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RESUME

Ce travail consiste a isoler des levures productrices de 1’éthanol a partir de marcs de
raisin. Une synthese des études déja menées a été faite afin de d'approfondir la recherche
dans le domaine de la production du bioéthanol par différentes méthodes avec 1’utilisation

des souches de levures.

Le suivie des différents paramétres tels que: la teneur en éthanol, les sucres totaux, la
densité et le pH nous permets de conclure la production de bioéthanol qui dépends
essentiellement de la concentration en sucres totaux présent dans la biomasse et du type de

levure utilisé ainsi que le procédé de production.
Mots clés: levure, bioethanol, marc de raisin, fermentation
ABSTRACT

This work consists of isolating yeast-
producing ethanol from grape marcs. A synthesis of the studies already carried out was ma
de in order to deepen research in the field of bioethanol production by different methods wi

th the use of yeast strains.

The monitoring of the various parameters such as: ethanol content, total sugars,
density and pH
we can conclude that bioethanol production depends mainly on the total sugar and
concentration in the yeast type biomass used and the production process.

Keywords: yeast, bioethanol, grape marc, fermentation
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Face au réchauffement climatique et a 1’épuisement programmé de la ressource
énergétique fossile, et que dans un avenir proche, les réserves de pétrole devront
étre complétées par les biocarburants afin d'assurer une part de notre richesse naturelle
pour la génération future. C’est pour cela, les procédés bioénergétiques ont pris, ces
derniéres années, une importance grandissante dans le monde entier notamment dans le

domaine de la recherche.

Le bioéthanol est obtenu aprés fermentation alcoolique des sucres issus de matiéres
premiéres vegetales. Différentes generations se distinguent selon le substrat utilisé. Les
biocarburants de premiére génération sont produites a partir de substrats amylacés,
d’origine alimentaire comme la betterave sucricre (sucre, mélasses...), le blé, le colza, le
tournesol ou le mais (amidon, cellulose). L’inconvénient est que seulement une partie des
plantes est exploitée et que ces matieres premieres entrent en concurrence directe avec la
chaine alimentaire animale ou humaine. Les biocarburants de deuxiéme génération qui
utilisent la plante entiére, dont la lignocellulose, provenant de résidus agricoles et
industriels et des ressources forestiéres. Cette utilisation de matiéres économiques et
abondantes, non valorisables pour 1’alimentaire, permet de maximiser le rendement

énergétique a I’hectare et de limiter les surfaces nécessaires [1].

Une grande variété de microorganismes produit de 1’éthanol a partir de
polysaccharides[2]. Cependant, peu sont, réellement, compétitifs en termes de rendement
en éthanol par rapport au substrat consomme, de capacité fermentaire, de tolérance a

I’éthanol élevée et d’adaptation aux conditions de fermentation.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéresses dans le présent projet a isoler des
souches lévuriennes productrice du bioéthanol. Nous avons donc opté pour le marc de

raisin issu de I’industrie viticole.

Le premier chapitre de ce manuscrit est dédié a une étude bibliographique concernant

le bioéthanol, les caractéristiques des levures et la biomasse

Dans le deuxiéme chapitre, nous résumons une synthése des travaux antérieurs afin

d’approfondir la recherche dans le domaine de la production de bioéthanol.

Le manuscrit est acheve par une conclusion générale suivie de quelques perspectives

pouvant étre bénéfiques a un travail ultérieur.
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1.1 Le marc de raisin :

Les marcs (résidus « solides ») et les lies (résidus « liquides ») résultent de
I'¢laboration du vin. Les distilleries prennent en charge ces résidus en provenance des
caves coopératives de vinification ainsi que des caves particuliéres, afin de les transformer

en bioéthanol et autres produits [3].

1.2 L’utilisation des marcs de raisins :

Le marc de raisin se présente comme un ensemble de résidus secs, parmi lesquels
figurent généralement la peau des raisins, leurs pépins et la rafle. Cette derniére est la
partie ligneuse ramifiée des grappes, autrement dit la « charpente » des grappes. A ’aspect
sec et friable, le marc de raisin a une couleur qui varie entre le jaune et le mauve selon les

variétés de raisins utilisés.

Le marc de raisin a suscité un grand intérét en phytothérapie en raison de sa
composition en principes actifs. Il concentre en effet de nombreux composés, parmi

lesquels figurent :

des anthocyanes ;

des flavonoides dont des catéchines et des flavonols

des acides phénoliques tels que 1’acide hydrox cinnamique et I’acide gallique ;
des stilbenes dont le trans-resvératrol ;

des tanins ;

YV V V V V V

des fibres.
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Rafle

Pépins

Peau

Figure 1: Grappe de raisin
Aujourd’hui, le marc de raisin est particulierement plébiscité en cosmétique et en
phytothérapie. Il entre ainsi dans la composition de plusieurs produits topiques tels que des
crémes et des gels, mais également dans la formulation de compléments alimentaires. Ces
derniers se présentent généralement sous la forme de gélules. Toutefois, lorsque le marc de
raisin est associé a d’autres extraits végétaux ou d’autres principes actifs, les suppléments

peuvent étre conditionnés sous d’autres formats tels que des comprimés ou des ampoules
[4].
Apres passage en distillerie afin d’en extraire 1’alcool, le marc de raisin

désalcoolisé trouve plusieurs débouché :

apres séchage, la pulpe peut servir a ’alimentation animale ou rentrer dans la

composition de bouchons d’engrais organiques

retour du marc non composté aux terres agricoles Bien que celui-ci soit mis
gratuitement a disposition des viticulteurs adhérents, sa forte humidité entraine des

transports d’eau superflus et les tanins peuvent rendre difficile la décomposition dans le sol
[5].

Actuellement, le marc non composté est épandu par habitude « culturelle » sur les
parcelles de vignes, en trés grandes quantités (jusque 100 t/ha) mais outre la cldture des

cycles des nutriments, son intérét agronomique n’est pas clairement connu. Cet épandage a

surtout une vocation d’écoulement des surplus [6].
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1.3 Valorisations en cours d’étude et en développement :

1.3.1 Meéthanisation des marcs de raisins :

La digestion anaérobie de marc de raisin, comme pour de nombreux coproduits
agricoles, permet de produire du méthane (biogaz) pour des applications énergétiques. Le
marc de raisin est moins méthanogéne que d’autres sous-produits tels que les peaux de

noisettes et nettement moins méthanogéne que les lies de vin [7]
1.3.2 Peaux de marcs de raisins :

Des peaux de marcs de raisins blancs ont été utilisées aprés extraction a 1’hexane ou
a D’eau pour fabriquer des panneaux composites de faible densité. Ces panneaux
composites, encollés a ’aide de résine urée-formaldéhyde a hauteur de 8 % (m/m) et de
sulfate d’ammonium (1 %), présentent de bonnes performances pour une application en
isolation thermique. Dans le but de maximiser I'utilisation des coproduits, les extraits
obtenus ont été analysés. La molécule extractible la plus intéressante obtenue avec
I’hexane est I’acide oléanolique, précurseur de plusieurs molécules médicamenteuses.

L’extraction a 1’eau permet d’obtenir de 1’éthanol aprés fermentation des sucres extraits
[8].
D’autres études ont montré que les extraits aqueux de peaux de marc de raisin

peuvent servir de substrat pour la fabrication de pullulane par le champignon

Aureobasidiumpullulans.

Le pullulane est un polysaccharide exocellulaire constitué d’unités de maltotriose
liées par des liaisons osidiques a 1-6. Les applications de ce polymeére sont nombreuses :

films, adhésifs, agent de micro-encapsulation ou additif alimentaire [9].
1.3.3 Rafles:

Les rafles de raisin issues de 1’industrie vinicole ont été employées avec succes
pour décontaminer des eaux usées. Les propriétés adsorbantes des rafles vis-a-vis des
métaux sont attribuables aux protéines, aux polysaccharides et aux polyphénols qui
permettent de fixer les ions métalliques grace aux groupes amines et a leurs liaisons

carboxyles, hydroxyles, sulfates et phosphates [10].
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Des rafles ont aussi été compostées en association avec des boues d’épuration

vinicoles. Ce compost présente un intérét agronomique important pour les vignes [11].
1.3.4 Fabrication de charbons :

Plusieurs procédes ont eté développés afin de transformer les marcs de raisins en

charbons. Deux d’entre eux sont la carbonisation hydrothermale et la torréfaction [12].
1.3.5 Lesdistilleries vinicoles :

Partenaires de la viticulture depuis plus d’un siécle. Les distilleries vinicoles jouent
un réle environnemental pour la viticulture. Elles sont également au cceur d’une économie
circulaire dans les territoires et elles ont aussi un role qualitatif et de régulateur des

marchés des vins.
e Leur réle environnemental :

Les distilleries vinicoles jouent un role environnemental en éliminant la charge
polluante des marcs de raisin (sous-produits du pressurage composés d’alcool, de peaux, de
pulpes,...) et des lies de vin (sous-produits de la vinification obtenus apres décantation des

modts et des vins), compte tenu de leur nature organique et de leur teneur en alcool.

Le recyclage des marcs et des lies par distillation est aujourd’hui le procédé le plus

performant d’un point de vue environnemental.
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Rafles et Marcs distillés
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Figure 2 : Exemples de procédés de la filiere des distilleries vinicoles [83].
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2.1 Définition :

Les levures, champignons unicellulaires pour tout ou une partie de leur cycle
vegétatif, forment un groupe tres hétérogene. 1l existe des formes intermédiaires
entre levures et champignons supérieurs typiques qui rendent leur distinction
avec les champignons filamenteux trés subjective [13]. Certaines levures ont une
reproduction sexuée qui correspond a une phase de leur cycle biologique ou on note une
alternance des phases haploide et diploide. Le bourgeonnement qui est le mode de
reproduction végétatif le plus fréquent, est représenté par une évagination qui apparait
a un point de la cellule mere. Le bourgeon grandit peu a peu en formant une nouvelle
cellule qui se detache de la cellule mére. Deux autres modes de reproduction vegétative
peuvent étre rencontrés: la fission, caractéristique du genre Schizosaccharomyces, qui
se manifeste par la formation d’une paroi transversale au grand axe de la levure et
le bourgeonnement sur stérigmates, propre au Sterigmatomyces, ou la cellule fille prend

naissance sur une protubérance formée sur la cellule mere.

Ces micro-organismes ubiquitaires [14-15] peuvent coloniser I’air, le sol, 1’eau
[16] , le tube digestif de certains animaux et les galeries d’insectes [17-20]. Certaines
levures ont été isolées a partir d’environnements extrémes comme celles isolées a
partir de I'Antarctique [21] . D’autres vivent principalement sur les végétaux riches
en sucres, dans les liquides sucrés, ou dans des aliments tels que le pain et les
céréales [22]. Les levures utilisatrices de lactose se rencontrent ainsi dans les produits
laitiers [23].

2.2 Morphologie :

La morphologie des levures est trés variée. On distingue trois formes : la forme

levure, le pseudomycélium et le mycélium.
2.2.1 Laforme levure :

C’est la plus simple, il s’agit de cellules uniques, libres ou associées deux a deux
ayant une morphologie caractéristique : sphérique, ovoide, globuleuse ou cylindrique. Des

formes spécifiques sont parfois distinguées comme la forme apiculée (Hanseniaspora et
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Kloeckera), en bouteille (Pityrosporum), triangulaire (Trigonopsis) ainsi que la forme
pyramidale et ogivale (Dekkera) [24].

2.2.2 Laforme pseudomycélium :

Chez certaines especes et aprés bourgeonnement, les cellules filles restent associées
les unes aux autres et donnent des chainettes constituées de plusieurs cellules
formant un pseudomycélium. Ce dernier peut étre rudimentaire ne comptant que quatre a
cing cellules comme il peut étre plus important et présenter des ramifications.
Souvent les cellules centrales s’allongent et dessinent un axe principal, tandis que
les cellules localisées aux extrémités restent courtes et forment des blastospores (ou
blastoconidies) au niveau des constrictions, I’anaérobiose favorisent la production de

cette forme [25].
2.2.3 Laforme mycélium :

La propriété de donner un vrai mycélium séparé par des cloisons ou septa
caractérise certaines espeéces de levures. Cette différenciation résulte d’un allongement
important des cellules et ’hyphe ainsi formée prolifére par une croissance apicale. Dans la
majorité des cas, c’est le pseudomycélium qui se transforme en mycélium, mais il
existe des espéces chez lesquelles les levures donnent directement un filament sans

passer par ce dernier.

2.3 Structure cellulaire de la forme levure :

La structure cellulaire des levures, qui est sous la dépendance des conditions
physico-chimiques et de I’dge de la culture, est de type eucaryote et posséde une
paroi épaisse et rigide, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme
contenant divers organites et inclusions dont des mitochondries et une grande
vacuole. Chez certaines levures, on note I’existence d’une capsule constituée de
phosphomannanes solubles dans I’eau (Hansenula, Pichia), de mannanes plus ou

moins ramifiés (Rhodotorula) ou d’hétéropolysaccharides (Cryptococcus) [26].

10
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2.4 Laparoi:

C’est une structure dynamique externe qui englobe toute la cellule conférant sa
rigidité et sa forme caractéristique. Elle représente 15 a 20% de la matiere séche de
la cellule, d’épaisseur 150 a 230 nm. Sa composition chimique qui est sujette a des
variations importantes suivant les especes, le cycle cellulaire et les conditions de
culture [27] comprend environ 80% de polysaccharides principalement des mannanes
[28-30] et des glucanes [31-32] en proportion quasi egales, 10 a 20% de protéines, 7
a 10% de lipides, 5% de sels minéraux et 1 a 3% de chitine qui se trouve
majoritairement au niveau des cicatrices de bourgeonnement afin de maintenir 1’intégrité
de la paroi [33-34]. La couche intérieure de la paroi est en grande partie responsable de
sa force mecanique et fournit aussi les sites d'attachement pour les protéines qui forment sa
couche extérieure [35]. Cette structure joue un role important en maintenant une

structure é€lastique qui assure une protection osmotique et constitue une barriére

physique.

2.5 L’espace périplasmique :

C’est un espace qui est délimité par la membrane plasmique et la couche
interne de la paroi et représente le seul site de localisation cellulaire des enzymes
telles que I’invertase [36], la phosphatase acide [37];[38], les B-galactosidases, les -
glucanases (1-3) et p (1-6) et des protéases [39].

2.6 Membrane plasmique :

C’est une membrane simple et fragile qui se trouve sous la paroi avec une épaisseur
de 7,5 nm, retenant I’ensemble des constituants intracellulaires et résistante aux pH
acides mais altérée par des pH alcalins. Les membranes biologiques sont composées de
deux types de constituants principaux : les lipides et les protéines. La diversité des
membranes étant trés grande, les compositions lipidiques différent selon les
organismes. Dans la composition lipidique de la membrane plasmique, on distingue les
phospholipides et les stérols. Parmi ces derniers c’est 1’ergostérol qui est le dérivé
majeur et dont la teneur varie d’une espeéce a l’autre et en fonction de 1’age des

cellules.
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2.7 Lecytoplasme :

Le cytoplasme renferme en plus des organites cellulaires tels que les mitochondries
(qui contiennent des ADN, ARN, ARN polymérase et des enzymes respiratoires) et
I’appareil de Golgi, des vacuoles (ou se trouve le pool des acides aminés en plus
des purines, des orthophosphates polymérisés et des hydrolases) et des ribosomes. Il
contient également des enzymes, notamment celles de la glycolyse et de la
fermentation alcoolique, des polysaccharides, des polyphosphates, du glycogene et du
tréhalose [26].

2.8 Le noyau et le réticulum endoplasmique :

La levure posséde en général un seul noyau qui est entouré¢ d’une enveloppe
a deux membranes ou la membrane externe est en relation continue avec un systéeme
membranaire cytoplasmique important, le réticulum endoplasmique. En de
multiples endroits les membranes externe et interne fusionnent pour former des
pores, ces derniers permettent les échanges entre le noyau et le reste de la cellule. Il
contient le génome de la levure qui est réparti sur les chromosomes dont la structure est
semblable a celle des autres eucaryotes avec un enroulement de I’ADN en «grains
de chapelet» formés par des nucléosomes constitués d’histones de type H2a,
H2b, H3 et H4.

2.9 Mécanismes de production d’éthanol :

Trois comportements métaboliques peuvent étre distingués chez les levures selon la
facon dont elles dégradent la source de carbone utilisée pour produire leur énergie:
oxydatif, fermentaire et respiro-fermentaire [40-41]. Le type métabolique, lui-méme, varie
selon I'environnement (présence d'oxygene), la source de carbone et I'espéece de la levure
considérée [42]. la production d’éthanol s’effectue grace au métabolisme fermentaire et

respiro-fermentaire.
2.9.1 Meétabolisme fermentaire :

Cette voie metabolique se déroule en anaérobiose. L’acide pyruvique produit a la fin

de la glycolyse est décarboxylé en acétaldéhyde, lui méme réduit en éthanol grace au

12



CHAPITRE Il : LEVURES

NADH+ formé au cours de 1’oxydation du glycéraldéhyde-3-phosphate (figure 3). Ce
métabolisme est moins énergétique que le metabolisme oxydatif [43].
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Figure 3: Voies métaboliques chez les levures [44].

2.9.2 Meétabolisme respiro-fermentaire :

Le métabolisme respiro-fermentaire est obtenu lorsqu’il existe une production
d’éthanol simultanée a une activité respiratoire (production d’éthanol en présence
d’oxygene). Lei et al.,(2001) [45] ont fourni une interprétation du shift du métabolisme
des levures basée sur le phénomene d’overflow au niveau des nceuds pyruvate et
acétaldéhyde . Au niveau du nceud pyruvate, 1’enzyme pyruvate déshydrogénase a une
affinit¢ plus forte pour le pyruvate que ’enzyme pyruvate décarboxylase. Aux faibles
flux glycolytiques, le pyruvate est converti via la pyruvate déshydrogénase vers le cycle de
Krebbs. Quand le flux glycolytique dépasse une valeur critiqgue, la pyruvate
déshydrogénase est saturée et I’acétaldéhyde est formé et, préférentiellement,
converti en acétate. En revanche, lorsque I’acétaldéhyde déshydrogénase est saturée,

I’acétaldéhyde serait transformé en éthanol [46-49].
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Pyruvate Ailcool
decarboxylase deéshydrogenase
Pyruvate Acétaldéhyde + Ethanol
Pyruvate Acétaldéhyde
deshydrogenase deshydrogenase
AcétylCoA Acétate
AcetalyliCoA
synthétase
r
Cycle de Krebbs

Figure 4: Nceud métabolique du pyruvate et de I’acétaldéhyde.

2.9.3 Meétabolisme oxydatif :

Ce type de métabolisme nécessite la présence d’oxygeéne et une concentration
en substrat limitée afin d’éviter un changement métabolique vers la production
d’éthanol et d’autres co-métabolites (effet Crabtree). Dans ces conditions, le glucose est
oxydé via les voies métaboliques de la glycolyse, du cycle de Krebs et de la
phosphorylation oxydative. Le cycle de Krebs permet la réduction du NADH et FADH 2
grace a la production des co-enzymes et la synthése de nombreux précurseurs
nécessaires a la formation des principales macromolécules [17];[50]. Quant & la
phosphorylation oxydative, elle permet la régénération des co-enzymes réduits
NADH et FADH 2 produits lors de la glycolyse. Ainsi les électrons libérés sont
transférés a 1’oxygéne moléculaire pour former une molécule d’eau et les protons
exportés  permettent de maintenir le potentiel transmembranaire entre |’espace
intermembranaire et la matrice de la mitochondrie. De cette maniére, 1’entrée des
protons a l’'intérieur de la mitochondrie permet la syntheése d’ATP a partir d’ADP et de
phosphate inorganique grace aux ATP synthases situées a la membrane interne
mitochondriale. L’efficacité de la chaine respiratoire est illustrée par le rapport du nombre
de moles d’ATP formées par atome d’oxygene consommé (P/O) variable selon les
souches. Ce métabolisme qui conduit a la formation du CO 2 et H 2 O est tres énergétique
et permet aux levures de se maintenir en vie, de synthétiser de la matiere organique
et de produire de la biomasse (X) avec un rendement cellulaire élevé [51]. Dans ce cas
I’oxydation du sucre est complete et le bilan énergétique théorique de cette voie

métabolique est décrit par 1’équation suivante :

CoHy,04 + 60, + 28Pi + 28ADP — X + 6C0, + 6H,0 + 28ATP
14
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3.1 Définition :

De la biomasse, on peut obtenir différents types de produits pour la
génération d’énergie. Un des plus importants est I’éthanol. Il est utilis€ comme
combustible liquide principalement dans des pays comme le Brésil, les Etats-Unis

d’Amérique ou encore la Suede [52].

Le bioéthanol s’obtient par fermentation de maticres premiéres sucrées avec un degré
d’alcool initial de 10 a 15% pouvant étre concentrées plus tard par distillation,
jusqu’a obtention d’alcool hydraté. Ensuite, par un procédé spécial de déshydratation on
obtient de I’alcool pur. Les matiéres premieres que 1’on utilise pour produire du
bioéthanol doivent étre des produits hydrocarbonés de faible co(t, susceptibles de

fermenter directement ou par un procédé d’hydrolyse [53].

3.2 Production du bioéthanol dans le monde :

Plusieurs éléments ont contribué a une extension et a une généralisation de la
production agricole du bioéthanol dans le monde, en particulier, dans les pays
industrialisés, a partir de 2000, parmi lesquels on site : la hausse des prix du pétrole,
I’approche du pic de la production de pétrole, la lutte contre le changement climatique et la
surproduction agricole. La production du bioéthanol a augmenté dans le monde, durant la
période de 2007 a 2011, avec une production, demeurant, faible dans I’'UE27 par rapport a
la production au Brésil et surtout aux Etats-Unis. La production mondiale est, selon
Hanne[54] , en constante augmentation sur cette période, de 72 milliards de litres en 2007
a 106 milliards de litres environ en 2011, soit une augmentation de 47% en 5 ans. Les
deux premiers producteurs de bioéthanol sont, en I’occurrence : les Etas Unis et le Brésil.
En effet, la production a atteint en 2011, 51 milliards de litres (48%) et 29 milliards de
litres (27%), respectivement (figure 5). Il est a noter que le continent Africain ne
produit que 0.2% du bioéthanol versus 0.4% en Océanie et 5.2% en Europe, selon

les statistiques du RFA, 2011 (Renewable Fuels Association).
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Figure 5:Evolution de la production du bioéthanol en millions de litres par région du

monde[84].

3.3 Utilisation du bioéthanol :

Le bioéthanol peut étre utilisé, sous certaines conditions, comme carburant dans les

moteurs a essence, soit de 5 a 20% dans les moteurs a essence sans modification et/ou de

85 a 100% dans des moteurs a essence spécifiquement adaptés. En outre, 1’éthanol peut

étre converti en divers produits de base de 1’industrie chimique, tels, 1’éthyléne et I'éther

éthyle tertiobutyle (ETBE), conventionnellement, produits & partir du pétrole (figure 6). Il

est a signaler que le plastique résulte de la polymérisation de 1’éthyléne et de ’ETBE

mélangé a raison de 15% a I’essence, permet d’augmenter I’indice d’octane du carburant,

contrairement a I'éthanol, il ne favorise pas I'évaporation des carburants et n‘absorbe pas

I'hnumidité de I'air [55].
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Bioéthanol
Ethyléne Sécteur du
transport
quyethyl_enc Ether éthyle Moteurs essence Moteurs
(bioplastique) tertiobutyle sans modification  essence adaptés
(ETBE) (5220%) (85% a 100%)

Figure 6:Utilisation potentielle du bioéthanol [56].

3.4 Procédes de Production du bioéthanol :

3.4.1 Matiéres premieres utilisées :

L’éthanol est un alcool éthylique qui peut étre produit par synthése a partir des

hydrocarbures et/ou a partir de biomasse.

Seulement, la transformation de cette derniére par voie microbienne peut produire
ce qu’on appelle le « bioéthanol». L’éthanol est obtenu aprés fermentation des plantes

riches en sucres a I'aide de microorganismes (levures, bactéries, etc.) [57] .

3.4.1.1 Matieres riches en polysaccharides :

Actuellement, il y a une légere prédominance de la production de bioéthanol,
a base de matériaux amylacés (53% du total), comme le mais, le blé et d"autres céréales et
grains. Dans ces cas, la technologie de conversion commence généralement par la
séparation, le nettoyage et la mouture du grain. Ensuite, I"amidon est converti typiquement
en sucres au moyen d"un processus enzymatique a haute temperature . Les sucres libérés
seront alors, fermentés par des levures et le liquide résultant sera distillé pour la séparation

du bioéthanol (figure 3). 1l est intéressant, de signaler que les matiéres premieres riches en
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inuline (polymere de fructose) constituent une source importante de fructose obtenu sous

I’action de I’inulinase [58] produite par divers microorganismes.

3.4.1.2 Matieres riches en sucres simples :

La canne et la betterave, sont des veégétaux qui englobent énormément de sucre
simples. lls sont obtenus par un processus se basant sur I"extraction au moyen de la
mouture ou de la diffusion, et qui pourront étre soumis directement a une fermentation.
Apres la fermentation, le liquide est distillé (figure 7). 1l est & noter que le bioéthanol dit «
de premiere génération »est issu de la fermentation des matieres premieres qui peuvent étre
utilisées dans une chaine alimentaire animale ou humaine. En revanche, I’éthanol issu de la
fermentation des matieres cellulosiques telles que le bois, les feuilles et les tiges des
plantes ou celles issues de déchets est qualifié de la deuxieme génération [59].

18



CHAPITRE Ill : BIOETHANOL

Biomasse sucrée Biomasse amvlacée Biomasse cellulosique

{Canne, betterave) {Mais, ble, manioc) (Bois, paille)

| | .

. \ [ Trituration ‘ [ Trituration ]
Extraction par pression ou
{ diffusion ] l

Hydrolyse Hydrolyse acide ou
enzvmatigue enzvmatigue

¥ r r

Solution sucrée fermentable ]

l

{ Fermentation ‘

Distillation

Figure 7 :Schéma explicatif de production du bioéthanol a partir de plusieurs
sources de sucres[85].

3.4.2 Microorganismes utilisés :

Deux types de microorganismes interviennent lors du processus de production
d’éthanol, en I"occurrence : ceux qui catalysent I’hydrolyse des polysaccharides en sucres
fermentescibles et ceux qui convertissent ces derniers en éthanol [60-61]. Par ailleurs, il
est a signaler, que certains microorganismes ont la capacité d’effectuer les deux types de

réactions en méme temps [62].
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3.4.2.1 Microorganismes hydrolysant les polysaccharides :

Etant donné que la biomasse renferment des sources complexes tels que ; les feuillus
et les résineux,les residus agricoles comme la canne de mais et les déchets des papiers non
recyclable, le développement d’un prétraitement idéel, dans ce cas, reste compliqué et
difficile. Ces diverses matiéres premiéres ont mené les chercheurs a tester de hombreux
procédés allant de 1’usage de 1'eau chaude et les traitements d'explosion a la vapeur, aux
prétraitement aux acides, aux bases et aux solvants [63] Toutefois, la désintoxication de la
lignine hydrolysée a l'acide présente des colts supplémentaires pour le processus
d’hydrolyse en comparaison aux procédés enzymatiques. L’amidon a été toujours
hydrolysé en dextrines et glucoses en utilisant les acides, cependant les enzymes
s’avéraient présenter beaucoup plus d’avantages. En effet, la spécificité des réactions
enzymatiques permet I’obtention de sucres ayant des propriétés physicochimiques bien
définies et I’hydrolyse enzymatique est douce et engendre moins de brunissement [64]. La

capacité des levures a produire I’a-amylase et la glucoamylase a été abordée dans plusieurs

rapports. Celles-ci incluent Candida tsukubaensis CBS 6389,
Filobasisiumcapsuligenum[65],  Lipomyceskononenkoae[66], Lipomycesstarkeyi[67],
Saccharomycopsisbispora [68], Saccharomycopsiscapsularis,
Saccharomyecopsisfibuligera[69] : Schwanniomycescastelli[70], et

Trichosporonpullulans[71]. Par ailleurs, les enzymes cellulolytiques indispensables a
I’hydrolyse de la lignocellulose sont produites par Trichodermareesei. Ce champignon est
apte a métaboliser les pentoses et les hexoses, de plus, il est insensible aux molécules
inhibitrices générées dans les matériaux lignocellulosiques[72].

3.4.2.2 Microorganisme producteurs d’éthanol :

Plusieurs rapports et articles de revue ont été publiés sur la fermentation alcoolique
effectuée par les levures (tableau 1). Cependant, Saccharomyces cerevisiae qui se
développe sur des milieux a base de sucres simples et/ou disaccharides, est reconnu comme
un agent qui ne représente aucun risque sur la santé humaine. En plus, cette espéce reste la
premiere & étre exploitée en industrie a travers le monde, grace a sa résistance aux

conditions de production et aux conditionnements industriels.
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Tableau 1 :Souches de levures produisant 1’éthanol comme produit majeur de

fermentation[73]

Levares Source de Sowrce d azote (g/l) | Concentration ReéfErences
carhone (g/L} de I"éthamol (g/L}
2TR1T S Cilucose (50- 2041} | Peptone (2, sulfate {5,1-91,%) Vallet et af,
| cerevisiae | d ammonium (4} {195%6)
300N T Ko gragilis | Glucose (20- 120) | Peptone (21, sulfate 48,96 (max) Vallet ef al,
o ammonium (4) {19965
KL Glucose (1K) Peptone (2], sulfoie 444 (mmax ) Vallet ef @,
Klpveronices d amimoninm (4) {19906)
TP
3009 - Candida | Glucose { 100} Peptone (2). sulfate A (maxh Vallet o .,
kil | d ammonium (4} {19596
23774~ Cilucose (20- 120) | Peptone (2, sulfate 48, 96{max) Vallet of al,
Khupveromyvces dammonium (4) {1996
RTE I
J0017- Glucose (20- 1200 | Peptone (2], sulfane 48, 90{max} Vallet o af,
Klwvveramyees d"amumigniwm (4) [ R ]
Fracilis
5. cerevisiae Sucre | 150-200 - 53 (max) Roukas, ( 199%)
5. cerevisiae Saccharose (220 | Peplone{5). Caylak et
dihvdrogéne phosphate | 96,71 Wardar, (1996)
d ammonium (1.5)
L-41-5, Saccharose (100} | Sulfate d’ammoniwm S0 {max ) Leticia ef af,
cerevisiae | (24 {1997
ATCC-326%1 Cilucose((-25], Peptoned3,6), sulfate 7.8 (max) Sanchez et af.,
Pachvsolen sylose (-25) dammonium (3) 119907
fonseropiiing
ATCOC-24860 Molasse (1.0- 53 | sulfate d’ammonivm (5-18.4) Ergun et math,
Hoeerevisiae (0,72- 20 1 20007)
(adrobie)
CMIZET- 5. Suere ( 164) sulfate d’ammonium TN max ) MNavarro er al
CETEVISTaE (05 {2000
VE-5, cerevizige | Glucose (250) - - Virginmie et al,
{20017
IR1S. covevisiae | Glucose (100 Peprome (5) -= Todor et
feérabie) Taonka, (2HI12)
AZ-S cerevisiae | Galactose (20- Peptone, Sulfate {4,8- 36,8) D Cruz ef e,
1500 d ammonium, {2003
casaming acide (10}
L52- Galactose (20- Peptone, Sulfate (2,4-32) Da Cruz ef al.,
S.eerevisioe 1500 d’ammonium, {2003
casamine acide {10}
GUCR-K5- Saccharose (30) Peprone (5) 27 Kiram &7 af,
S.cerevisiae {2003
GO A-l- Saccharose (30) | Peptone (5] 42 Kiran e afl.,
S.oerevisioe {2003
EE- s Saccharose (30) | Peptone (5] 225 Eiran &/ af.,
S.cerevisioe {2003
23990. Glucose (31,6) Urée (6,41 13,7 (max) Yu et Zhang,
Kooerevisioe {20045

Par ailleurs, la production de [I’éthanol a partir du glucose peut étre effectuée par

diverses bactéries (tableau 2).

En effet, labactérie Zymomonasmobilis, vue sa sensibilité aux conditions de

fermentation, est beaucoup moins exploitée en plus, elle ne fermente que le glucose, le
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fructose et le sucrose. En revanche, E. coli est tres exploitée car, elle présente plusieurs
avantages incluant la capacit¢ de fermenter un large spectre de sucres,
I’indépendance de point de vue de facteurs de croissance complexes et 1’adaptation
aux conditions industrielles (exemple, son utilisation dans la production des
protéines recombinantes). Cependant, certains inconvénients déclassent cette bactérie
au profit des levures, dans le domaine de bioindustrie, en particulier, sa résistance
insignifiante et la perception du public pour son danger imminent [73].

Tableau 2 :Souches de bactéries productrices d’éthanol comme produit majeur de

fermentation [73]
Bactéries Concentration de I'éthanol Références

(Mmol éthanol/Mmol glucose)

Clostridiuwmindoli (pathogéne) 1,96 Miyvamoto,(1997)

I Clostridlium sphenoides 1.8 Miyamoto,[ 1997}

Clastridium sordelli 1,7 Miyamoto,(1997)
(pathogéne)

Zvmomaonas mobilis 1.9 Mivamoto,(1997)

Zvmomaonas mobilis 1,7 Miyamoto,(1997)

subsp. pomaceas

Spirochaetaaurantia 1,5 Miyamoto,(1997)
Spirochaetastenostrepta 0,84 Miyamoto,(1997)
Spirochaetalitoralis 1,1 Miyamoto,(1997)
Erwiniaamyvlovora 1,2 Miyamoto,(1997)
Leuconostocmesenteroides 1.1 Miyamoto.(1997)
Streptococcus lactis 1,0 Miyamoto,(1997)
Klehsiella aerogenes 24 ¢ /L Ingram ef al.,(1998)
Escherichia coli LY 01 40-50 g /L Dienet al..(2003)
Escherichia coliKO11 0,7-0,1 Diener al..(2003)
Klebsiella oxytoca 00,94-0,98 Matthew et al., (2005)

En revanche, la production de 1’éthanol a partir de la cellulose peut étre

effectuée par certaines moisissures incluant Monilia sp. [74], Neurospora crassa [75],
Trichodermaviride[77],

Zygosaccharomycesrouxii[79] et

Neurosporasp. [76], Paecilomycessp.[78],

Aspergillus sp. [80].
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SINTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les transformations font intervenir des phénomenes biochimiques complexes bases
sur plusieurs types de micro-organismes, chacun ayant sa spécificité et son role
particulier Parmi  les  proceédés biotechnologiques, la fermentation alcoolique, qui
consiste en la transformation par les levures, les sucres du modt en éthanol. La souche de
levure joue un role majeur dans la transformation alcoolique, mais la composition du
mo(t et le mode de conduite de la fermentation sont aussi trés importants. Pour cela on a
pris différents article scientifique afin de comparer les résultats obtenu entre chaque méthode

et micro-organisme utiliser.

1. ETUDE DU POUVOIR FERMENTAIRE DE LEVURES ISOLEES
NATURELLEMENT A PARTIR DES DATTES AU SUD D’ALGERIE
(APPLICATION A LA FERMENTATION DE DEUX VARIETES DE
DATTES COMMUNES DE FAIBLE VALEUR MARCHANDE):

Une étude a été faite par A. Boulal, M. Kihal et A. Meknassipour étudier le pouvoir

fermentaire de levures isolées naturellement a partir des dattes au sud d’ Algérie.

L'échantillonnage a ét¢ fait dans deux régions différentes de la wilaya d’Adrar au Sud-
ouest de I’Algérie en utilisant deux variétés de dattes (Hmira et Tinaceur) en raisons

(disponibilité, richesse en sucre et une faible valeur marchand).
1.1 Procédé de production :

Les souches de levure isolée a partir des dattes sont posées dans un milieu enrichi de
sucre etles tubes sont laissés 24 heures dans 1’étuve a 25°C. Puis, les molits de dattes ont été
préparés et stérilisés dans un autoclave a 110°C pendant 20minutes ensuite, dans chaque
flacon 9 ml de suspension de souche ont été ajouté et enfin la fermentation est conduit dans un

bain marie a 30°C avec une agitation.

Afin de suivre I’évolution de la fermentation, des prélévements chaque 24 heures pour
effectuer les analyses physico-chimiques (pH, dosage des sucres totaux, densité, taux de
solides soluble et le dégrée alcoolique) ont été effectué. Aprés 72 heures, la fermentation est
arrétée. Pour chaque variété des dattes, 1’opération de fermentation est répétée trois fois dans

le but d’obtenir une valeur moyenne représentative des différentes analyses.
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1.2 Interprétation des résultats :

La culture des échantillons des dattes a permis I’isolement des trois souches de levures
(S1, S2 et S3) (Figure 8). Les résultats montrent que tous les échantillons de mout de dattes

en provenance des différentes localités du Sahara, présentent des aspects de colonies des
levures plus ou relativement uniformes.
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Figure 8 : Purification de la souche S1, S2 et S3 sur milieu sabouroud.

Une légere diminution du pH a été remarqué pour les quatre souches étudiées, cela
est di a la formation de I’alcool. Avec une variation remarquable de S3 par rapporta T, le

pH s'est varié de 5.45 a 4.57 pour la S1, a 4.49 pour la S2, 4.23 pour la S3 et a 4.1 pour le
Témoin.

—p—51
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Figure 9: Cinétique classique du pH lors d’une fermentation alcoolique
Une diminution remarquable de la densité au cours du temps pour les quatre
souches. Elle varie de 1.075 a 1.029 pour la S1, a 1.021 pour la S2 et S3et a 1.015 pour le
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témoin, ce qui peut étre expliqué par la transformation du glucose en alcool et la perte de
masse sous forme de CO 2.

Une dégradation remarquable des sucres est observée surtout chez la S3 par rapport au
T, tel que la teneur en sucre totaux qui chute de 63.81% a 38.49% pour S1, a 34.77% pour S2
et a 30.44% pour S3 et environ a 17.05% pour la souche T. L’évolution du degré d’alcool
durant la fermentation montre que la cinétique de la production d’alcool est

proportionnelle au taux de sucre contenu dans les dattes.

Une légére diminution de I'indice de réfraction °Brix qui représente la concentration en
saccharose d’une solution aqueuse ayant le méme indice de réfraction que le produit a

analyser.

Une augmentation considérable a été observée pendant la fermentation, apres 72H le

degré alcoolique est de 16° pour S1 et 14° pour S2 et 12° pour S3 et 20° pour le Témoin.

2. ETUDE DE LA PRODUCTION D'ETHANOL BIOCARBURANT A
PARTIR DES REJETS AGRICOLES :

AssiaMansouri, Rachida Rihani et Nadia Aicha Laoufi ont réalisé une étude sur la
production d'éthanol biocarburant a partir des rejets agricoles a savoir : les rebuts de dattes et

les résidus de récolte de raisins puisqu’ils sont riches en mati€res organiques et nutritives.

2.1 Matériels et méthodes :

Pour cela, les fermentations ont été menées par la levure Saccharomyces Cerevisiae
en batch dans un bioréacteur cylindrique de capacité 5L et dont le couvercle du réacteur
est muni de plusieurs tubulures pour le suivi des différents paramétres. Les moQts

extraits sont distillés a 78°C.
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2.2 Interprétation des résultats :

2.2.1 Caracteéristiques du substrat :

Les déchets agricoles utilisés dans ce travail sont issus de déchets de dattes et de

SINTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

raisins. Ces substrats sont riches en matieres organiques et nutritives.

Tableau 3: Caractéristique du substrat

Caractéristique : Déchets dattes : Déchets de raisins :
pH 5,08 +0,01 3,28+ 0,01

NH4 (g/L) 1,68 1,6

Sucres totaux (g/L) 153,61 +0,1 166,69+ 0,1

Brix (%) 10,5 15,75

Une variation de pH en deux phases a été remarquée : une diminution puis une

croissance.

La diminution du pH est rapide : il passe de 4,5 a 3,71pour le substrat dattes et de 4,5 a
3,92 pour le substrat raisins et ce aprés 24h de fermentation, cet abaissement peut étre
expliqué par le fait que le milieu est acidifié & cause de la production du dioxyde de carbone
lors de la fermentation. La deuxiéme phase est une croissance mais légére pour les deux
substrats qui se poursuit jusqu'a 4. Cette augmentation est due a la production d’éthanol et a la

présence dans le milieu de I’acide carboxylique.

Les deux substrats ont montré une diminution de la teneur en sucres totaux pour
atteindre une concentration d’environ 100 g/L pour les dattes et de 70g/L pour les raisins. Ces
résultats sont prévisibles sous prétexte que les levures assimilent le sucre pour produire les

alcools.
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Figure 10 : évolution temporelle des sucres totaux
Une augmentation rapide de I’é¢thanol au cours de la fermentation (I’atteinte de 103g/1
pour les dattes et 75g/l pour les raisins). Et puis, un régime permanant est maintenu, la ou la

production a atteint ses limites.

3. TRANSFORMATION DES DECHETS DE DATTES DE LA REGION
D’ADRAR EN BIOETHANOL :

L’expérience faite par A. Boulal, B. Benali, M. Moulai et A. Touziconsiste a produire le

bioéthanol a partir des déchets de dattes de la région d’ Adrar.

Pour ce, deux catégories de matiéres sont utilisées : matiere végétale a savoir les deux
variétés de dattes (Hmira et Tinaceur) et le fruit de dattes formé aprés une mal fécondation

(Kaciene). Et la matiere biologique qui est la levure de boulangerie séche.
3.1 Matériels et méthodes :

Cette expérience est effectuée en trois étapes: étape de préparation, étape de

fermentation et enfin une étape de distillation.

La préparation du matériel utilisé dans cette étude a commencé d’abord par laver les
dattes qui ont subi aprés une imbibition, un broyage et une dilution apres un traitement pour

1’ajustement du pH.
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Une phase de fermentation est conduite en plongeant le bio réacteur dans un bain-marie
a une température de 30+ 2 °C. Pour le suivi de 1’évolution de ce processus, des prélévements
sont effectués chaque 24h afin de mesurer le pH, la densité, le taux de cendres, le dosage des

sucres totaux et le dégree alcoolique. Cette opeération est répétée trois fois.

A la fin de la fermentation, les chercheures on distille le vin de dattes obtenu pour

extraire 1’éthanol a une température d’environ 78°C.

3.2 L’interprétation des résultats :

Les résultats de cette étude ont montré une différence dans les caractéristiques

cinétiques des différentes variétés de dattes.

Les résultats montrent que les deux variétés Hmira et Kaciene ont presque le méme effet

sur le pH apres 72h.

Tableau 4 : Dégradation temporelle du pH

Hmira Tinaceur Kaciene

pH 4.5 vers 3.88 4.5 vers 3.71 4.5 vers 3.87

On constate que les trois variétés donnent les mémes mesures de densité: une
diminution trop légere de la densité de 1.07 vers 1.02 pour Tinaceur et Kaciene et 1.01 pour

Hmira.
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Figure 11 :Courbes d’évolution du taux de glucose et du degré alcoolique au cours de

la fermentation

Il est clairement remarquable que le glucose ait été consommeé rapidement pour les trois

types de dattes mais pas entiérement. On voit que pour la variété Hmira, le glucose est abaissé

de 20 mg/ml & 2.65 mg/ml pendant 72h. Pour les dattes Tinaceur, il s’est abaisseé de 17.06

mg/ml vers 1.36 mg/ml avec une réduction de 15.7 mg/ml pendant 72h. Enfin, les

dattes Kaciene, étant donné que le taux initial était 12 mg/ml, la consommation n’était pas

vraiment considérable en la comparant par rapport aux deux autres variétés.

La production de 1’alcool augmente durant les 48 dernicres heures de la fermentation ce

qui implique la proportionnalité entre la consommation du glucose et la production de

I’éthanol qui atteint 22 ° alcoolique pour la variété Hmira, 19° pour Tinacer et 18° pour la

variété kaciene.
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4. VALORISATION DE DECHETS DE DATTES TUNISIENNES
PRODUCTION DE BIOETHANOL :

Dans le but de valoriser les déchets de dates tunisiennes, Sofien Chniti,
AbdeltifAmrane, Yvane Lelievre, Hayat Djelal, Hédia Chaabane et MnasserHassouna ont fait

une expérience pour la production de bioéthanol a partir de ces déchets.
4.1 Matériels et méthodes :

Dans ce contexte, et pour réaliser 1’expérience ils ont commencé par collecter les
déchets de dattes tunisiennes (Deglet-Nour). Apres ¢a, ils procédé d’abord par sécher de pulpe

/ sirop pour obtenir les caractéristiques physico-chimiques désirées.

La souche utilisée au cours de ce travail est la levure Saccharomyces cerevisiae, qui est

conservée a 4°C.

deux catégories de milieux ont été préparer, des milieux synthétiques a base de sucres
simples(glucose, fructose, saccharose), et des milieux a base de déchets de dattes( extrait de

jus obtenu a partir des déchets de dattes)

Les dattes sont d’abord lavées puis dénoyautées et ensuite découpées en petits
morceaux. On leur ajoute de I’eau et on filtre le jus obtenu et on le conserve a 4°C. Les mofts
de dattes doivent étre dilués puis centrifugés. Enfin, on enrichit le milieu en sels minéraux et

on le stérilise.
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4.2 Interprétation des résultats :

Tableau 5 : Caractéristiques chimiques de déchets de dattes Deglet-Nour

Pulpe Sirop
Matiére séche (%0) 78,53 £ 0,05 73,65+ 0,67
pH 5,5+0,08 4.34 £0.02
Acidité titrable (g /100 g du poids sec) 0,27 £0,01 0,22 £ 0,03
Protéines (g / 100 g du poids sec) 0,34 £0,01 0,97 £ 0,02
Cendre (%) 0,61+0,11 1,49 + 0,52
Matiére grasse (%) 0,19 £ 0,05 0,03 +£0,02

Le taux de protéines du sirop de dattes Deglet-Nour (72°Brix) est de 0,97 g /100g de
matiére séche)(Tableau 5), inférieur a la valeur citée par Besbes et al. [81].

De nombreux auteurs dont Saafi et al. [82], affirment que la datte renferme une teneur
en cendre comprise entre 1,5 et 4%, alors que le taux de cendre des déchets de dattes de cette
étude, semble faible, probablement a cause de microorganismes qui contaminent les déchets
prélevés au sein de I’unité tunisienne de conditionnement des dattes ALKHALIGI

Durant la premiére phase, la levure a bien dégradé le glucose et le fructose. De plus,
L’augmentation de fructose et la diminution du taux de saccharose dans le milieu aprés 24
heures de fermentation, montre que le saccharose est hydrolysé par les levures. Les trois
sucres sont ensuite assimilés dans la seconde partie de la croissance jusqu’a leur épuisement

en fin de culture.
Une faible production des deux principaux métabolites : éthanol et glycérol.

Pour les deux types de milieux utilisés, I’éthanol obtenu est inférieur a 1’éthanol théorique
mais le milieu a base de mélange de sucres, présente un taux de conversion treés faible
(15,8%), alors que le milieu de culture a base de sirop de dattes présente un taux de

conversion éleveé (88,8%).
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5. OPTIMISATION DE LA PRODUCTION D'ETHANOL PAR LES
TECHNIQUES D'HYDROLYSE DE L'AMIDON DE MANIOC ET LA
FERMENTATION DE LA LEVURE DE BIERE (SACCHAROMYCES
CEREVISIAE) :

NWAGA Dieudonné, OMOLOKO Cécile, KOUAM Emile et WU Jihuang ont fait cette
experience pour évaluer les parameétres optimums pour la production dalcool a partir de
I'efficacité d'hydrolyse de I'amidon Et pour ce, ils ont pris la farine de manioc comme un
substrat.

Une souche d'Aspergillus niger provenant de I'Université de Zeijiang en Chine est
repiquée sur milieu PDA en gélose inclinée de composition suivante en g/l: pomme de terre
200 g, saccharose 20g, agar-agar 20 g et eau distillée 1 L. Le pH est ajusté a 6 et la
température d'incubation est de 30°C. et enfin elle est conservée a 4°C.

Trois méthodes d’hydrolyse ont été testées a savoir une hydrolyse chimique, une

hydrolyse mixte et une hydrolyse enzymatique.

Les fermenteurs sont constitués d’erlenmeyers de 2L de capacité. Le moit est préparé
en enrichissant 250 ml d’hydrolysat d’amidon par 1 g/l de sulfate d’ammonium dans un pH
ajusté a 6.

Pour étudier I’influence d’un facteur, tous les autres sont maintenus constants.

La distillation se fait en introduisant 250 ml de vin de fermentation dans un chauffe-

ballon jusqu’a ébullition. Ensuite, on réfrigére 100 ml de substrat et on évalue la teneur en

eau.

Toute expérience est répétée trois fois pour pouvoir calculer la moyenne de la donnée en

question.
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5.1 Interprétation des résultats :

5.1.1 Influence de la méthode d'hydrolyse sur les sucres du moQt:

L’hydrolyse chimique fournit le rendement le plus faible (30.8%) contrairement a
I’hydrolyse mixte qui donne le rendement le plus elevé (82 — 84 %). Et, I’hydrolyse
enzymatique fournit un rendement moyen (66 -67 %).

5.1.2 Influence de la concentration en amidon sur la production d*éthanol :

Lorsque la teneur en amidon augmente de 50 a 250 g¢/I, la teneur en alcool augmente aussi,
sauf pour les traitements impliquant une hydrolyse enzymatique seule. Les résultats montrent

que I’hydrolyse chimique est la plus efficace.

5.1.3 Influence de la concentration en amidon sur le rendement de la production d'alcool :

Le rendement de production d'alcool augmente avec la concentration en amidon de 50 a

150 g/l pour tous les traitements sauf pour I'nydrolyse chimique ou elle atteint 200 g/l de
substrat.

5.1.4 Influence des facteurs physico-chimiques pour optimiser la production d*alcool

Température :

La température optimale pour la production d'alcool se situe autour de 30°C et permet
d'obtenir prés de 71 g/l d'alcool. Lorsque la température augmente a 45°C, la production
d'alcool baisse a 42 g/l. Il est donc possible d'obtenir des quantités élevées d'alcool a

température ambiante.

pH : Les pH trés acide (pH=1) ou tres alcalin (pH=12) sont défavorables a la production
d'alcool. La production d'alcool augmente de pH 1 a pH 6 ou elle atteint son optimum de 71
g/l et baisse pour les pH 9 et 12.

5.2 Résultats :
Le rendement le plus élevé pour la production d'éthanol provient de I'nydrolyse mixte

(chimique et enzymatique) de 150 g/l d'amidon de manioc.

33



SINTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L'évolution du rendement de la fermentation montre que, a 150 g/l de substrat, la teneur

en alcool augmente, mais le rendement baisse.

L'hydrolyse mixte donne les meilleurs résultats, méme aux fortes teneurs en substrat
mais en tenant compte de la durée, de la complexité de son processus et de son co(t financier

et énergétique, il parait plus rentable d'utiliser I'nydrolyse enzymatique.

La durée de fermentation joue un réle majeur sur le colt de production de I'alcool.

6. EVALUATION DU POUVOIR FERMENTAIRE DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE ET DE S. CARLSBERGENSIS
DANS LA PRODUCTION DE BIOETHANOL A PARTIR DU JUS DE
LA POMME CAJOU :

L’étude faite par Virginie GBOHAIDA, Issiakou MOSSI, Euloge S. ADJOU, C. Pascal
AGBANGNAN DOSSA, D. Valentin WOTTO, Félicien AVLESSI et Dominique C. K.
SOHOUNHLOUEI1 consiste a évaluer le pouvoir fermentaire de Saccharomyces cerevisiae et

celui de S. carlsbergensis dans la production de bioéthanol a partir du jus de la pomme cajou.

6.1 Matériels et méthodes :

La préparation du matériel utilisé dans cette étude a commencé d’abord par la collecte
des pommes cajou du centre-Bénin et 1’extraction des jus. L’inoculum, est ensuite préparé a
partir des trois souches levuriennes Saccharomyces cerevisiae (Angel brand super alcohol,
Angel super alcohol et Angel brand Thermal-tolerant alcohol) et de Saccharomyces
carlsbergensis en introduisant 1,0 g de chaque souche dans 9 ml d’eau peptonée tamponnée.
Et enfin, une préfermentation a été faite par I’introduction de I’inoculum dans 1/10 du volume
total de jus stérile et I’agitation continue pendant une journée. Le mélange obtenu par ce
processus a été ajouté au 9/10 du volume restant. Cette étape de fermentation a été cloturée

par I’ajout de I’urée a une concentration de 4g/L.

Apres avoir préparé tout le matériel végétal nécessaire pour poursuivre 1’étude, un
témoin a subi une fermentation alcoolique discontinue en le maintenant a 25°C pendant huit

jours. Des prélévements journaliers ont permis de constater 1’évolution des facteurs physico-
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chimiques tels que le pH et la densité. A la fin de ce processus, une distillation & 79°C a

conduit a I’extraction de 1’éthanol contenu dans les mofts fermentés.

6.2 Interprétation des résultats :

Les résultats de cette étude ont montré une différence dans les caractéristiques

cinétiques des moits enrichis a I’urée et ceux qui ne le sont pas.

Modts non enrichis a ’urée :

pH : une variation non significative est observée pendant le premier jour du
fermentation, puis une décroissance rapide qui se termine par une stabilité dans les 4 derniers

jours.

Acidité :on constate une croissance légére dans les trois premiers jours suivie par une

stabilité dans la deuxiéme moitié de la durée de fermentation.

Degreé Brix : le suivi de ce paramétre montre une décroissance rapide qui atteint un

régime permanent apres 48 heures de fermentation.

Densité des mo(ts : les résultats obtenus au niveau de la densité des mo(ts montrent un

abaissement logarithmique caractérisé par 1’apparition de trois phases.

Moiits enrichis a ’urée :

pH : pendant les 2 premiers jours, on remarque une diminution légere du pH, puis une

diminution exponentielle et une phase de stabilité a la fin de la fermentation.

Acidité :le suivi de ’acidité des souches levuriennes enrichis a 1’urée a montré une

évolution rapide de ce facteur.

Degré Brix :on remarque deux phases de diminution : progressive (24 h) puis rapide

jusqu’a atteindre un seuil de 3.8° Bx.

Densité des modts :contrairement au degré Brix, la densité décroit d’une fagon semi-

linéaire.
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Effet de I’urée sur I’évolution du processus de fermentation : Les résultats explicités
précédemment, montrent 1’efficacité de 1’ajout de 1’urée dans les échantillons a analyser. Ceci
a augmenté le degré Brix ce qui implique une influence significative sur les parametres
cinétiques des modts : la fermentation se finit dans trois jours pour les modts enrichis alors

que les mofits non enrichis prennent jusqu’a 5 jours pour atteindre la limite de fermentation.

6.3 Production d’éthanol et durée moyenne de fermentation :

Cette étude a permis de constater que les meilleurs degrés alcooliques sont obtenus au
niveau des souches levuriennes choisies et moiits non enrichis a 1’urée, contrairement a la

fermentation qui a marqué le plus faible degré alcoolique.
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7. ETUDES COMPARATIVE :

Selon A. Boulal et al. ( 2016 ) ont démontré qu'il existe des levures isolées
naturellement sur le mout de dattes utilisé ( Hmira et Tinaceur ) avec un pouvoir fermentaire
considérable dans les conditions idéale pH = 4,5, aprés 72 heures une dégradation de sucres
qui va jusqu'a 17,05% et une rapide production d'éthanol qui arrive jusqu'a 20° avec une
densité de 1,020 ont été noter. B. Benali et al. ( 2010 ) ont suivis une fermentation alcoolique
dans un bio réacteur en utilisant une levure seche Saccharomyces cerevisiae et trois variétés
de dattes ( Hmira , tinaceur , Kacienne ) dans les conditions idéale pH= 4,5, aprés 72 heures
on remarque comparé a l'étude précédente qu'il y a une grande dégradation importante de

sucres 13,25 % avec une densité de 1.01 et un degré alcoolique plus haut 22°.

D'aprés Boulbabalouhichi et al. ( 2012 ) la concentration levure joue un réle
cruciale dans la production du bio éthanol, 3 variétés de dattes ( Eguoua , Kunta , Bouhatem )
ont été utiliser pour une fermentation a un pH égale a 4,5 en utilisant la levure
Saccharomyces cerevisiae. Une dégradation de sucres égale pour les 3 variétés qui est de 32,5
% et une production de 25°. On remarque que plus la concentration de levure est élevé plus la
production d'éthanol augmente sachant que pour 50g/l de levure, 20,11 ° d'éthanol a été

produite.

Sofien CHNITI et al. ( 2012 ) ont prouvé lI'importance du substrat pour la production
du bio éthanol avec une fermentation en discontinu a partir de jus de dattes ( deglet nour )
avec la levure Saccharomyces cerevisiae. Deux milieux de cultures en été étudié a des pH =
4.5 . Un milieux synthétiques a base de sucres simples qui a donner une dégradation de sucres
tres faible 72.5% et une concentration finale d'alcool 1.9 g/l alors qu'un milieux a base de
sirop de dattes donne une dégradation presque totale de sucres a 02% et une production
d'éthanol de 40g/l. NWAGA Dieudonné et al. ( 2008) ont utilisé les techniques d'hydrolyse
de Il'amidon de manioc ( chimique, enzymatique, mixte ) avec la levure de biere
(Saccharomyces cerevisiae) dans les conditions optimum pH=6 a une température de 30 ° C et
50g/l de sucre avec une de production d'alcool de 70g/l plus importante comparé a I'étude
précédente qui été de 40g/l. tant dis que I'étude de Assia MANSOURI et al. ( 2015 ) qui ont
utilise la méme levure avec une fermentation alcoolique dans un bioréacteur de deux substrat

différents ( dattes, déchets de raisins ) avec des conditions idéale pH = 4.5 et a température 30
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° C ont remarque une production d'éthanol de 103 g/l pour les dattes comparé a 70g/l pour les

déchets de raisins.

Virginie GBOHAIDA et al. ( 2016 ) ont testé le pouvoir fermentaire de deux levures
(Saccharomyces cerevisiae et de S. carlsbergensis ) dans la production du bioéthanol a partir
de jus de pomme cajou dans les conditions idéale pH = 4.5 et a température 20 ° C avec deux
mout, le premier enrichis a l'urée et I'autre non enrichis a l'urée. Les souches enrichis a 'urée
ont été plus efficace comparé a la fermentation sauvage non enrichis a l'urée pour la
production du bioéthanol, pour le mout enrichis a l'urée pour Saccharomyces cerevisiae
160g/1 et 145g/l pour S. carlshbergensis comparé au mout non enrichis pour les deux levures
50¢/l. L'ajout de nutriment favorisent considérablement la production du bioéthanol.
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CONCLUSION GENERALE

Conclusion :

Le bio éthanol qui va étre de plus en plus utilisé dans le monde, et ce par
l'augmentation des prix des carburants, et du tarissement des réserves d'hydrocarbures. Ainsi
de nouvelles unités de production de bio éthanol verront le jour, un substrat de choix est
indispensable pour la mise en place de procédés de fabrication industriel, tel que le marc de

raisin et les dattes.

Lors de la comparaison de différentes études I'efficacité de la production d'éthanol

dépend du mode de conduite de la fermentation.

La souche de levure a un réle crucial dans la transformation alcoolique. L'augmentation
de la concentration d'éthanol va de pair avec le développement de la levure, alors que la

concentration de sucre diminue a son tour.

Le rendement de la production est déterminé par différents parametre tel que : la

Température, le pH ainsi que la biomasse et la composition utilisé.
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