carbohydrates à partir des résidus, essentiellement la lignine, doit se faire 

pendant le processus. Cependant, la saccharification et la fermentation peuvent se faire 

séparément ou simultanément [22,23]. 

 

I.6 Étapes de production de bioéthanol de deuxième génération 

      La production de bioéthanol à partir de la biomasse lignocellulosique nécessite donc la 

mise en œuvre de quatre étapes : 

 

I.6.1 Prétraitement  

Ce prétraitement a pour objectif de désorganiser la structure cristalline des macros 

fibres et des microfibres lignocellulosique, afin d’augmenter la surface des pores et ainsi 

rendre la cellulose plus accessible aux enzymes [24, 25]. La subtilité de ce prétraitement 
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réside dans la nécessité de ne pas dégrader les sucres de l'hémicellulose car cette dégradation 

conduit à une formation d'inhibiteurs de la fermentation, et ainsi abaisse le rendement global 

du procédé de production du bioéthanol [26]. 

 

I.6.1.1 Prétraitements en milieu alcalin 

Le prétraitement en milieu alcalin vise à solubiliser la lignine et une partie des 

hémicelluloses. Cela induit un gonflement des fibres et rend ainsi la cellulose plus accessible 

aux enzymes [27]. Du sodium, du potassium, ou bien encore du calcium peuvent être utilisés 

même si l’hydroxyde de sodium est le plus utilisé [28].Les conditions habituelles de ces 

prétraitements sont : une concentration de NaOH (de 8 à 12 % massique/matière sèche), une 

durée de 30 à 60 min à une température de 80-120 °C  [29]. 

 

I.6.1.2 Prétraitements physicochimiques 

I.6.1.2.1 Prétraitements par explosion à la vapeur 

L’explosion à la vapeur qui consiste à chauffer rapidement le substrat par injection 

de vapeur saturée à haute pression puis à l'amener à pression atmosphérique par une détente 

brutale, qui désintègre la matière [30][31][32].Elle est généralement effectuée dans une 

gamme de températures de 160 à 260 °C et une gamme de pression de 0,69 à 4,83 MPa 

[33,34].  

 

I.6.1.2.2 Procédé Organosolv 

         Le principe de cette technique, venant de l’industrie papetière, consiste à rajouter un 

solvant organique 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 cellulose [35]. 

 

I.6.1.2.3 Ondes à Ultrasons 

I.7.1.2.3.1Principe 

        Les ondes à ultrasons sont des ondes sonores qui génèrent des vibrations mécaniques 

dans un solide, un liquide ou un gaz. Elles sont principalement caractérisées par leur 

fréquence (20 kHz-500 MHz) pendant une durée de 5 à 15 min [36]. 
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I.6.1.2.3.2 Mécanismes d’action 

         Les principales grandeurs physiques caractéristiques des ultrasons sont la fréquence     

f (Hertz), la longueur d’onde λ (cm), la vitesse de propagation c(m/s) et la puissance P(W)  

Dans notre étude, on s’intéresse à l’application des ultrasons dans un milieu liquide, cela 

repose sur l’utilisation des effets de la cavitation. Lorsque les ondes se propagent dans un 

milieu solide-liquide, des bulles de gaz appelées bulles de cavitation peuvent être formées 

par des cycles d’expansion et de compression. Lorsqu’une intensité élevée (10 –

1000W/cm2) est introduite, les bulles de cavitation peuvent devenir instables et entrent en 

collision. Cela entraine des pressions pouvant atteindre localement des valeurs importantes 

(500 bar) et un chauffage local intense (5000 °K). Les membranes ou parois cellulaires se 

trouvant à proximité subissent alors d’importants cisaillements répétitifs et leur perméabilité 

peut être augmentée [37]. 

Dans la plupart des études, l’éthanol ou l’eau distillée ont été utilisés pendant le 

traitement par ultrasons. La puissance et la température appliquée variaient de 140 à 600 W 

et de 17 à 75 °C selon la nature de la biomasse. Nikolić et al. (2010) [38] ont montré que les 

ultrasons peuvent également être utilisés comme méthode de prétraitement pour 

l'amélioration de la production du bioéthanol à partir de la biomasse lignocellulosique. Un 

prétraitement de courte durée de 5 min par ultrasons suivi d’une saccharification et d’une 

fermentation a permis d’augmenter le rendement de production de bioéthanol. 

Le tableau suivant représente quelque prétraitement de la biomasse lignocellulosique : 
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Tableau 1.1 : prétraitement de la biomasse lignocellulosique 

 

Biomasse  Prétraitement  Conditions 

opératoires 

Références 

bibliographiques 

Olive Hydrolyse acide 

diluée 

 pH 4,8  

T= 50°C 

t =72 h 

Cristo´bal Cara 

Manuel Moya 

Ignacio Ballesteros  

Ma Jose´ Negro  

Alberto Gonza´lez   

La bagasse de 

canne à sucre 

Onde a Ultrason  F=22 kHz 

P=100 W, 

 t =5-35 min 

T= 55 °C  
 

Sun J-X, Sun R, Sun 

X-F, Su Y  2004 

Bois de peuplier Onde a Ultrason  F=20-25 kHz 

P=400-1200 W  
 

Chen W, Yu H, Liu 

Y, Chen P, Zhang 

M, Hai Y.  

2011 

Grignions d’olive   Ondes à Ultrason  F=20khz 

T=20C°  

t= 15 min  

Paulina Leite ,José 

Manuel 2016 

Déchets Mandarin, 

 

Explosion à la vapeur T= 180°C à 240°C 

P=10 à 50 bar 

T=10 s 

Sharma N et al.  

2007 

Paille de blé Microondes 

en milieu 

alcalin 

Etape 1 : 

P=700W 

t=25min 

m=20g dans V=160ml 

Solution (1 %NaOH) 

Etape 2 : 

T=100°C 

t=60min 

Témoin : 

M=20g dans V=160ml 

Shengdong Zhu 

et al. 2006 

(Zhu et al. 

2006a) 
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Solution (1 %NaOH) 

T=100°C 

t=60min 

Déchets 

alimentaires 

Ultrason et acide F=25 kHz 

P= 400-1200W  

H2SO4  

T=120-210 °c 

t=30-90min  

 

Elbeshbishy E et al. 

2011 

déchets alimentaires Alcaline 

 

pH=12.5 

NaOH 

t =30 à 60 min  

T= 80 à 120°C 

 Kim DH et al.  

2010 

Les Déchets de 

papier 

Ultrason  F=36 kHz,  

P=150 W 

t=7-60 min  
 

Wood BE, Aldrich 

HC, Ingram LO 

1997 

 

 

 

I.6.1.3 prétraitement chimique  

      Deux procédés d’hydrolyse chimique ont été développés :  

 

I.6.1.3.1 L’hydrolyse à l’acide dilué  

C’est un procédé qui utilise un acide à une concentration de 1 à 3% pendant une 

courte période de l’ordre de 3 min et des températures de 180 à 240°C. Le rendement 

maximal en glucose atteint dans l’hydrolysat reste faible est de 60%. De plus, une grande 

partie des pentoses est transformée en furfural. C’est dans le but d’améliorer le rendement 

et de palier le problème des inhibiteurs [39]. 
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Tableau 1.2 : Conditions, avantages et inconvénients d’hydrolyse à l’acide dilué [39] 

 

Conditions  
 

Avantages  

 

Inconvénients  

 

H2SO4 à 1% 

T=190-215°C  

t= 5-10min  

  

Réacteurs simples  

 

Risque de dégradation  

des sucres en furfural 

 

 I.6.1.3.2 L’hydrolyse à l’acide fort  

L’acide est utilisé à une concentration de 20 à 40%, à des températures plus faibles 

(de 50 à 100°C). Ce procédé présente l’avantage d’atteindre un rendement de 90% de 

récupération des sucres, mais nécessite un coût d’investissement plus élevé pour faire face à 

la corrosion et au recyclage de l’acide [40].  

 

Tableau 1.3 : Conditions, avantages et inconvénients d’hydrolyse à l’acide fort [39]. 

Conditions  
 

Avantages  

 

Inconvénients  

 

H2SO4 à 20-40 % 

T=50-100°C  

Temps : quelques min à  

4 heures  

   

-Procédé rapide,  

-Conditions faciles  

-Peu d'inhibiteurs formés  
 

-Corrosion des matériaux    

-Recyclage de l'acide  

-Procédé complexe  

 

 

I.6.1.4 Hydrolyse enzymatique 

        L’hydrolyse enzymatique des polysaccharides est la transformation biochimique de la 

cellulose et des hémicelluloses en sucres simples par des enzymes sécrétées par des 

microorganismes (bactéries et champignons) [40].Des enzymes hautement spécifiques 

favorisent à 100% la transformation de la cellulose en glucose sans formation de produits 

indésirables (inhibiteurs), ce qui rend ce procédé très attractif par rapport à l’hydrolyse 

chimique [40]. De plus, les conditions opératoires moins agressives (50°C, pH=5) que 

l’hydrolyse chimique n’entraîne pas de problème de corrosion des installations. 

Les cellulases sont très sensibles à la température, après 5 heures d’incubation à différentes 

températures, ces enzymes sont stables jusqu’à une température de 37°C et qu’elles perdent 
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20 % de leurs activités entre 37 et 50°C. Au-delà de 50°C, l’activité décroit brusquement 

pour n’avoir presque plus d’activité au-dessus de 70°C [41]. Les conditions optimales pour 

l’action des cellulases sont, une température de 45 à 50°C et un pH de 4,8. Le temps d’action, 

lui, dépend de la quantité de l’enzyme utilisée et de son activité [42] 

         L’hydrolyse de l’hémicellulose sur la biomasse lignocellulosique contient une quantité 

importante qui peut être transformée en bioéthanol. Un cocktail enzymatique également 

varié appelé hémicellulase, est nécessaire pour son hydrolyse. Ce cocktail est constitué par 

les enzymes suivants : endoxylanase, exoxylanase, β-xylosidase, α-arabinofuranosidase et 

acetyl-xylane-estérase [43]. 

 

I.6.1.5 Hydrolyse et fermentation séparée (HSF) 

Dans ce procédé, les réactions d’hydrolyse et de fermentation sont effectuées dans 

deux réacteurs distincts et en deux temps [44]. Ce procédé a l’avantage de proposer des 

conditions optimales de travail pour l’hydrolyse et pour la fermentation. En effet, les 

températures optimales pour les deux étapes sont différentes, elle est de 45 à 50°C pour la 

cellulase (hydrolyse) et de 30 à 37°C pour les microorganismes qui produisent l’éthanol 

(fermentation) [66]. Mais ce procédé présente aussi des inconvénients, comme, l’inhibition 

de la cellulase par la cellulose et le glucose [44-45]. 

 

I.6.1.6 Saccharification et Fermentation Simultanée (SSF)  

Ce procédé est le plus utilisé. Il consiste à effectuer les deux étapes d’hydrolyse 

enzymatique et de fermentation éthanoïque, dans un même réacteur et en même temps. Il 

présente plusieurs avantages, coûts d’investissement moindre par rapport au précédent 

présenté (un seul réacteur), les sucres sont fermentés immédiatement après leur production, 

les risques d'inhibition des enzymes par les produits terminaux d’hydrolyse (glucose et 

cellobiose) ainsi que les risques de contamination sont donc réduits [46] . 

     L’Hydrolyse et la Fermentation Séparée (HSF) et Saccharification et Fermentation 

Simultanée (SSF) sont les deux configurations principales des procédés pour la production 

de bioéthanol à partir de la biomasse lignocellulosique. Globalement, le procédé de 

saccharification et fermentation simultanée est réputé être meilleur que le procédé 

d’hydrolyse et fermentation séparé tant pour le rendement que pour la concentration en 

éthanol obtenue [47]. Rana et al (2014) ont aussi comparé ces deux procédés en utilisant 

deux substrats différents et ont conclu que quels que soient les conditions et le substrat, le 

rendement en éthanol est meilleur pour le procédé SSF par rapport au procédé HSF. Le 
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tableau suivant représente quelque prétraitement avec le procède de fermentation SSF [48]. 

 

Tableau 1.4 : prétraitement avec biomasse lignocellulosique 

Biomasse  Prétraitement  Procédé de fermentation 

déchets alimentaires Ondes à Ultrason et 

hydrolyse acide 

Saccharification et fermentation 

simultanées SSF 

35°C-38°C pendant 48h  

-déchets de 

mandarin.  

-écorces de banane 

Explosion à la vapeur SSF pendant 15h  

Les déchets de 

papier 

Ondes à Ultrason SSF 

    

I.6.2 La fermentation  

La fermentation est un processus biologique catalysé par des enzymes sécrétées par 

des microorganismes qui transforment les sucres simples en molécules plus petites telles que 

les acides et alcools [49]. La fermentation en éthanol des deux sucres les plus répandus se 

fait selon les deux réactions suivantes :  

 

Pour le Glucose : C6H12O6 → 2 C2H6O + 2 CO2         (a)  

Pour la xylose : 3 C5H10O5 →5 C2H6O + 5 CO2               (b)  

 

Il existe un grand nombre de bactéries et de levures qui sont capables de fermenter ces sucres 

qui sont nécessaires à leurs métabolismes et leur reproduction. Saccharomyces cerevisiae et 

Zymomonas mobilis sont les deux espèces actuellement utilisées à l’échelle industrielle pour 

la production d’éthanol [49]. 

Saccharomyces cerevisiae est l’espèce la plus utilisée et étudiée pour la production du 

bioéthanol car elle est robuste et adaptée à la fermentation du glucose issu de l’hydrolyse de 

la biomasse lignocellulosique. Cependant, elle n'est pas capable de fermenter les pentoses 

issus de l’hydrolyse des hémicelluloses, leurs fermentation nécessite donc d’autres 

microorganismes fermentaires [49]. D’autre part, des paramètres physicochimiques tels que 

le pH et la température influent sur la fermentation [50].Ainsi, la température optimale de 

production d’éthanol pour Saccharomyces cerevisiae est de 33°C [51]. En ce qui concerne 

le pH, la production d’éthanol optimale se situe entre 4,0 et 4,8 [52]. 
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I.6.3 Distillation  

La première étape de récupération de l’éthanol est la distillation. Cette opération de 

séparation, basée sur la volatilité de l’alcool,  Cependant, l’éthanol n’est pas le seul élément 

volatil présent dans le moût fermenté. D’autres composés sont volatilisés lors de la 

distillation: des alcools, des acides gras, des éthers mais aussi de l’eau et du CO2. L’ensemble 

de ces composés va se retrouver dans la phase gazeuse avec l’éthanol [53,54]. 
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CHAPITRE II 

 

MATERIELS ET METHODES 

 

II.1 Objectif  

 L’objectif de ce travail consiste à la production d’un biocarburant « Bioéthanol » à 

partir d’une biomasse lignocellulosique ’'déchet organique des restaurants’’. Le procédé de 

conversion des déchets organiques en bioéthanol est subdivisé en cinq parties principales : 

préparation des déchets organiques (hydrolyse acide diluée, ondes à ultrason et prétraitement 

enzymatique) suivi par l’étape de saccharification et fermentation simultanée et à la fin la 

distillation pour la récupération du bioéthanol. 

 

II.2 Présentation de la Biomasse étudiée : DECHET ALIMENTAIRE  

Le déchet alimentaire (FOOD WASTE) est une décharge de déchets organiques 

provenant de diverses sources, par exemple, les ménages, les cafétérias, les restaurants etc…. 

Près de 1,3 milliard de tonnes de nourriture sont gaspillées tout au long de la chaîne 

d'approvisionnement alimentaire.  

Étant donné sa nature riche en matières organiques, FW devrait être considéré comme une 

ressource utile pour produire du bioéthanol [55]. 

 

 

Figure 2.1 : déchet organique du restaurant  
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II.3 Préparation du déchet organique   

      Cette étape repose sur le séchage de déchet organique à l’air libre, ensuite broyage à 

l’aide d’un broyeur à des fines. Finalement, la matière stockée dans un milieu sec à l’abri de 

la lumière.     

 

II.4 Réactifs  

Les réactifs utilisés dans le procédé de la production du bioéthanol sont représentés 

dans le tableau suivant : 

                                        

 

Tableau 2.1 : Les Réactifs utilisés   

              Réactifs                Origine 

          NaOH Panreac, Espagne  

 

          Hl(36,5-38%) 

 

Sigma Aldrich, France  

 

         H2SO4 (95-97%)  

 

Sigma Aldrich, France  

 

         Cellulase  

 

Sigma Aldrich, France  

 

      Hémicellulase Sigma Aldrich, France  

 

     Extrait de levure  

 

Biochem, France  

 

     Extrait de malt Biochem, France  

 

 Levure Saccharomyces    

cerevisiae  

 

 

Industrielle 

 

     MgSO4, 7H20  

 

Biochem, France  

 

   (NH4)2SO4  

 

Prolabo, USA  

 

    KH2PO4  Biochem, France  
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    CaCl2  

 

Sigma Aldrich, France  

 

   FeSO4, 7H2O  

 

Sigma Aldrich, France  

 

   D(+) glucose  

 

          _ 

   Acide 3,5-dinitrosalisylique            _ 

Tartrate de sodium et de 

potassium  
 

Panreac, Espagne  

 

 Ethanol 96 % 

 

Panreac, Espagne  

 

Acétone  

 

 Prolabo ,USA 

 

Acide acétique   
 

Sigma Aldrich, France 

 Toluéne Panreac, Espagne 

 

 

II.5 Caractérisation de la matière première  

II.5.1 Taux d’humidité  

C’est le rapport exprimé en pourcentage du poids de l’eau contenu dans le déchet au 

poids du même matériau sec. Il a été déterminé selon la norme (NF M 03-002) [56]. 

Mode opératoire  

Une masse de 5g de déchet a été introduite dans un verre de montre (m0), ensuite placer dans 

une étuve à 105 ºC jusqu'à l’obtention d’une masse constante. Le taux d’humidité est donné 

par la relation suivante :                                                                         

              H%= 
𝑚0−𝑚1

𝑚0
∗ 100        (Eqt1)     

 

 II.5.2 Taux de cendre                                                        

Il permet de connaître la part des matières organiques qui rentre dans la 

composition de déchet organique. Le taux de cendre à été déterminé selon la norme (NF M 

03-002)[56]. 



21 

 

 

Mode opératoire  

Une masse de 5g de déchet est séchée dans l’étuve pendant 12 heures puis placé dans 

un creuset en céramique. Ce creuset est mis par la suite dans un four réglé à 600°C pendant 

45 min. Une fois la carbonisation est terminée, le creuset est ensuite retiré du four, refroidi 

à l’air libre puis pesé. Le taux de cendre est calculé par la formule suivante : 

C%= 
𝑝0−𝑝1 

𝑝0
 *100         (Eqt2) 

Tel que : 

P0 : Le poids du creuset remplis avant carbonisation en (g). 

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

 

II.5.3 Teneur de la cellulose et l’hémicellulose  

But  

Ce procédé permet de déterminer la quantité de cellulose et de l’hémicellulose dans 

la biomasse. 

 

Mode opératoire  

       Une masse de 5 g de la matière sèche a été introduite dans un volume de 100 ml d’une 

solution de l’hydroxyde sodium NaOH (4%), le mélange a été ensuite agité pendant 14 

heures. Après filtration, le filtrat obtenu a été récupéré et noté (filtrat 1). L’opération a été 

répétée une deuxième fois sur le résidu obtenu et le filtrat récupéré a été noté (filtrat 2). 

Après cette deuxième opération, le résidu a été rincé avec de l’eau distillée quatre fois, et 

avec l’acétone une seule fois, ensuite il a été séché dans une étuve à une température de 60°C 

pendant une nuit. La masse obtenue représente la teneur en cellulose dans 5 g de la matière 

sèche. 

 Les deux filtrats (1et 2) obtenues précédemment ont été neutralisés par l’acide acétique 

concentré, puis mélangés avec de l’éthanol et laissé pendant une nuit. La solution obtenue 

met dans la centrifugeuse pendant 30 min à une vitesse d’agitation de 10000 tr/min. Le 

précipité obtenu a été rincé avec de l’eau distillée quatre fois et avec l’acétone une seule fois. 

Après, il a été séché dans une étuve à une température de 60°C pendant une nuit. La masse 

obtenue est la teneur en hémicellulose dans 5 g de la matière sèche. [57] 
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II.5.6 Teneur de la lignine  

But 

           Ce procédé permet de déterminer le taux de la lignine dans la biomasse. A partir du 

protocole d’analyse de la lignine de l’AOAC « Official Methods of Analysis » approuvé par 

l’association analytique des chimistes de même que celui publié dans « Methods of Wood 

Chemistry » de Browning [58], il est possible de réaliser l’extraction de la lignine de Klason 

qui repose sur deux étapes essentielles, extraction des extractibles au soxhlet ensuite 

traitement avec l’acide sulfurique. 

 

Mode opératoire  

Une masse de 5 g de la matière sèche a été traitée avec un mélange de l’ordre de 66,7 

% de toluène et 33,3 % en éthanol. La durée de cette étape nécessite un temps minimal de 

quatre heures avec un procédé de reflux en continu. Les solvants solubilisent les extractibles 

contenus dans la matière organique et ceux-ci sont finalement concentrés dans le ballon de 

récupération. Le résidu récupéré a été séché à l’étuve à une température constante [58], puis 

il a été traité par l’acide sulfurique 72% avec un volume   de 7,5 ml sous agitation constante 

afin de séparer l’holocellulose de la lignine. Nous obtenons à la fin une solution gélatineuse 

de couleur noire. Ensuite, on complète la réaction par un chauffage à reflux pendant quatre 

heures avec du H2SO4 dilué à 3% [59]. Après extraction des extractibles, une masse de 1g 

du résidu est séchée à l’étuve jusqu’à stabilisation de la masse, placé ensuite dans un 

dessiccateur jusqu’à son refroidissement, la masse est pesée à la fin et notée G3. Après, 30ml 

de la solution d’acide sulfurique (72%) a été ajouté doucement dans le flacon. Le mélange 

est conservé entre 8 et 15°C pendant 24h, puis il a été introduit dans un flacon de 300ml 

d’eau distillée et bouilli pendant 1h avec un mélange d’eau distillée recyclée. Le mélange a 

été refroidi et filtré jusqu’à disparition des ions sulfate (détection des ions sulfate par 10% 

de chlorure de baryum dans la solution). Le résidu est ensuite séché à l’étuve à 105°C jusqu’à 

stabilisation de la masse, placé dans un dessiccateur jusqu’à refroidir, la masse qu’on obtient 

elle a été pesée et notée G4. Le taux de lignines obtenu est déterminé selon la formule 

suivante :  

𝑤3(%) =
𝑔4(1−𝑤1)

𝑔3
∗ 100       (Eqt3)  
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II.6 PRODUCTION DU BIOETHANOL  

La production de bioéthanol a été réalisée par en adoptant différents prétraitement de 

la biomasse étudiée selon les étapes suivantes : 

 

II.6.1 Hydrolyse acide diluée  

Dans cette étape, une masse de 100g de déchet organique des restaurants humide 

rincée préalablement a été introduite dans une solution de l’acide sulfurique(H2SO4)(0,5M) 

. Ensuite, la solution a été placée dans un montage à reflux à une température comprise entre 

110°C pendant 30 min. Après refroidissement à l’air libre pendant 15 min, la solution a été 

rincée avec de l’eau trois fois et par l’eau distillée deux fois, ensuite le substrat a été récupéré 

par filtration [60,61], suivi par une étape de la saccharification et fermentation 

simultané(SSF). 

 

II.6.2 Prétraitement assisté aux ondes ultrasons  

        Dans cette étape le substrat a été rincé avec de l’eau distillée. Par la suite, 100g 

de biomasse humide a été mélangée avec de l’eau distillée, cette solution a été muni par un 

bain glacée lors de traitement par les ondes à ultrasons afin d’éviter le surchauffe. Les 

conditions opératoires réglée dans le bain à ultrason de type ‘’Raypa’’ sont : f= 40 KHz et 

T=40 °C, et une durée de  5-30min. Après prétraitement, le substrat a été récupéré par 

filtration [62,63], suivi par une étape de la saccharification et fermentation simultanée (SSF). 

 

 

 

 

      

 

 

 

                                                   

                                                              

 

Figure 2.2 : Bain à ultrasons 
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II.6.2.1 Prétraitement par l’enzyme suivi par un prétraitement assisté par les ondes 

ultrason suivi par saccharification et fermentation simultanée (SSF) 

Après avoir rincé le substrat avec de l’eau distillé, 100g de la biomasse humide est 

mélangée avec 200ml de l’eau distillée, ensuite 0.5 % (P/P) des enzymes (cellulase et 

hémicellulase) sont ajoutés.  Aprés agitation, une solution d’acide citrique 0.1% est ajoutée 

pour corriger le pH jusqu’à l’obtention d’un pH égale à 5, ce mélange est placé dans l’étuve 

pendant 1,5 heure à température égale à 45 °C suivi par une incubation pendant 1 heure. 

Ensuite, le mélange prétraité avec l’enzyme est placé dans le bain ultrason pendant 30min, 

suivi par une étape de la saccharification et fermentation simultanée (SSF). 

  

II.6.2.2 Prétraitement par l’enzyme suivi par prétraitement par les ondes à ultrason 

suivi par fermentation 

      100 g du substrat a été traité par l’enzyme dans les mêmes conditions opératoires de 

l’étape précédant, par la suite le mélange a été traité par les ondes à ultrason suivi directement 

par fermentation par la levure. 

  

II.6.3 Correction de pH  

      Après prétraitement, le pH doit être corrigée par une solution de NaOH (5M) jusqu’à 

atteindre un pH égale à 4,8 afin d’éliminer les inhibiteurs de la fermentation comme le 

furfural et l’hydroxyméthylfurfural. [64] 

 

II.6.4 Saccharification et Fermentation Simultanée (SSF) 

      Les deux étapes d’hydrolyse enzymatique et de fermentation ont été effectuées en une 

seule fois dans un réacteur stérilisé. Deux enzymes ont été utilisés dans cette étape : la 

cellulase et l’hémicellulase avec un rapport de 0,5%. Une souche de Saccharomyces 

cerevisiae a été utilisée dans cette étape, cultivée dans un milieu stérile dans un autoclave à 

120°C pendant une durée de 20 min composé de : 0,5 g extrait de levure, 20 g extrait de 

malt,2 g (MgSO4,7H20), 6 g de (NH4)2SO4, 0,5 g de KH2PO4 et 0,1 g CaCl2,1 g( Annexe I) 

La saccharification a été réalisée sous les conditions opératoires suivantes : T =37°C, pH= 

4,8 et une vitesse d’agitation de 500 tr/min pendant une durée de 72 h [65-66]. 
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Au cours de la fermentation nous avons suivi : 

 Le pH 

 La teneur des sucres totaux. 

 La teneur des sucres réducteurs. 

 

II.6.4.1 Mesure du pH  

La détermination du pH est essentielle pour le contrôle du milieu, avant et au cours 

de la fermentation. Sa variation montre l’activité métabolique de la levure au cours de la 

transformation des sucres en éthanol. 

 

Mode opératoire  

Le pH a été mesuré par une lecture directe de la valeur indiquée sur le pH-mètre de 

lamarque (HANNA HI 2210) après chaque prélèvement au cours de la fermentation. Un 

volume de 10 ml du milieu de fermentation a été prélevé, ensuite centrifugé à une vitesse de 

10000tr/min pendant 15 min afin de séparer la phase liquide de la phase solide. 

 

II.6.4.2 Mesure des sucres totaux par la méthode de Dubois 

     La méthode de Dubois peut détecter les quantités des sucres totaux dans le milieu 

réactionnel au cours de la fermentation. 

 

Principe        

En effet, en milieu acide et à chaud, les oses neutres donnent des dérivés du furfural 

(l’hydroxyméthylfurfural dans le cas d’un hexose et d’un furfural dans le cas d’un pentose), 

ces dérivés se condensent avec le phénol pour donner un complexe de couleur jaune brun. 

Les termes« Sucres totaux » ou « oses neutres » sont utilisés pour désigner les 

monosaccharides neutres entrant dans la composition des polysaccharides. La couleur varie 

selon  le taux des sucres totaux présentés dans le milieu de réaction. L’absorbance est lue a 

la longueur d’onde 490 nm par spectrophotomètre (Annexe II) [67,68]. 

 

Mode opératoire        

   Dans une série de tube à essai, un volume de 1 ml de milieu de fermentation a été introduit 

après chaque prélèvement. 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, ensuite ils ont été placés dans un bain marie à une température de 30°C pendant 
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20 minutes. Enfin les tubes ont été agités pendant 10 à 20 min. L’absorbance est lue a la 

longueur d’onde 490 nm par un spectrophotomètre UV de type ‘’SHIMADZU UV-1800, 

Japon’’. 

 

II.6.4.3 Mesure des sucres réducteurs par la méthode de Miller  

La méthode de Miller peut détecter les quantités des sucres réducteurs (glucose) dans 

le milieu réactionnel au cours de la fermentation. 

 

Principe  

        On utilise les propriétés réductrices du glucose. À chaud et en milieu alcalin, il y a 

réduction de l'acide 3,5-dinitrosalycilique ou DNS (aussi appelé acide 2-hydroxy-3,5-  

dinitrobenzoïque) qui joue le rôle d'oxydant, le glucose étant le réducteur. L'acide 3-amino-

5-nitrosalicylique est un composé rouge orange. L'intensité de la coloration rouge 

estproportionnelle à la concentration de l'ose si l'on opère dans des conditions  

physicochimiques constantes. L’absorbance est mesurée à 540 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre [69,70]. 

 

Figure 2.3 : Réaction de réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique en acide 3-amino-  5-

nitrosalicylique 

 

Mode opératoire  

           Dans une sérié de tube à essai, un volume de 1 ml de milieu de fermentation a été 

introduit après chaque prélèvement. Par la suite un volume de 1 ml réactif (DNSA) a été 

rajouté à cette solution. Les tubes sont chauffés dans un bain bouillant pendant 5 minutes. 

Après chaffauge, les tubes sont directement placés dans la glace fondante pour désactiver la 

réaction entre les sucres et le DNSA. L’absorbance est lue à la longueur d’onde de 540 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre de type ‘’SHIMADZU, UV-1800, Japon’’ et nous 

déterminons la concentration à l’aide de la courbe d’étalonnage. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcalin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxydant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ose_r%C3%A9ducteur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ose
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Figure 2.4 : Schéma descriptive représente les étapes de la production de bioéthanol par 

l’hydrolyse acide et onde ultrason. 
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Figure 2.5 : Schéma descriptive représente les différentes étapes de la production de 

bioéthanol par le procédé de prétraitement enzymatique  

 

II.6.5 Distillation  

           A la fin de fermentation, l’éthanol est récupéré à l’aide du montage de distillation, la 

température de distillation est entre 78 à 80°C. 

 

II.6.6 Caractérisation de bioéthanol  

II.6.6.1 Mesure de la densité  

La densité de l’éthanol est le rapport de la masse volumique de cet éthanol par la 

masse volumique de l'eau. Cette mesurée a été faite à l’aide d’un densimètre électronique de 

type ‘’METTLER TOLEDO 30PX’’. 

 

 



29 

 

II.6.6.2 Analyse qualitative de bioéthanol par chromatographie en phase gazeuse 

(CPG)  

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse a été réalisée à l'aide d'un chromatographe 

GC- 17A. La quantité injectée est 0,1 µl. 

Les conditions opératoires de l’analyse par CPG sont : 

 Colonne OV17 

 Type de détecteur : FID 

 Débit 12 ml/min 

 Pression : 54 m pascal 

 Température de la colonne : 85 °C 

 Température de l’injecteur : 200°C 

 Température de détecteur : 220° C 

 

II.6.6.3 Analyse quantitative du bioéthanol par densimètre  

Cette analyse permet de déterminer La concentration de bioéthanol (fraction 

massique et fraction molaire) à l’aide d’un densimètre électronique. La concentration a été 

mesurée dans le mélange eau-bioéthanol. [71] 
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CHAPITRE III 

 

RESULTAT ET DISCUSSION  

 

 

 

 

III.1 Caractérisation de la biomasse étudiée 

 

Les résultats de la caractérisation de la biomasse sont représentés dans le tableau ci-dessus :  

 

 

 

Tableau 3.1: Caractérisation de la matière première 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats du tableau montrent que la cellulose présente la teneur la plus élevé  

Comparativement à l’hémicellulose et la lignine. Ces résultats obtenus sont proches et 

comparables à d’autres résultats des travaux déjà réalisés sur le déchet agroalimentaire 

(Cellulose 47%, les hémicelluloses 25%, et la lignine 20%) [72,73]. 

 

III.2 Résultats des paramètres suivis lors de procédé de production de bioéthanol  

Dans ce travail, nous avons étudié l’effet du prétraitement de la biomasse 

(l’hydrolyse enzymatique, l’effet des ondes ultrasonores et l’effet du prétraitement 

enzymatique en utilisant les enzymes cellulase et hémicellulase) sur la récupération du 

bioéthanol d’une part et sur l’évolution du pH, les sucres totaux et réducteurs au cour de la 

fermentation d’autre part. 

  

III.2.1 Evolution du pH au cours de la fermentation alcoolique, des sucres totaux et 

des sucres réducteurs pour le prétraitement par l’hydrolyse acide diluée suivi par 

SSF    

Paramètre Masse initiale 

(g) 

Masse finale 

(g) 

Taux (%) 

Humidité 5 4,62 7,6 

Cendre 21,84 17,22 21,15 

Cellulose - - 50,00 

Hémicelluloses - - 30,00 

Lignine - - 18,60 
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        Au cours de la fermentation alcoolique, le métabolisme de la levure induit un 

changement perpétuel du milieu. Ainsi, la consommation des substrats carbonés et azotés 

s’accompagne de la production de métabolites acides ou alcools.[74] Les résultats sont 

présentés dans les figures suivantes. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.1 : Cinétique de pH 

 

 Pendant la fermentation alcoolique, l’évolution classique du pH présente une diminution du 

pH jusqu’à l’arrêt de la fermentation présente une diminution du pH jusqu’à l’arrêt de la 

fermentation c. Nous avons remarqué qu’après 72 heures de fermentation, le pH a été 

diminué de 4,57 jusqu'à 4,17. Cette diminution est due à l’activité métabolique de la levure 

Saccharmoyces cerevisiae et le dégagement de CO2 produisant du bioéthanol ; [74]. 

 

 

Les deux courbes des sucres totaux et des sucres réducteurs ont montrées qu’il y avait 

une consommation  des sucres fermentescibles par la levure Saccharmoyces cerevisiae qui a 

été multipliée pour produire de bioéthanol durant les 72 heures de fermentation pour le 

Figure 3.2 : Cinétique des sucres totaux Figure 3.3: Cinétique des sucres réducteurs 
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procédé de l’hydrolyse acide diluée suivi par SSF. La concentration des sucres totaux finale 

est de 0,12 g/L et la concentration des sucres réducteurs finale est de 0,375 g/L. Cela montre 

que la majorité des carbohydrates libérés par les enzymes cellulase et l’hémicellulase ont été 

consommées par la levure durant la fermentation [75]. 

III.2.2 Cinétique du pH, des sucres totaux et des sucres réducteurs pour le prétraitement de la 

biomasse assisté par les ondes ultrasons suivie par SSF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.4 : Cinétique de pH 

 

 

 

 

Les résultats des deux figures montrent que la concentration des sucres totaux et des 

sucres réducteurs pour le procédé de prétraitement utilisant les ondes ultrasons suivi par SSF 

diminuent en fonction du temps, au cours de la fermentation.  Cela signifie que les sucres ont 

été consommés complètement par la levure, pour produire et synthétiser le bioéthanol 

 

Figure 3.5 : Cinétique des sucres totaux Figure 3.6 : Cinétique des sucres réducteurs 
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jusqu’à atteindre une concentration finale égale à 0,19 g/L pour les sucres totaux, et une 

concentration égale de 0,15 g/L pour les sucres réducteurs après 72 heures de fermentation. 

En comparant ces résultats avec ceux du prétraitement de la biomasse avec l’hydrolyse acide 

diluée, on remarque que la teneur finale en sucre réducteurs est très faible pour la biomasse 

traitée avec les ultrasons. Les ultrasons sont des ondes sonores qui génèrent des vibrations 

mécaniques dans un solide. La propagation des ondes sonores dans les liquides soumis aux 

ultrasons induit en alternance des cycles de haute pression (compression) et des cycles de 

basse pression. Les séries de ces cycles créent une pression acoustique. Au cours du cycle 

de basse pression, les ondes ultrasonores créent des petites bulles de cavitation dans le 

liquide. Lorsque ces bulles atteignent un volume pour lequel elles ne peuvent plus absorber 

de l’énergie, elles éclatent violemment au cours d’un cycle de haute pression. Les effets sono 

chimiques de ces cavitations se traduisent entre autres par des accélérations de cinétique 

et/ou d'amélioration du rendement d’extraction solide-liquide [76] 

 

III.2.3 Cinétique du pH, des sucres totaux et des sucres réducteurs pour le procédé du 

prétraitement par enzyme-ondes à ultrasons suivi par SSF 

  La réaction des enzymes est souvent considérée comme une alternative à la 

destruction thermo-mécanique des parois cellulaire [77] les résultats sont présentés dans 

les figures suivantes. 

 

 

                               

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.7: Cinétique du pH 
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L’examen des deux figures montre que dans un premier temps, le prétraitement enzymatique 

avec la cellulase et l’hémicellulase, assisté par les ondes ultrasons a permis d’obtenir une 

concentration des sucres monomères de 1300 mg/L et une évolution importante des sucres 

au cours de la fermentation, où on a enregistré une diminution de sucres totaux de l’ordre de 

33,4% et de 12,5 % pour la teneur en sucres réducteurs. L’observation de la figure montre 

que après 72 h de fermentation, une dégradation importante des sucres est révélée.  

 

III.2.4 Cinétique du pH, des sucres totaux et des sucres réducteurs pour le 

prétraitement par enzyme-ondes à ultrason et fermentation 

Les figures suivantes montrent que la teneur des sucres totaux et des sucres 

réducteurs diminuent en fonction du temps au cours de 72 heures de fermentation. On 

remarque aussi qu’à la fin de la fermentation le pourcentage du sucre est faible, d’où on 

pourra conclure que la dégradation des sucres réducteurs au cours de l’étape de fermentation 

est presque totale.  

 

 
Figure 3.8 : Cinétique des sucres totaux  

Figure  3.9: Cinétique des sucres réducteurs 
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Figure 3.11: Cinétique des sucres totaux  Figure 3.12: Cinétique des sucres réducteurs  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.10 : Cinétique du pH  
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III.2.5 Mesure de la densité 

Les résultats de la densité sont présentés dans les tableaux suivant : 

Tableau 3.2 : Mesure de la densité de bioéthanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une diminution de la densité au cours de la fermentation, peut être expliquée par la 

transformation du glucose en alcool et la perte de masse sous forme de CO2 [60]. 

Les résultats obtenus montrent que la densité de bioéthanol des différents produits de 

bioéthanol obtenues après une deuxième distillation (0,975, 0,982, 0,852 et 0,898). Ces 

valeurs sont proches de la densité de l’éthanol 96% (d= 0,820) 

 

III.2.6 ANALYSE QUALITATIVE DU BIOETHANOL PAR CPG 

 

Résultats de l’analyse chromatographique CPG de l’éthanol sont présentés dans les 

figures suivantes : 

 

L’éthanol 96% (tR=2,527) 
 

 

 

Procédé 

 

Densité de Bioéthanol 

obtenu (T=21,5°C) 

 
bioéthanol 

distillé 

bioéthanol 

bidistillé 

Hydrolyse acide   

diluée 

0,987 

 

0,975 

 

Ondes à ultrason 
0,991 

 
0,982 

Prétraitement par 

enzymes et ondes à 

ultrason et SSF 

0,947 0,852 

Prétraitement par 

enzymes et ondes à 

ultrason et 

fermentation 

0,962 0,898 

éthanol 96% 0,820 
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Figure 3.13 : Chromatogramme de l’éthanol 96%. 

 

Bioéthanol de déchet alimentaire par l’hydrolyse acide diluée (tR= 2,525) 

 

 

      

 
    

Figure 3.14: Chromatogramme de bioéthanol par l’hydrolyse acide diluée 
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Bioéthanol de déchet alimentaire par les ondes à ultrasons (tR= 2,515) 

 

 

           

 
 

Figure 3.15 : Chromatogramme de bioéthanol par les ondes à ultrasons 

 

L’identification du bioéthanol s’effectue en le comparant l’indice de rétention du 

chromatogramme de l’éthanol pur (96%) dans les mêmes conditions d’analyse. 

L’observation des chromatogrammes montre que le temps de rétention de l’éthanol pure 

(2,527) est quasi proche du bioéthanol synthétisé à partir du déchet alimentaire par 

l’hydrolyse acide diluée (2,525) et par les ondes à ultrasons (2,515). 
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III.2.7 Analyse quantitative de bioéthanol par densimètre 

 

Tableau 3.3 : Analyse quantitative de bioéthanol par densimètre 

 

Procédé 

 

 

Conditions opératoires 

Concentration des 

sucres réducteurs 

(mg/L) 

  Concentration 

          (g/L) 
 

Initiale  finale Distillé Bidistillé 

Hydrolyse 

acide diluée-

SSF 

H2SO4 (0,5M) ; T=110°C ; 

t=30min ;  

0,5% (cellulase/hémicellulase) 

1141 

 

374   6,00 

 

16,00  

 

Ondes à 

ultrason- SSF 

F=40KHz ; T=40°C ; t=30 min 

SSF : 0,5% 

(cellulase/hémicellulase) 

pHint=4,8 ; T=37°C 

1400 150 14,1 28,8 

Prétraitement 

par enzymes- 

ondes à 

ultrason et SSF 

0,5%(cellulase/hémicellulase) 

Tenzymes =45°C sous incubation 

pendant 1,5h 

(F=40 KHz ; t=30 min ; 

T=40°C) 

0,5% (cellulase/hémicellulase) 

17933 1249 33,6 75,5 

Prétraitement 

par enzymes- 

ondes à 

ultrason et 

fermentation 

0,5% (cellulase/hémicellulase) 

Tenzyme =45°C sous incubation 

pendant 1,5h 

(F=40 KHz ; t=30min ; 

T=40°C) 

Fermentation : pHint=4,8 ; 

T=37°C 

15880  1900 23,5 
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L’examen des résultats montre que les concentrations massiques obtenues sont 

très élevées à cause de l’effectuation d’une opération de bidistillation. Nous remarquons que 

le procédé de prétraitement par enzymes et ondes à ultrason suivie par la saccharification et 

la fermentation simultanée (SSF) a permis d’obtenir la meilleure concentration (75,5 g/L). 

Le prétraitement renforcé par les enzymes cellulase et l’hémicellulase et les ondes à ultrasons 

a permis non seulement la bonne séparation des trois structures lignocellulosiques, ainsi que 

une libération de 17,93 g/L des sucres monomères fermentescibles. Cette méthode est plus 

au moins économique mais aussi plus environnementale puisque nous utilisant les enzymes 

comme matière première. Par contre ces résultats ont été plus comparables aux d’autres 

travaux effectuées comme le représente le tableau suivant : 
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Tableau 3.4 : travaux des travaux sur déchet agroalimentaire  

 

Prétraitement 

Biologique 

biomasse Microorganis

me 

Temps de la 

fermentation 

(heures) 

Concentration 

de bioéthanol 

(g/L) 

glucoamylase,         

α-amylase, 

celluloase, xylanase, 

hémicellulase, 

arabinase,                 

β-glucanase 

déchet 

agroalimentaire 

S.coreanus et 

Pichia stipilis 

72  49 [78] 

glucoamylase,         

α-amylase, celluloase 

déchet 

agroalimentaire 

S.cerevisiae 72 82 [79] 
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 CONCLUSION  

 

L’amélioration de la digestibilité de la biomasse lignocellulosique en milieu 

anaérobie Pour la production de bioethanol est une des voies pour la substitution des 

ressources fossiles. Le choix s’est porté sur le déchet alimentaire qui est une biomasse 

disponible et en grande quantité. 

L’objectif visé par notre travail est de développer un bioéthanol à partir des dérivés 

d’une biomasse lignocellulosique (déchet alimentaires), nous avons étudié l’impact des 

déférents prétraitements de la biomasse lignocellulosique , l’hydrolyse acide diluée suivi par 

saccharification et fermentation simultanée (SSF), Enzyme suivi par prétraitement des ondes 

à Ultrasons suivi par (SSF) ,Enzyme suivi par les ondes à ultrasons suivi par 

fermentation ,prétraitement par onde à ultrason, qui permet les sucres de se fermenter 

immédiatement après leur production en présence de la levure Saccharomyces cervisiae. 

Lors de cette étude, une libération des sucres totaux (1,14 g/L) est obtenue par 

L’hydrolyse acide diluée suivie par (SSF) et (1,46 g/l) pour Enzyme suivi par prétraitement 

des ondes à Ultrasons suivi par (SSF), Cela montre que la majorité des carbohydrates ont été 

consommées par la levure durant la fermentation. 

L’évolution du pH présentait une diminution jusqu’à l’arrêt de la fermentation, 

pH=3,6 pour hydrolyse acide diluée suivi par SSF et pH=3,5 pour Enzyme suivi par 

prétraitement des ondes à Ultrasons suivi par SSF .cette variation du pH a montré une activité 

métabolique de la levure au cours de la transformation des sucres en alcool. 

Une concentration en bioéthanol produit par le procédé SSF égale à 6 g/L pour 

l’hydrolyse acide diluée et égale à 75,5 g/L pour Enzyme suivi par prétraitement des ondes 

à Ultrasons. 

D’après les résultats obtenus, la production de bioéthanol par la méthode de la 

saccharification et la fermentation simultanée (SSF) et le procède de prétraitement par   

Enzyme suivi par prétraitement des ondes à Ultrasons sont  les meilleurs procédes qui nous 

a donné un bon rendement en bioéthanol (70 % ) , et en plus ce bioéthanol présente 

l’avantage d’être des produits 100 % bio, respecte l’environnement et ne porte pas atteinte à 

l’écologie. 
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Annexe I : Préparation de milieu de fermentation 

 

Le milieu de fermentation 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)2SO4, 0,5 g de KH2PO4, 0,1 g CaCl2, pour les épluchures de la pomme de 

terre seulement. Ensuite, le pH de cette solution a été corrigé à 5 par soit une solution 

de HCl (1M) ou NaOH (1M). Enfin cette solution a été stérilisée dans un autoclave 

réglé à une température de 120°C pendant 20 min. 

Annexe II : Dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois 

Une solution mère d’une concentration de 1 g/l de D-glucose a été 

préparée 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 

(mg/l) 

Volume prélevé 

(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 à 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 concentré a été introduit aussi. Les tubes 

ont étaient laissés au repos 10 minutes, puis ils ont étaient agités et placés 

pendant 10 à 20 minutes à une température de 30°C. 



 

L’absorbance a été mesurée à une longueur d’onde de 490 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre UV de type ‘’SHIMADZU UV-1800, 

Japon’’ 

La courbe d’étalonnage obtenue après l’analyse est représentée dans la figure ci-

dessus : 

 

C(mg/L) Absorbance 

0 0 

10 0,4 

30 0,65 

150 1,71 

225 2,43 

300 3,291 

 

 

                              Figure : Courbe d’étalonnage des sucres totaux  

                   

 

 

 

y = 92,991x - 2,6641
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Annexe III : Dosage des sucres réducteurs par la méthode de Miller 

Une solution mère 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 

(g/l) 

Volume prélevé 

(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 à 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 même temps pendant 5 min. Ils 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 à la longueur d’onde de 540 nm à l’aide d’un spectrophotomètre 

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



 

 

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

 

Concentration 

(mg/L) 

Absorbance 

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 

 

                                        

 

Figure : Courbe d'étalonnage des sucres réducteurs 
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